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RESUMEN 
 

 

La presencia de células tumorales con fenotipo troncal (CSCs, por sus siglas en 

inglés) se ha asociado con la inducción de resistencia a la terapia farmacológica. El 5-

fluorouracilo (5FU) ha sido ampliamente utilizado como primera línea de terapia contra 

el cáncer colorrectal (CRC). Sin embargo, su efectividad puede verse limitada debido a 

la resistencia que los tumores desarrollan durante el tratamiento. La vía de 

señalización Wnt desempeña un papel clave en el desarrollo y progresión del cáncer, 

pero su contribución a la quimioresistencia de las CSCs no se comprende 

completamente. Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue investigar el papel 

de la vía Wnt en la resistencia de las CSCs a la citotoxicidad inducida por el 5FU. Para 

ello, se utilizaron cultivos de esferoides como modelo de enriquecimiento de CSCs de 

líneas celulares de CRC que muestran diferentes estados de activación de la vía 

Wnt/β-catenina. 

 

En este trabajo encontramos que el 5FU induce muerte celular, daño al DNA y 

quiescencia en todos los cultivos de esferoides, con variaciones en la sensibilidad 

entre las líneas celulares. Los esferoides de la línea RKO exhibieron una mayor 

sensibilidad al 5FU, seguido de los esferoides de SW480 y los esferoides de la línea 

SW620, la cual representa un estado avanzado de la enfermedad al haber sido 

derivada de metástasis a nódulos linfáticos. Los esferoides de SW620 exhibieron una 

mayor resistencia a apoptosis y una mayor capacidad clonogénica después del 

tratamiento con 5FU. 

 

La activación de la vía Wnt/β-catenina en esferoides de RKO con el ligando Wnt3a 

disminuyó la muerte inducida por 5FU, mientras que el ligando Wnt5a puede promover 

supervivencia mediante la activación de vías Wnt independientes de la estabilización 

de β-catenina. En contraste, la inhibición de la vía Wnt/β-catenina con el compuesto 

Adavivint en esferoides de varias líneas celulares que exhiben la activación de esta vía 

de manera constitutiva, lejos de los esperado, también disminuyó la muerte y el daño 

al DNA inducido por el 5FU. Sin embargo, el tratamiento con Adavivint solo o en 

combinación con 5FU produce un efecto citostático severo que compromete la 

clonogenicidad de las células residuales y disminuye la expresión de marcadores 

asociados a troncalidad como CD133 y SOX2 en los esferoides de SW480 y 

esferoides de SW620. Es importante destacar que el tratamiento combinado en 

esferoides de la línea SW620 seleccionó una subpoblación tolerante que tiene la 

capacidad de proliferar y recuperar los niveles de SOX2 después del tratamiento 

farmacológico. Este hallazgo sugiere que las células sobrevivientes pueden inducir un 

mecanismo adaptativo que les permite tolerar la inhibición de la vía Wnt/β-catenina. 
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ABSTRACT 
 

 

The presence of cancer stem cells (CSCs) has been associated with the induction of 

drug resistance and disease recurrence after therapy. 5-Fluorouracil (5FU) is widely 

used as the first-line treatment of colorectal cancer (CRC). However, its effectiveness 

may be limited by the induction of drug resistance in tumor cells. The Wnt pathway 

plays a key role in the development and CRC progression, but it is not clearly 

established how it is involved in CSCs’ resistance to 5FU treatment. This work aimed to 

investigate the role played by the canonical Wnt/β-catenin pathway in CSC resistance 

to 5FU treatment, using tumor spheroids as a model of CSCs enrichment of CRC cell 

lines with different Wnt/β-catenin contexts. 

 

We found that 5FU induces cell death, DNA damage, and quiescence in all CRC 

spheroids tested, but in different proportions for each one. RKO spheroids were very 

sensitive to 5FU, while SW480 were less susceptible, and the SW620 spheroids, the 

metastatic derivative of SW480 cells, displayed the highest resistance to death, high 

clonogenic capacity, and the highest ability for regrowth after 5FU treatment. Activating 

the canonical Wnt pathway with Wnt3a in RKO spheroids decreased the 5FU-induced 

cell death, while Wnt5a can promote survival by activating non-canonical Wnt 

pathways. In contrast, Wnt/β-catenin pathway inhibition with Adavivint alone or in 

combination with 5FU in spheroids with aberrant activation of this pathway produced a 

severe cytostatic effect, compromising their clonogenic capacity and diminishing the 

protein levels of stem cell markers such as CD133 and SOX2. Remarkably, this 

combined treatment also induced the survival of a small cell subpopulation that could 

exit the arrest, recover SOX2 levels, and re-grow after treatment. 
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1. ANTECEDENTES 
 

 
1.2 Cáncer colorrectal: Incidencia y mortalidad  

 
Dentro del grupo de enfermedades denominadas cáncer, el cáncer colorrectal (CRC) 

es el tercero de mayor incidencia y el segundo de mayor mortalidad a nivel mundial; 

con una representatividad del 10% de los nuevos casos, y del 9.4% de los 

fallecimientos por cáncer en 2020, según los reportes de la Agencia Internacional para 

el Estudio del Cáncer en su plataforma GLOBOCAN [1]. En la región de América 

Latina y el Caribe, la incidencia y mortalidad fueron del 7% y 7.4%, respectivamente, 

para el mismo año (Figura 1). Según las proyecciones de esta organización, se estima 

un incremento del 56.06% en el número de nuevos casos y un 69.3% en el número de 

fallecimientos por esta enfermedad a nivel mundial para el año 2040 [2]. Aunque la 

mayor proporción de los casos se diagnostican en personas de edad avanzada (mayor 

de 70 años), se ha reportado un aumento en el número de casos en la población 

menor de 55 años. Por ejemplo, en la población estadounidense Siegel et al. (2023) 

reportaron un incremento anual de un 2% desde 1990, con una estimación de nuevos 

casos del 20% en 2019 y un aumento de la mortalidad del 0.5% en 2011 al 3% en 

2020 [3]. Resultados similares fueron registrados por Leal et al. (2020) en un estudio 

en población mexicana en el Hospital de Oncología del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI durante el periodo 2014-2019, en el cual, de 3436 individuos diagnosticados con 

CRC, el 21% tenían menos de 50 años en el momento del diagnóstico [4]. 

 

 
Figura 1. Incidencia y mortalidad de CRC en diferentes regiones del mundo. Tomado y 

modificado de GLOBOCAN 2020 [1]. 

 

El aumento de la incidencia de CRC en población joven y de edad media se ha 

relacionado con factores de riesgo ambientales modificables, como el consumo de 

alcohol, el tabaquismo, dietas poco saludables, sedentarismo y obesidad, factores 

asociados con un estilo de vida cada vez más común desde la adolescencia e incluso 

la niñez [5]. Debido a que la mayoría de estos pacientes no presentan antecedentes 
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familiares de CRC y pocos presentan una condición que incremente la predisposición 

a padecer esta enfermedad (ej: enfermedad inflamatoria intestinal), el diagnóstico se 

retrasa y la mayoría de los pacientes se encuentran en una etapa avanzada del cáncer 

en el momento del diagnóstico, e incluso el 27% presentan metástasis en el hígado y/o 

pulmón. En general, el 60% de los pacientes al momento del diagnóstico presentan 

una enfermedad avanzada, lo cual disminuye la probabilidad de supervivencia a 5 

años, de un 91% para pacientes con tumores localizados a solo el 14% para aquellos 

con enfermedad metastásica [3], por lo que el diagnóstico temprano es fundamental. A 

pesar de los avances desde los años 70 en materia de resección quirúrgica, 

radioterapia y quimioterapia, el 35% de los pacientes presentan recurrencia de la 

enfermedad [6-8], y la resistencia farmacológica incrementa la probabilidad de fracaso 

del tratamiento [9]. 

1.2 Estadificación del cancer colorrectal y tratamiento 

 

La estrategia terapéutica para cada paciente puede variar según la etapa clínica del 

cáncer, su caracterización histopatológica, características moleculares, la edad y el 

estado de salud del paciente. La forma más común de clasificación del CRC en la 

clínica es según el sistema TNM del Comité conjunto Americano sobre el Cáncer 

(AJCC), que se basa en la extensión del tumor (T), la propagación a nódulos linfáticos 

adyacentes (N) y la propagación a sitios distantes (M) (Figura 2) [10]. Esta información 

se combina con otros factores, como el grado de diferenciación, el tipo celular y la 

localización del tumor, para la asignación de la etapa general, la cual se representa 

por los números romanos I, II, III, IV. En la etapa I se clasifican los tipos de cáncer 

menos avanzados, y en las etapas subsiguientes se clasifican los tumores que se han 

propagado más y tienen un peor pronóstico. A veces, el cáncer puede clasificarse con 

el número 0, lo que indica que el cáncer no se ha extendido más allá de la capa celular 

donde se originó (Tabla 1). 

 

En las primeras etapas de la enfermedad, generalmente se opta por la extirpación de 

los pólipos y la colectomía parcial, lo que suele ser suficiente. Sin embargo, debido al 

riesgo de células tumorales remanentes y la posible expansión a tejidos adyacentes, 

se recurre a la quimioterapia adyuvante para reducir el riesgo de recurrencia y 

desarrollo de metástasis. En caso de tumores muy grandes, se utiliza la 

quimio/radioterapia como tratamiento neoadyuvante antes de la resección quirúrgica. 

En pacientes con tumores avanzados o aquellos que no son candidatos para cirugía, 

la quimioterapia es el principal frente terapéutico utilizado, y puede combinarse con 

radioterapia y terapia dirigida para controlar la progresión del cáncer y aumentar la 

probabilidad de supervivencia del paciente [11].  
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Figura 2. Parámetros del sistema de estatificación del CRC TNM. Tomado y modificado del 

sitio web de la Asociación Americana del cáncer [10]. 

 

 

Los regímenes quimioterapéuticos generalmente incluyen el 5FU y sus derivados, ya 

sea en monoterapia o en combinación con otros agentes antineoplásicos como 

oxaliplatino e irinotecan. Aunque la quimioterapia ha contribuido a extender el tiempo 

de supervivencia en pacientes con metástasis,  a aproximadamente 20 meses [12], la 

citotoxicidad de la combinación de quimiofármacos, su baja selectividad y la 

resistencia innata de algunos tumores, así como la resistencia adquirida, limitan su 

eficacia. Esfuerzos considerables se han realizado para desarrollar nuevos fármacos 

más selectivos, dirigidos a blancos moleculares específicos, con el objetivo de 

aumentar la supervivencia del paciente, mejorar su calidad de vida y prolongar el 

período de remisión de la enfermedad. 
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Tabla 1. Estadificación del CRC según el sistema TNM y estrategia terapéutica 

general según la etapa clínica del cáncer. 

Etapa Agrupamiento Terapia  

0 Tis, N0, M0 Extirpación de pólipos mediante escisión local o 

colectomía parcial. 

I T1 o T2; N0, M0 Resección quirúrgica 

IIA T3, N0, M0 Resección quirúrgica y probablemente 

quimioterapia adyuvante (después de la cirugía) 

5FU, OXA, CAP. 

IIB T4a; N0, M0 

IIC T4b; N0, M0 

IIIA T1 o T2 N1/N1c; M0 o T1, 

N2a, M0 

Resección quirúrgica y quimioterapia adyuvante. 

Usualmente se utilizan las combinaciones 

FOLFOX o CAPEOX. En dependencia de la edad 

y estado de salud del paciente se emplea la 

monoterapia con 5FU o CAP. 

IIIB T3 o T4a N1/N1c M0 o  

T2 o T3 N2a M0 

T1 o T2 N2b M0 

La quimioterapia junto con radioterapia es una 

alternativa para reducir el tamaño del tumor 

antes de la cirugía. La radioterapia adyuvante es 

recomendable para tratar el cáncer remanente 

que no fue extraído durante la cirugía. 

III C T4a N2a M0 

T3 o T4a N2b M0 

T4b N1 o N2 M0 

IV A Cualquier T y N M1a Quimioterapia y/o terapia dirigida:  

-Diferentes combinaciones con 5FU o CAP. 

-Terapia dirigida: Inhibidores de VEGF, EGFR, 

HER2 o BRAF, de acuerdo a la caracterización 

molecular del tumor. 

IVB Cualquier T y N M1b 

IVC Cualquier T y N M1b 

Información  tomada de la Sociedad Americana del Cáncer. 5FU: 5-fluorouracilo; OXA: Oxaliplatino; CAP: 

Capecitabina; FOLFOX: 5FU, Leucovirin y Oxaliplatino; CAPEOX: Capecitabina y Oxaliplatino; VEGF: 

Factor de crecimiento vascular endotelial; EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER2: 

Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano. 

 

Varias vías de señalización implicadas en la proliferación, migración, supervivencia 

celular y comunicación con el microambiente tumoral, como la vía Wnt/β-catenina, 

NOTCH, Hedgehog y TGFβ/SMAD, han sido objeto de estudio por muchos 

investigadores como posibles blancos terapéuticos. Sin embargo, la compleja 

interacción entre vías de señalización ha dificultado su transición a estudios clínicos 

[12]. Entre los principales fármacos de terapia dirigida aprobados por la FDA se 

encuentran inhibidores de VEGF, EGFR, BRAF y HER2. Además, se han aprobado 

inhibidores de puntos de control inmunológico para el tratamiento específico de 

tumores con una alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H) y deficiencia en la 

reparación de discordancias en el DNA (MMR-D) [13]. 

 

Los anticuerpos anti-EGFR, como el Cetuximab y el Panitumumab, son ampliamente 

utilizados como primera línea de terapia contra el CRC, especialmente en pacientes 

con tumores que expresan la forma silvestre de los genes KRAS y BRAF [14, 15]. Las 

mutaciones en estos genes se han relacionado con una falta de respuesta a estos 

anticuerpos [15]. Se ha observado que la combinación de estos anticuerpos anti-EGFR 
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con quimioterapia en pacientes con KRAS/BRAF silvestre prolonga la supervivencia 

hasta por 4 meses en comparación con el tratamiento sin estos anticuerpos [13]. 

 

Por otro lado, el anticuerpo monoclonal anti-VEGF Bevacizumab, utilizado para inhibir 

la angiogénesis en el microambiente tumoral, ha demostrado beneficiar a los pacientes 

independientemente de la presencia de mutaciones en KRAS. El tratamiento con este 

anticuerpo ha mostrado una respuesta del 44% y una extensión de la supervivencia 

global de hasta 4.7 meses (HR: 0.66 p<0.001) [16]. Además, el tratamiento continuo 

con Bevacizumab ha demostrado aumentar significativamente la supervivencia global 

en pacientes con progresión de la enfermedad después del tratamiento combinado con 

este agente y quimioterapia (HR=0.48, p<0.001) [17]. 

 

Otros fármacos de terapia dirigida utilizados en el tratamiento del CRC, incluyen 

inhibidores de BRAF y HER2. Los inhibidores de BRAF se utilizan para el tratamiento 

de tumores que expresan la variante BRAF p.V600E, común en el 15% (5-15%) de los 

pacientes con esta enfermedad. Su utilización en combinación con Cetuximab 

extendió el tiempo de supervivencia global en 3 meses en comparación con el 

tratamiento de Cetuximab con FOLFIRI (HR: 0.62, p<0.001) [18]. En contraste, el 

inhibidor de HER2 Tucatinib en combinación con Trastazumab (anticuerpo monoclonal 

anti-HER2) se aprobó específicamente para el tratamiento de metástasis o tumores de 

CRC inoperables, positivos para este receptor, que no presentan mutaciones en KRAS 

y que han progresado después de la quimioterapia. Aunque el estudio 

MOUNTAINEER reportó que el 29% de los pacientes presentan una respuesta parcial 

al tratamiento con Tucatinib+Trastuzumab y solo el 3% presenta una respuesta 

completa, la duración de la respuesta se mantuvó por 12.4 meses (95% CI: 8.5-20.5) 

[19], lo cual está relacionado con un control de la enfermedad y un retraso en la 

progresión del cáncer. 

 

Estos reportes indican que, a pesar de los avances logrados mediante la 

implementación de terapias dirigidas y la clasificación molecular de los tumores, la 

supervivencia global a 5 años en subtipos avanzados metástasicos es inferior al 20%. 

La resistencia adquirida a estos fármacos, la poca efectividad de la terapia adyuvante 

y los resultados controversiales de la terapia neoadyuvante han restringido su 

aplicación [12]. Por lo tanto, la quimioterapia, independientemente del régimen 

terapéutico, sigue siendo la estrategia principal en la lucha contra el cáncer. Sin 

embargo, es evidente que se requiere seguir investigando sobre los mecanismos de 

resistencia tanto a la quimioterapia como a los fármacos dirigidos, con el objetivo de 

ajustar los protocolos de tratamiento y encontrar nuevos blancos terapéuticos que 

permitan superar la resistencia preexistente y la resistencia adquirida durante la 

terapia.  
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1.3 Mecanismos de quimioresistencia en cáncer colorrectal  

 

La resistencia a fármacos es uno de los mayores obstáculos en el éxito de la terapia 

oncológica y representa uno de los principales desafíos en la lucha contra el cáncer a 

largo plazo. Aunque varios tipos de cáncer presentan resistencia innata a agentes 

citotóxicos debido a sus características genéticas y epigenéticas, en muchos otros 

casos, los pacientes muestran una respuesta inicial al tratamiento farmacológico. Sin 

embargo, después de un tratamiento prolongado o interrupción del mismo, las células 

residuales tienen la capacidad de reconstituir los tumores, dando lugar a la progresión 

y/o recurrencia de la enfermedad.  

 

Entre los principales mecanismos de resistencia a la quimioterapia se incluye la 

expresión aumentada de bombas transportadoras de membrana del tipo ABC, las 

cuales reducen la acumulación intracelular de los fármacos, la inducción de 

mecanismos de reparación de DNA, la inhibición de la apoptosis, la modulación de la 

autofagia, la transición epitelio-mesénquima (EMT) y la presencia de células con 

fenotipo troncal. Estas últimas se han caracterizado por ser la causa principal de la 

resistencia a la terapia convencional debido a sus características intrínsecas, las 

cuales se describen más adelante, junto con otros mecanismos de resistencia al 5FU 

en el CRC.  

 

1.3.1 Metabolismo del 5FU 

 

El 5-Fluorouracilo (5FU) está clasificado como un antimetabolito al ser un análogo 

estructural del uracilo que se diferencia por tener un átomo de flúor en el C5 del anillo 

heterocíclico. Su principal mecanismo de acción radica en la inhibición de la proteína 

timidilato sintasa (TS), lo que resulta en la inhibición de la replicación del DNA por un 

desbalance en la cantidad de nucleótidos. Además, la incorporación de sus 

metabolitos activos durante la síntesis de DNA y RNA induce daño en estos ácidos 

nucleicos e interfiere con la correcta síntesis de proteínas (Figura 3) [20]. La 

amplificación del gen TYMS resulta en un aumento de la expresión de TS y de su 

actividad, lo que permite superar el efecto inhibitorio del 5FU en la síntesis de timidina 

monofosfato (dTMP) [20].  

 
La expresión alterada de enzimas implicadas en el metabolismo del 5FU ha sido 

directamente asociada con una baja respuesta terapéutica. La supresión de la timidina 

fosforilasa (TP), uridina fosforilasa (UP) y la enzima orotato fosforibosiltransferasa 

(OPRT), claves para la conversión del 5FU a sus metabolitos activos, se correlaciona 

con una baja sensibilidad al efecto citotóxico del 5FU. Por otro lado, altos niveles de la 

proteína dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), enzima limitante del catabolismo del 

5FU a su forma inactiva DHFU (5,6-dihidro-5-fluorouracilo), confieren resistencia [21]. 

Asimismo, una alta expresión de esta enzima en el hígado disminuye la 

biodisponibilidad y concentración en plasma del 5FU; y la expresión de algunas de sus 

variantes con reducida actividad podría limitar el uso del fármaco debido a la 

citotoxicidad general que compromete la vida de los pacientes [22]. 
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Figura 3. Metabolismo del 5FU en las células tumorales. El 5FU es fácilmente incorporado 

al DNA y al RNA debido a su homología estructural con las pirimidinas, mediante su 

transformación en FUTP (5-fluorouridina trifosfato) y FdUTP (5-fluorodeoxiuridina trifosfato) 

según las rutas metabólicas que se presentan en la figura. El metabolito 5-fluorodeoxiuridina 

monofosfato (FdUMP) inhibe la enzima timidilato sintasa (TS) mediante la formación de un 

complejo ternario junto con 5,10-metilenetetrahidrofolato (CH2-THF), lo cual impide su unión 

con deoxiuridina monofosfato (dUMP) y su posterior transformación en deoxitimidina 

monofosfato (dTMP). La inhibición de la TS resulta en un desbalance de la cantidad de 

deoxinucleótidos y perturbación de la síntesis de DNA. Además el aumento de la relación 

FdUTP/dTTP favorece la incorporación errada de FdUTP al DNA. Además, la degradación del 

5FU es facilitado por la enzima dihidropirimidina deshidrogenada (DPD) que cataliza su 

conversión a 5,6-dihidro-fluorouracilo (DHFU) y continua con la ruta de degradación indicada 

en la figura hasta la formación de F-BAL (α-fluoro-β-alanina). La regulación positiva de las 

enzimas resaltadas en rojo están involucradas directamente con resistencia al 5FU, mientras 

que las resaltadas en azul oscuro han sido asociadas con una mejor respuesta a este fármaco. 

FUPA: ácido α-fluoro-β-ureidopropionico DPYS; dihidropirimidinasa; UPB1: β-ureidopropionasa. 

DHF: dihidroxifolato; FdUR: 5-fluorodeoxiuridina; FdUDP: 5-fluorodeoxiuridina difosfato; FUMP: 

5-fluorouridina monofosfato; FUDP: 5-fluorouridina difosfato; TP: timidina fosforilasa; TK: 

timidina cinasa UMPK: uridin-monofosfato cinasa, NDK: nucleósido difosfato cinasa; OPRT: 

orotato-fosforibosil-transferasa; RNR: ribonucleótido difosfato reductasa. Creado con 

Biorender.com 

 

1.3.2 Reparación de daño en el DNA 

 

El 5FU, como un agente inductor de daño en el DNA en células altamente 

proliferantes, ocasiona arresto celular en las fases G1 y S del ciclo celular debido a la 

activación de los puntos de control en G1/S y G2. Estos puntos de control tienen la 

función de evitar la transmisión de alteraciones en el genoma a las células hijas. Una 



8 
 

vez el material genético es reparado y se completa la replicación del DNA, las células 

pueden retomar el proceso de división celular; de lo contrario, si el daño persiste, las 

células inician el proceso de apoptosis. En células resistentes al 5FU, este fármaco 

induce bajos niveles de apoptosis y puede ocasionar un bloqueo transitorio del ciclo 

celular o una prolongación de las fases G1 y/o G2 para reparar el daño en el DNA 

ocasionado por la quimioterapia [23]. Las células tumorales con tiempos de 

duplicación mayores pueden beneficiarse de la desaceleración del ciclo celular para 

evitar la incorporación de metabolitos activos del 5FU y proporcionar el tiempo 

suficiente para la reparación del DNA [23-25]. 

 

Por lo general, ante la introducción errónea de FdUTP (5-fluorodeoxiuridina trifosfato) 

en el DNA, las células pueden reparar este error mediante la activación de sistemas de 

reparación como la escisión de bases (BER, por sus siglas en inglés) [26] y la 

reparación de discordancias (MMR, por sus siglas en inglés) [27, 28]. Sin embargo, la 

prolongación del estancamiento de las horquillas de replicación debido a la 

acumulación de DNA monocatenario (SSB), puede desencadenar un colapso de las 

horquillas de replicación, la formación de roturas en la doble cadena de DNA (DSB) y 

la inducción de apoptosis ante la no resolución de los focos de daño [29, 30]. Los 

tumores caracterizados por la deficiencia del sistema MMR (MMR-D), debido a la 

hipermetilación de los genes MSH2, MLH1 y MSH6, no reconocen los sitios de 

incorporación de FdUTP, lo que contribuye a la resistencia al 5FU. Aunque la MMR-D 

se ha empleado como criterio de clasificación entre pacientes que se pueden o no 

beneficiar de la terapia con 5FU, un sistema MMR eficiente no es determinante en la 

respuesta al 5FU [31, 32]. 

 

Las células tumorales ante la inducción de DSB por el 5FU, pueden beneficiarse de 

otros sistemas de reparación de daño en el DNA, inducidos por la activación de los 

puntos de control a lo largo del ciclo celular, dependientes de las cinasas ATM (Ataxia 

telangiectasia mutada) y ATR (Ataxia telangiectasia relacionada a Rad3) [33, 34]. ATM 

soporta la eficiente reparación del DNA mediante la activación de mecanismos de 

recombinación homóloga (HR, por sus siglas en inglés) y reparación de extremos no 

homólogos (NHEJ, por sus siglas en inglés) [35]. La inhibición del mecanismo HR 

mediante la supresión de mediadores como Rad51, potencia el daño en el DNA 

inducido por el 5FU [36]. Además, según lo reportado por Liu et al. (2019), líneas 

celulares de CRC resistentes al 5FU exhiben una mayor activación del sistema de 

reparación NHEJ ante daño en el DNA, lo cual fue directamente asociado con la 

regulación positiva del mediador XLF (Factor 1 de extremos no homólogos) [37]; ya 

que una reducción en sus niveles de expresión sensibiliza a las células tumorales al 

5FU y al oxaliplatino.  

 

Por otro lado, uno de los eventos clave durante la respuesta al daño en el DNA es la 

remodelación de la cromatina mediante la acetilación de histonas por la proteína 

CBP/p300 en los sitios DSB, lo que facilita el acceso y reclutamiento de factores NHEJ 

[38]. La inducción de daño en el DNA con agentes quimioterapéuticos como cisplatino, 

doxorubicina y 5FU induce un aumento de los niveles de DICER, que 

independientemente de su función en el procesamiento de RNAs no codificantes, 
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interactúa con SIRT7 en el citoplasma, reduciendo la relocalización de esta 

desacetilasa hacia la cromatina, lo que resulta en un aumento de los niveles de 

H3K18Ac [39]. Esto facilita el reclutamiento de componentes del complejo NHEJ como 

Ku70 y Ku80 a los sitios DSB. Consistente con esto, el silenciamiento de DICER1 

incrementó el daño en el DNA inducido por 5FU y doxorubicina en las líneas celulares 

HCT116 y RKO de CRC en ensayos in vitro, y disminuyó el crecimiento de tumores en 

ratones atimicos desnudos tratados con 5FU en un modelo de xenotransplante 

subcutáneo [39].  

 

Además, como parte de la respuesta al daño en el DNA, las cinasas ATM y ATR 

inducen un retraso o arresto de la progresión del ciclo celular mediante la activación de 

las cinasas CHK1 y CHK2, que inhiben la acumulación de cinasas dependientes de 

ciclina [33] y favorecen la reparación del DNA antes de la división celular. Su 

fosforilación por ATM/ATR ha sido directamente asociada con la inducción de 

mecanismos de reparación del DNA, arresto celular y apoptosis durante la radioterapia 

y quimioterapia en varios tipos de cáncer [40-43]. Algunos investigadores han 

observado que células resistentes al 5FU exhiben una disminuida activación de estas 

proteínas y una baja tasa de apoptosis, lo cual parece estar directamente asociado 

con el estatus de p53 (expresión de TP53 silvestre) [44, 45]. En contraste, otros 

autores han reportado que las células tumorales con el punto de control en G1/S 

inhabilitado, debido a alteraciones en la señalización mediada por p53, dependen de 

su habilidad de extender la fase G2 para reparar el daño en el DNA [40, 41 y 46]. La 

supresión del punto de control en G2/M con inhibidores de CHK1, más que de CHK2 

en CRC, conduce a la acumulación de focos de daño en el DNA seguido de apoptosis 

ante estrés citotóxico [47-50], por lo que estos inhibidores se han considerado como 

una potencial estrategia para sensibilizar a las células de CRC a la quimioterapia. 

 

1.3.3 Alteración de apoptosis y autofagia 

 

Durante el proceso de tumorogénesis, las células tumorales se exponen a varios tipos 

de estrés que inducen muerte celular, como la sobreactivación de señales 

oncogénicas y el daño al DNA asociado con hiperproliferación. La capacidad de evadir 

la apoptosis mediante la regulación positiva de proteínas antiapoptóticas y regulación 

negativa de mediadores de estímulos de muerte, le permite a la célula tumoral resistir 

condiciones microambientales adversas y la terapia antineoplásica [51-53]. 

 

La resistencia al tratamiento con 5FU se ha vinculado directamente con una alta 

expresión de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2, Bcl-X y Mcl-1, que suprimen la 

oligomerización de Bax y Bak, evitando así la permeabilización de la membrana 

mitocondrial externa y la liberación de factores proapotóticos que inducen la activación 

de caspasas [51]. Además, se ha reportado una baja expresión del receptor de muerte 

Fas, mediador de la apoptosis extrínseca en respuesta al tratamiento con 5FU, en 

células resistentes a este fármaco [52, 53]. Entre los principales reguladores positivos 

de la expresión de proteínas antiapoptóticas se encuentran los factores de 

transcripción STAT3 [54-56], NFκB [56-58], y la vía de señalización PI3K/AKT [59,60], 

cuya activación, está directamente relacionada con la resistencia al 5FU.  
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Por otra parte, la inducción de la autofagia como mecanismo de supervivencia celular 

se ha relacionado con la resistencia farmacológica, y varios estudios sugieren que su 

inhibición podría ser una efectiva estrategia terapéutica contra el CRC. En este 

contexto, se ha informado que la inhibición de la autofagia con 3-metiladenina y 

cloroquina previene la formación de autofagosomas y el flujo autofágico en líneas 

celulares de CRC, lo cual potencia el efecto antineoplásico del 5FU y otros agentes 

citotóxicos [61-64]. Sin embargo, estudios alternativos han sugerido que la activación 

de la autofagia podría sensibilizar a las células tumorales al 5FU de manera 

dependiente o independiente de la activación de apoptosis [65-68], indicando un papel 

dual de la autofagia que dependerá del contexto celular e intensidad del estímulo. 

Aunque actualmente la contribución de la autofagia durante la quimioterapia no está 

claramente establecida, los tumores que muestran una particular dependencia de este 

proceso, podrían responder al efecto sinérgico entre agentes quimioterapéuticos e 

inhibidores farmacológicos de la autofagia. La identificación de marcadores de la 

dependencia de la autofagia permitirá seleccionar pacientes que podrían beneficiarse 

de la inhibición de la autofagia como estrategia terapéutica [69]. 

 

1.3.4 Transición epitelio-mesénquima 

 

La transición epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso mediante el cual las células 

epiteliales adquieren características propias de células mesenquimales. Este 

fenómeno se caracteriza por la desestabilización de las interacciones intercelulares de 

la célula epitelial, pérdida de su polaridad apico-basal y la adquisición de una 

morfología fusiforme (en forma de huso) [70]. Además, las células aumentan su 

capacidad migratoria e invasiva mediante la remodelación de su citoesqueleto y el 

establecimiento de asociaciones dinámicas con la matriz extracelular [70]. La 

regulación de estos eventos ocurre principalmente a nivel transcripcional y es mediado 

por la acción conjunta de diferentes factores de transcripción como SNAI1, TWIST1 y 

ZEB1/2, los cuales también influyen en características adicionales como la 

supervivencia celular y la resistencia farmacológica [71]. 

 

En modelos in vitro de adquisición de quimioresistencia, el tratamiento crónico con 

5FU en líneas celulares de CRC conduce a una pérdida de la morfología epitelial y la 

adquisición de una morfología fusiforme, típica de las células mesenquimales. Este 

fenómeno se correlaciona con la disminución de E-cadherina en la membrana 

citoplasmática, un aumento de fibronectina y un incremento de la expresión de los 

factores de transcripción TWIST, SNAI1 y ZEB1/2, mediadores del programa EMT [72, 

73]. Las células que activan este programa se han caracterizado por exhibir una 

expresión incrementada de transportadores ABC, resistencia a la apoptosis, 

crecimiento independiente de anclaje (resistencia a anoikis), y una reducción en la 

tasa de proliferación; mecanismos que contribuyen a la tolerancia a la quimioterapia 

[74-78]. En concordancia con estos hallazgos, estudios en células resistentes al 5FU 

han informado que el silenciamiento individual de TWIST1 y SNAI1 en CRC anula la 

inducción de la EMT y sensibiliza a las células tumorales a este fármaco, en parte 
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mediante la reducción de la transcripción de genes que codifican transportadores de 

tipo ABC, entre ellos ABCB1 [79-81]. 

 

Por otro lado, la interacción de las células tumorales y la matriz extracelular es 

esencial durante el proceso EMT, migración e invasión celular. Las integrinas, al ser 

proteínas transmembranales de adhesión celular, son fundamentales en la respuesta 

celular ante estímulos externos provenientes de la matriz extracelular (ECM) y otras 

células no tumorales del microambiente tumoral. La activación de diferentes complejos 

de integrinas mediante la unión a sus ligandos puede promover la activación de 

diversas cascadas de señalización implicadas en migración, proliferación, 

angiogénesis y supervivencia celular [82]. En varios tipos de cáncer, se ha reportado 

que la activación de integrinas coordina una respuesta adaptativa que promueve la 

reparación del DNA e inhibe la apoptosis durante la quimioterapia y radioterapia [71]. 

Un ejemplo de ello en CRC fue reportado por Liu et al. (2013), quienes demostraron 

que la sobreexpresión de ITGB6 (β6-integrina) suprime la inducción de apoptosis por 

el 5FU mediante la activación del eje ERK/Bcl-2-Bax [83].  

 

Esta evidencia sugiere que las células que transicionan hacia un estado mesenquimal 

sufren un proceso de reprogramación, que más allá de conferirles una mayor 

capacidad de migración e invasión celular, induce programas transcripcionales 

asociados con evasión de apoptosis, mecanismos de reparación del DNA e incluso 

adaptación metabólica y adquisición de características troncales [71]. Esto les permite 

sobrevivir a diferentes tipos de estrés durante la diseminación a sitios distantes y 

resistir la terapia antineoplásica.  

 

1.3.5 Poblaciones celulares con fenotipo troncal 

 

Las células tumorales con fenotipo troncal (CSCs, por sus siglas en inglés) constituyen 

una subpoblación celular en los tumores, que comparten propiedades similares a las 

células troncales normales en los tejidos adultos, como la capacidad de 

autorrenovación y diferenciación celular. Mientras que en los tejidos adultos, las 

células troncales desempeñan un papel crucial en la homeostasis tisular y la 

regeneración después de una lesión, en el contexto del cáncer, las CSCs representan 

una población dinámica con la capacidad de iniciar tumores y resistir a la terapia 

convencional [84].  

 

Con el propósito de estudiar esta subpoblación celular, se han utilizado diferentes 

estrategias para su identificación y aislamiento, siendo el uso de marcadores de 

superficie celular como CD133 y CD44 una de las más populares [85]. A pesar de su 

valor funcional, la expresión de estos marcadores ha mostrado ser altamente 

heterogénea y dinámica, lo que sugiere una considerable plasticidad fenotípica [86-

89].Por lo tanto, la expresión de estos marcadores no constituye un criterio suficiente 

para definir a una célula como CSC; resulta necesario llevar a cabo ensayos 

funcionales que permitan evaluar sus características troncales. 
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Los ensayos por excelencia para evaluar el potencial de las CSCs incluyen el 

trasplante serial de células tumorales (en bajas proporciones) en ratones 

inmunocomprometidos y ensayos de rastreo de linaje en tumores generados en 

ratones genéticamente modificados [84]. Debido a los requerimientos metodológicos 

de estos ensayos, los modelos in vitro, como el cultivo de esferoides, se han 

consolidado como alternativas para el estudio de las CSCs. El cultivo de esferoides es 

uno de los métodos más comunes, dada la evidencia experimental sobre la 

predisposición de las células troncales de crecer en cultivo en condiciones de baja 

adherencia y en ausencia de suero fetal bovino, formando estructuras esféricas, lo que 

pone de manifiesto su capacidad clonogénica y resistencia a anoikis [90-92]. Por esta 

razón, la formación de esferoides (o esferas) se ha considerado como una 

característica asociada a la troncalidad [93].  

 

En el siguiente apartado se detallan las especificaciones técnicas del cultivo de 

esferoides como modelo de estudio de las CSCs.  

 

1.3.5.1 Esferoides como modelo de estudio de células tumorales con fenotipo 

troncal 

 

El ensayo de formación de esferoides se basa en la capacidad de una célula única 

para formar estructuras esféricas por expansión clonal (Figura 4). En este contexto, 

garantizar el crecimiento clonal es un punto crucial en el enriquecimiento de las CSCs. 

Para ello, es necesario obtener una suspensión de células únicas mediante 

disociación mecánica y enzimática; además, las células se deben sembrar a una baja 

densidad celular para prevenir la formación de esferoides por agregación celular [93]. 

Aunque lo mas recomendable es sembrar una célula por pozo en condiciones de baja 

adherencia, frecuentemente se describe un rango entre 0.2 y 20 células por µL para el 

crecimiento en condiciones clónales; sin embargo, esto dependerá del tipo celular, y el 

manejo del cultivo [93]. 

 

 
 
Por otro lado, las células troncales dependen de su nicho para preservar su capacidad 

de autorrenovación y diferenciación. En los cultivos in vitro, la suplementación del 

Figura 4. Formación de un 

esferoide de cáncer de próstata 

por expansión clonal. Se 

muestran fotografías de la 

formación de un esferoide a partir 

de una única célula (1célula/pozo) 

de la línea celular DU145 de 

cáncer de prostata. La célula fue 

cultivada en condiciones de baja 

adherencia, en un medio de 

crecimiento sin suero fetal bovino 

y suplementado con EGF 

(10ng/mL).Tomado y modificado 

de  Rybak et al. 2011[92]. 
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medio con factores específicos permite simular parcialmente este nicho. En 

comparación con los cultivos en monocapa, se prescinde del suero fetal bovino para 

evitar adhesión y diferenciación celular [88]; y el medio de cultivo se suplementa con 

los factores de crecimiento epidérmico (EGF) y/o de fibroblastos (bFGF) para 

favorecer la expansión de las células troncales [88, 93].Dependiendo del tejido de 

origen, se pueden utilizar otros factores, como el ligando Wnt3a en CRC, el cual 

promueve la proliferación celular y puede favorecer el mantenimiento del estado 

indiferenciado de las células que conforman los esferoides [94, 95].  

 

Una de las limitantes de este tipo de cultivos es la ausencia de matriz extracelular, la 

cual ha emergido como un constituyente clave del nicho de las CSCs, que puede 

afectar sus propiedades funcionales; no obstante, las mismas células de los esferoides 

producen componentes de la matriz, entre los que se incluye tenascina-C, periostina, 

colágeno, entre otros [96], lo que sugiere que las células de los esferoides pueden 

generar y modificar su propio nicho. 

 

Es importante señalar que la formación de esferoides bajo las condiciones descritas, 

tiene como objetivo el enriquecimiento de células con características troncales, en 

lugar de reproducir la heterogeneidad de los tumores y la complejidad del 

microambiente tumoral. También es necesario enfatizar que los esferoides no son 

estructuras homogéneas constituidas únicamente por células no diferenciadas, sino 

que presentan una alta heterogeneidad entre esferoides e intra-esferoides [97], lo cual 

podría explicar la expresión variable de marcadores asociados a troncalidad y 

diferenciación [88].  

 
En el caso específico de CRC, se ha demostrado que este método de cultivo permite 

la expansión selectiva de células en un estado indiferenciado con la capacidad de 

propagarse por largos periodos de tiempo mediante pasaje serial de los esferoides 

[98]. Asimismo, se ha reportado que las células de esferoides exhiben una alta 

capacidad tumorogénica y las CSCs enriquecidas en estos cultivos conservan su 

capacidad de generar células de diferente linaje en condiciones in vitro [88]. Dada esta 

evidencia, el cultivo de esferoides se ha utiliza para evaluar el potencial troncal, la 

quimioresistencia y llevar acabo el cribado de compuestos que puedan eliminar la 

población de CSCs en los tumores [99]. 

 
1.3.5.2 Las células tumorales con fenotipo troncal y su participación en la 

resistencia a fármacos 

 

Las CSCs son consideradas la principal causa de la resistencia a la terapia 

antineoplásica debido a su mayor capacidad de supervivencia y adaptabilidad en 

comparación con las células tumorales con mayor grado de diferenciación (no-CSCs) 

que constituyen los tumores. La base molecular de la resistencia de las CSCs a la 

quimioterapia radica, en parte, en la sobreexpresión de bombas transportadoras de 

membrana de tipo ABC, una mayor capacidad de reparación del DNA, adaptación 

metabólica y evasión de la apoptosis (Figura 5). Además, su gran plasticidad y 

capacidad para entrar en un estado de quiescencia/dormancia bajo condiciones de 
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estrés, son características cruciales que contribuyen a la resistencia tanto a la 

quimioterapia como a la radioterapia. Teniendo en cuenta que la terapia convencional 

está dirigida a eliminar a las células tumorales en activa proliferación, al entrar en 

quiescencia las CSCs escapan a los agentes tóxicos y, adicionalmente, pueden evadir 

el sistema inmune mediante la regulación negativa de proteínas que hacen parte del 

complejo de histocompatibilidad tipo I, y ligandos de reconocimiento por parte de las 

células NK (células asesinas naturales) [100-102]. 

 

 

 
Figura 5. Mecanismos de resistencia de las células CSCs. i) La sobreexpresión de 

transportadores ABC confiere una resiliencia natural a la quimioterapia al disminuir la 

concentración de fármacos citoplasmáticos y además contribuye a la exportación de otras 

moléculas de señalización, incluidas las citocinas IL-1, IL-8, andrógenos y lisofosfatidilinositol 

(LPI) que les proporciona una ventaja a nivel de supervivencia; ii) Microambiente: la hipoxia, la 

resistencia a anoikis o la inhibición de la vía de señalización Hippo contribuyen al 

mantenimiento del fenotipo troncal y a la adquisición de rasgos metastásicos en diferentes 

subpoblaciones de CSCs; iii) Epigenoma: la inestabilidad cromosómica (CIN), la alteración de 

moduladores epigenéticos (KRAS, TP53, STAT1, STAT3), la hipometilación y/o la inestabilidad 

de la estructura de la cromatina promueven diferentes fenotipos de CSCs; iv) los exosomas 
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modifican nichos distantes para su posterior colonización y promover supervivencia a través de 

la remodelación de la matriz extracelular y coaptar células del nicho (ej: transformación a 

fibroblastos asociados al tumor, CAF); v) Las CSCs exhiben una mayor respuesta ante daño al 

DNA debido a una alta expresión de proteínas involucradas en la reparación del DNA, como 

PARP-1, ATM, ATR, BRCA1, RAD50, RAD51, EZH2, ZEB1 y BMI1, entre otros; vi) Las CSCs 

presentan una mayor respuesta a proteínas desplegadas (UPR) y son particularmente 

susceptibles al estrés del retículo endoplásmico (ERS) y al daño mitocondrial; vii) 

Desregulación de la autofagia: la autofagia ayuda al mantenimiento de las poblaciones CSCs 

para facilitar la supervivencia tumoral y la adquisición de resistencia durante la quimioterapia y 

la radioterapia; viii) Metabolismo: las CSCs pueden proliferar rápidamente o entrar en un 

estado de quiescencia (o dormancia). ix) Evasión de apoptosis mediante la activación de vías 

de señalización que promueven la expresión de proteínas antiapoptóticas y la inhibición de 

proteínas proapoptóticas. Todos estos mecanismos interrelacionados cooperan estrechamente 

para lograr la supervivencia de las células tumorales. Tomado y modificado de García-Mayea 

et al. (2020) [103]. 

 

En el contexto del CRC, las células resistentes a la quimioterapia se han caracterizado 

por expresar marcadores de superficie como LGR5, CD133 y CD44, ampliamente 

utilizados en la identificación y aislamiento de células con características troncales en 

varios tipos de cáncer [85, 104]. Aunque se ha asociado una mayor resistencia 

farmacológica a diferentes subpoblaciones celulares identificadas con estos 

marcadores, pocos estudios han explorado su contribución específica durante la 

terapia oncológica. Dada la prevalencia de estos marcadores en la investigación de las 

CSCs, a continuación se aborda brevemente cómo estas proteínas podrían estar 

implicadas en la respuesta adaptativa durante la quimioterapia. 

 

CD133 (Prominina-1) es una glicoproteína transmembranal que potencia la activación 

de la vía de señalización PI3K/AKT, la cual modula la expresión de proteínas 

antiapoptóticas y proteínas transportadoras de tipo ABC, en parte mediante la 

translocación nuclear de NFκB [105, 106].Asimismo, la activación de AKT podría 

inhibir la señalización río abajo de JNK y p38, involucradas en la inducción de 

apoptosis, y promover la degradación de p53 mediante la estabilización de MDM2 

[107].  

 

CD44, al interactuar con moléculas de ácido hialurónico de la matriz extracelular, 

puede amplificar la vía PI3K/AKT de manera dependiente o independiente de la 

estabilización de receptores tirosina-cinasa (RTKs) [108]. Un estudio reciente de Najafi 

et al. (2023) informaron que la reducción en un 50% de la expresión de CD44 en la 

línea celular HT29, aumentó la muerte celular inducida por 5FU e impactó 

negativamente la capacidad clonogénica y migratoria de estas células, probablemente 

mediante la supresión de AKT, SOX2 y NANOG [109]. Además, variantes de CD44 

pueden contribuir a la resistencia a la radioterapia y quimioterapia mediante la 

estabilización de la subunidad xCT del transportador cistina-glutamato, regulando así 

la síntesis de glutatión, crucial en la respuesta antioxidante frente a la generación de 

ROS causada por la terapia [110, 111]. Específicamente, la alta expresión de CD44v6 

se ha asociado con una menor supervivencia global y recurrencia de CRC después de 

la quimioterapia adyuvante [112], induciendo resistencia mediante diversos 
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mecanismos. La sobreexpresión de CD44v6 puede inducir resistencia al 5FU mediante 

la señalización LRP6/β-catenina/ABCB1 [113], regulación del factor de transcripción 

YB-1 [114], el bloqueo de la unión del ligando FasL a su receptor Fas [115] y 

favoreciendo la formación de autofagosomas mediante la regulación positiva de 

Beclina-1 durante el tratamiento farmacológico [112]. 

 

En relación con el marcador LGR5, al ser un potenciador de la vía Wnt/β-catenina, su 

contribución a la quimioresistencia se asocia con la activación de esta vía y la 

expresión de sus genes blanco, como ABCB1 [116]. Sin embargo, varios autores han 

reportado que la pérdida de LGR5 favorece la supervivencia celular ante el tratamiento 

con irinotecan, ya que un aumento transitorio de los niveles de esta proteína 

sensibiliza a las células a la terapia con este fármaco [117, 118]. Kobayashi et al. 

(2013) demostraron que la población LGR5+ altamente proliferante, puede transicionar 

a un estado de baja proliferación/quiescencia marcado por la pérdida de esta proteína 

(LGR5- negativa) para evadir la acción citotóxica de la quimioterapia [117]. A nivel 

mecanístico, la pérdida de LGR5 contribuye a la activación de la vía MET/STAT3, la 

cual ha sido implicada en la supervivencia celular [119]. El tratamiento combinado con 

inhibidores de MET y STAT3 permitió superar la resistencia a irinotecan y retrasar el 

crecimiento de tumores en modelos de xenotransplante [118]. Una tendencia similar 

fue observada por Álvarez-Varela et al. (2022), quienes determinaron que las células 

Lgr5+ en respuesta al tratamiento con FOLFIRI disminuyen la expresión de Lgr5 y 

entran en un estado de baja proliferación celular marcado por la expresión de genes 

blanco de YAP [120]. 

 

Por otra parte, considerando la relevancia del microambiente en el mantenimiento de 

la población troncal, el crecimiento del tumor y la supervivencia celular, su alteración 

puede ser crucial en la respuesta global de la terapia. El estudio de Ghatak et al. 

(2022) demostró que la terapia basada en 5FU estimula a los fibroblastos asociados al 

tumor (CAFs) en CRC. Estos CAFs secretan IL17A, Wnt3a y periostina, proteínas que 

contribuyen a la viabilidad y el potencial tumorogénico de las CSCs durante la 

quimioterapia [113]. De manera similar, la secreción de otras citocinas como CCL21 

[121] e IL8 [122] por parte de células endoteliales y estromales asociadas al tumor 

pueden promover la expansión y el mantenimiento de las CSCs. El bloqueo de la 

interacción de estas citocinas con sus receptores, sensibiliza a las células tumorales al 

5FU, destacando así la importancia de esta subpoblación celular durante el 

tratamiento farmacológico y el papel del microambiente en la conservación de sus 

propiedades.  

 

Adicionalmente, se ha observado una mayor infiltración de macrófagos asociados al 

tumor (TAM) M2 después de la terapia estándar, lo cual se ha vinculado con la 

recurrencia del cáncer [123, 124]. Los TAM pueden inducir una respuesta 

antiapoptótica en las CSCs y suprimir la respuesta antitumoral de los linfocitos T [125-

127]. Por lo tanto, la reducción de la población de TAM M2 mejora la eficacia del 

tratamiento con agentes citotóxicos y potencia la respuesta inmunológica [124,127]. La 

evidencia experimental recopilada en diferentes tipos de cáncer demuestra que el 

microambiente tumoral puede generar un nicho que protege a las CSCs, sostiene su 
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expansión y, además, puede inducir un ambiente inmunosupresor que contribuye a la 

resistencia a la terapia antineoplásica [128]. 

 

1.4 La vía de señalización Wnt en cáncer colorrectal  

 

1.4.1 Epitelio Intestinal 

 

El epitelio intestinal constituye una capa simple de células estrechamente unidas, que 

desempeña diversas funciones críticas en el organismo, destacándose entre ellas la 

digestión, la absorción de nutrientes y la prevención del ingreso de agentes infecciosos 

e inmunogénicos al organismo. Este epitelio se organiza en unidades de criptas-

vellosidades, las cuales experimentan una renovación constante debido a la 

persistente agresión mecánica y química a la que están expuestas [129]. El recambio 

celular depende de la proliferación de las células troncales intestinales (ISCs) en la 

base de las criptas y de la diferenciación de su progenie a medida que migran hacia 

las vellosidades en el intestino delgado o hacia la parte superior de las criptas en el 

colon. 

 

La renovación del epitelio intestinal está principalmente regulada por el gradiente 

opuesto de activación de las vías de señalización Wnt/β-catenina y BMP (proteínas 

morfogénicas), establecido por la expresión diferencial entre agonistas y antagonistas 

a lo largo del eje cripta-vellosidad (Figura 6). En la base de las criptas, la vía Wnt 

regula el mantenimiento de la troncalidad, la integridad genómica y la proliferación de 

las células ISCs [130]. Conforme las células hijas de las ISCs migran lejos de la base 

de las criptas, los niveles de ligandos Wnt disminuyen y, simultáneamente, aumenta el 

nivel de proteínas BMP, lo que contribuye a definir los bordes de la zona troncal. La 

activación de la vía BMP restringe la expansión de las ISCs y promueve su 

diferenciación, al mismo tiempo que regula el tamaño de las poblaciones estromales y 

del sistema inmune en el intestino [131, 132]. 

 

Esta compleja regulación de las vías de señalización es crucial, ya que su perturbación 

puede desencadenar enfermedades como el CRC. Estudios moleculares han revelado 

que el 85% de los tumores de CRC presentan alteraciones en la vía Wnt/β-catenina y 

la desregulación de la vía BMP, lo que subraya su importancia en la carcinogénesis 

colorrectal [133]. En particular, la vía Wnt ha sido objeto de estudio en CRC debido a 

su sobreactivación y su papel en la regulación de características troncales en las 

CSCs, de gran relevancia por su participación en el fracaso de la terapia 

antineoplásica. En este trabajo, el interés está enfocado en la participación de esta vía 

de señalización en la resistencia al 5FU, por lo que en las siguientes secciones se 

describe brevemente la vía de señalización Wnt, las principales alteraciones de está 

vía en CRC y los antecedentes de su papel en la resistencia a la quimioterapia. 
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Figura 6. Estructura del epitelio intestinal y señales regulatorias. a) Epitelio del Intestino 

delgado y b) Epitelio del colon, que se caracteriza por la ausencia de vellosidades. Las ISCs 

identificadas con el marcador LGR5 están localizadas en la base de las criptas, las cuales 

generan células de amplificación transitoria, que se diferencian a medida que migran hacia la 

cara luminal del epitelio. Las células epiteliales y estromales proporcionan de manera 

colaborativa agonistas y antagonistas de las vías Wnt y BMP para establecer gradientes de 

morfógenos. Las células estromales cercanas a la base de las criptas secretan inhibitores 

BMP, ligandos Wnt y R-spondinas (RSPO), que potencian la activación de la vía Wnt/β-

catenina, regulando así el mantenimiento de la población troncal. Adicionalmente, las células 

Paneth en el intestino delgado y las células DSC (células secretoras de la cripta profunda) en el 

colón secretan el factor de crecimiento epidérmico (EGF) para promover la proliferación celular 

de las ISCs. La disminución de ligandos Wnt, el aumento de proteínas BMP y la disminución de 

antagonistas BMP a medida que las células se alejan de la base de las criptas, favorecen su 

compromiso celular hacia diferentes linajes. Las proteínas BMP inhiben la transcripción de 

varios genes asociados a troncalidad, para evitar la expansión de las ISCs más allá de la zona 

troncal y prevenir la hiperproliferación epitelial. Al final de su tiempo de vida, las células 

diferenciadas son expulsadas hacia el lumen lo que induce su muerte por anoikis. Tomado y 

modificado de Beumer J. y Clever H. (2021)[134]. 

 

 

1.4.2 La señalización Wnt  

 

La vía de señalización Wnt desempeña un papel crucial en la autorrenovación, 

diferenciación celular, polaridad y migración celular en diversos tejidos adultos y 

durante el desarrollo. Los ligandos Wnt se unen a los receptores Frizzled (FDZ) y a 

sus correceptores (LRP5/6 o ROR1/2) localizados en la superficie celular, 

desencadenando así una o varias cascadas de señalización. Estas cascadas se han 

clasificado comúnmente en dos categorías: la vía canónica, que depende de la 
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actividad co-transcripcional de β-catenina, y las vías no canónicas, que son 

independientes de esta proteína.  

 

Dado que los ligandos Wnt conforman una familia de 19 miembros en mamíferos y 

pueden interactuar con varios receptores FDZ y correceptores, resulta poco claro qué 

determina el mecanismo específico que un ligando Wnt elige para activar una 

señalización en particular. La preferencia de activación parece depender de la 

disponibilidad de los diferentes tipos de correceptores asociados a los receptores FDZ 

en la membrana plasmática [135]. A pesar de los intentos de clasificar los ligandos 

Wnt en función de su capacidad para activar la señalización canónica o no canónica 

en un tipo celular específico, la evidencia experimental ha demostrado que esta 

clasificación no es rígida y dependerá del contexto celular. Un ligando Wnt puede 

simultáneamente promover la estabilización de β-catenina y activar las vías no 

canónicas, induciendo la formación de complejos de señalización celular que integran 

ambas cascadas de señalización [136]. 

 

Por lo tanto, comprender los mecanismos activados en respuesta a la estimulación con 

ligandos Wnt permitiría regular los procesos en los que participan y comprender el 

alcance de su alteración en CRC. 

 

1.4.2.1 Vía de señalización Wnt/β-catenina (canónica) 

 

La vía Wnt canónica regula el nivel intracelular de β-catenina y su localización celular. 

En ausencia de ligandos Wnt, un complejo multiproteico conformado por las proteínas 

de anclaje APC y AXIN1, y las cinasas GSK-3β y CK1, se une a β-catenina y la 

fosforila. Esto permite el reconocimiento de β-catenina por el complejo de ubiquitina-

ligasa β-TrCP, que mediante poliubiquitinación la marca para su degradación vía 

proteosoma [137]. En contraste, la unión del ligando Wnt a su receptor FDZ y 

correceptor LRP5/6 forma un complejo que induce el reclutamiento de proteínas 

Dishevelled (DVL) a la membrana citoplasmática, lo que conlleva a la translocación de 

proteínas del complejo de destrucción al dominio intracelular del correceptor LRP5/6. 

El desensamblaje de este complejo evita la fosforilación de β-catenina, favoreciendo 

su acumulación en citoplasma y su posterior translocación nuclear [138, 139]. En el 

núcleo, β-catenina desplaza a la proteína represora TLE de los factores de 

transcripción TCF/LEF, y recluta coactivadores transcripcionales y modificadores de 

histonas para iniciar la transcripción de genes [140, 141]. 

 

Además, la vía Wnt canónica puede modular sus niveles de activación mediante la 

inducción transcripcional de reguladores negativos como AXIN2 y las ubiquitina-

ligasas RNF43 y ZNRF3. La proteína de anclaje Axin2 ayuda a la formación del 

complejo de destrucción y a controlar los niveles de β-catenina, mientras que RNF43 y 

ZNRF3 controlan la disponibilidad de los receptores FDZ en la membrana 

citoplasmática mediante su ubiquitinación, internalización y posterior degradación vía 

lisosoma [142, 143]. Por otro lado, para mantener niveles altos de activación de la vía 

Wnt, por ejemplo, en la base de las criptas intestinales, las células estromales del 

nicho troncal pueden secretar R-spondinas (RSPO), que al interactuar con el marcador 
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de células troncales LGR5 promueve la internalización de RNF43/ZNRF3 [144] (Figura 

7). Esto permite la acumulación de receptores FDZ en membrana y potencia la vía 

Wnt/β-catenina en las ISCs. 

 

 
 

Figura 7. Vía de señalización Wnt canónica. La activación de la vía Wnt se mantiene en 

niveles bajos a través de la acción de las ubiquitina-ligasas transmembranales RNF43 y 

ZNRF3, que internalizan y promueven la degradación de los receptores FDZ y el co-receptor 

LRP5/6. En ausencia de ligandos Wnt, β-catenina es constantemente degradada en el 

citoplasma, y los factores de transcripción TCF en interacción con la proteína TLE (Groucho) 

reprimen la transcripción de genes. Ante la unión de proteínas RSPO a su receptor LGR5, las 

proteínas RNF43 y ZNF3 son neutralizadas y los receptores FZD y LRP5/6 ya no son 

removidos de la membrana citoplasmática, lo que permite su unión a los ligandos Wnt 

disponibles y la activación de la vía de señalización. Tomado y modificado de Morgan et al. 

2018 [145].  

 

1.4.2.2 Las vías Wnt no canónicas.  

 

A diferencia de la vía Wnt/β-catenina, la señalización independiente de β-catenina es 

más diversa y menos caracterizada. Aunque no se conoce con precisión qué 

determina que un ligando se comporte como prototipo canónico o no canónico, los 

ligandos Wnt5a y Wnt11 han sido los más estudiados en cuanto a sus funciones no 

canónicas. Estos ligandos pueden unirse a diferentes receptores FDZ y receptores 

tirosina-cinasa como ROR1/2 y RYK, desencadenando la activación de múltiples 

cascadas de señalización. Entre las más estudiadas se encuentran la vía de polaridad 

celular planar (PCP) y la de regulación de calcio intracelular (Wnt/Ca2+) (Figura 8). La 

unión de los ligandos Wnt al complejo de receptores puede activar efectores 

dependientes de calcio como calcineurina y CAMKII, proteínas GTPasas RHO y la 

cinasa c-Jun (JNK), las cuales están implicadas en la reorganización del citoesqueleto, 

la polaridad celular y la migración celular [146]. En particular, la vía Wnt/Ca2+, mediante 

la activación de calcineurina, regula la localización celular de las proteínas NFAT 

(NFAT1, NFAT2, NFAT3 y NFAT4). Un incremento de la concentración de calcio 

intracelular activa a calcineurina, que desfosforila a los NFAT exponiendo su 
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secuencia de localización nuclear y favoreciendo su translocación nuclear [147]. Una 

vez en el núcleo, los NFATs pueden regular la expresión de varios genes involucrados 

en ciclo celular, apoptosis, respuesta inflamatoria y respuesta inmune [147, 148]. 

 
 

Figura 8. Vías Wnt no canónicas (Ca
2+

 y PCP). Señalización Wnt/PCP: Los ligandos Wnt se 

unen al complejo receptor ROR-FDZ para reclutar y activar a proteínas DVL que actuan como 

proteínas de andamiaje para la coordinación de la respuesta río abajo. DVL puede formar un 

complejo con la proteína DAAM1 (activador de morfogénesis 1 asociado a Dvl) para la 

activación de RHO/ROCK, probablemente mediante el reclutamiento de un intercambiador de 

nucleótidos de guanina. DVL también puede activar a RAC1 independientemente de DAAM1, lo 

que promueve la activación de JNK (c-Jun N-terminal cinasa). La activación de estas cascadas 

de señalización han sido implicadas en el rearreglo del citoesqueleto y/o inducción de la 

transcripción de genes, por ejemplo, mediante la formación del complejo transcripcional 

JUN/ATF2. Además, VANGL como proteína de andamiaje, puede contribuir a la respuesta río 

abajo de los ligandos Wnt y a su modulación [149, 150]. Señalización Wnt/Ca
2+

: La unión de 

ligandos Wnt al complejo de receptores activa a la fosfolipasa C, la cual genera IP3 (inositol 

1,4,5-trifosfato) y DAG (diacilglicerol) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. IP3 promueve la 

liberación de calcio del retículo endoplásmico al citoplasma, y posteriormente, sensores de 
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calcio como calmodulina activan a CAMKII (cinasa II dependiente de calmodulina) y 

calcineurina. Los iones de Ca
2+

, junto con DGA, activan a PKC, que mediante la activación de 

CDC42 regula procesos como la polimerización de actina. Calcineurina promueve la 

translocación nuclear de NFAT (1-4), y tanto CAMKII como PKC pueden activar otros efectores 

como NFκB y CREB para inducir la transcripción de genes. Tomado y modificado de Zhan et al. 

2017 [151]. 

 

A diferencia de la vía Wnt canónica, ampliamente reconocida por su papel en la 

regulación de la población troncal en el intestino, se conoce poco sobre la contribución 

de las vías Wnt no canónicas en la homeostasis intestinal. En el año 2021, Böttcher et 

al. demostraron la importancia de la vía Wnt/PCP durante el compromiso celular hacia 

el linaje secretor enteroendocrino y células Paneth, donde JNK parece tener una 

función clave [152]. Además, ensayos in vitro con células epiteliales intestinales 

diferenciadas sugieren que la activación de las vías Wnt/Ca2+ podrían favorecer la 

migración celular a lo largo del eje cripta-vellosidad durante el recambio celular [153].  

 

Teniendo en cuenta la relevancia de la vía canónica y, más recientemente, de las vías 

no canónicas en el mantenimiento del epitelio intestinal al regular procesos como 

autorrenovación y diferenciación celular, su alteración puede ocasionar un desequilbrio 

en los diferentes tipos celulares presentes en el intestino y conducir al desarrollo de 

tumores. 

 

 

1.4.3 Las vías Wnt y su desregulación en cáncer colorrectal. 

 

1.4.3.1 La vía Wnt canónica y cáncer colorrectal 

 

La aberrante activación de la vía Wnt canónica en CRC se debe principalmente a 

mutaciones de pérdida de función de reguladores negativos de la vía, como APC 

(65%) y AXIN1/2 (3-5%), y a mutaciones de ganancia de función en CTNNB1 (que 

codifica para la proteína β-catenina, 5.7%) [154]. Aunque estas mutaciones ocasionan 

la estabilización de los niveles de β-catenina de manera independiente de los ligandos 

Wnt, se ha demostrado que la vía puede aún ser susceptible de regulación. Un 

ejemplo de ello es la alta frecuencia de mutaciones que generan proteínas APC 

truncadas con una capacidad parcial de unirse a β-catenina y regular su disponibilidad, 

consistente con la teoría de “justo lo necesario” de la vía de señalización Wnt canónica 

para promover tumorogénesis [154, 155].  

 

La interacción con otras vías de señalización puede potenciar la activación de la vía 

Wnt/β-catenina en células con mutaciones en APC. La expresión de mutantes de 

KRAS y TP53 promueve la hiperactivación de esta vía mediante la activación de ERK 

y AKT, respectivamente; lo cual conlleva a un aumento de los niveles de β-catenina y 

a su translocación nuclear [156, 157]. Por otro lado, la secreción autócrina o parácrina 

de ligandos Wnt incrementa la actividad co-transcripcional de β-catenina en células 

tumorales que presentan mutaciones en CTNNB1 o APC [155, 158, 159]. Esta 

evidencia sugiere que, aunque las células tumorales con mutaciones en APC o 
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CTNNB1 exhiben altos niveles de activación de la vía Wnt canónica de manera 

constitutiva, los niveles de activación pueden aumentar o disminuir en respuesta a 

cambios intracelulares o estímulos externos. 

 

Por otra parte, entre el 8 y 19% de los pacientes con CRC exhiben mutaciones en 

RNF43, las cuales han sido asociadas a una vía carcinogénica diferente a la de los 

tumores con mutaciones en APC o CTNNB1 [154]. Las mutaciones RNF43 p.R117fs y 

RNF43 p.G659fs son las mas frecuentes en CRC [154,160]; la primera conlleva a una 

proteína truncada con pérdida de función [161], mientras que la segunda se ha 

asociado con una baja abundancia de la proteína [162]. Las células tumorales que 

presentan estas estas mutaciones muestran un incremento de los receptores FDZ en 

la membrana citoplasmática y una mayor sensibilidad a los ligandos Wnt [161,162]. 

Además, estos tumores presentan con frecuencia mutaciones en ZNRF3 y el 

silenciamiento epigenético de reguladores negativos de la vía, entre los que se incluye 

AXIN2, NKD1 y NOTUM [163]. En conjunto, estas alteraciones podrían aumentar la 

intensidad y la duración de la señalización inducida por los ligandos Wnt en las células 

tumorales con mutaciones en RNF43 y ZNRF4 [154]. 

 

Debido a esta diversidad de alteraciones en la vía Wnt canónica y a la cooperación 

con otras vías de señalización, es plausible esperar una considerable variabilidad en la 

activación de la vía Wnt canónica y en la transcripción de sus genes blancos. La 

desregulación de esta vía confiere una alta capacidad proliferativa y supervivencia 

celular durante el desarrollo del cáncer [164-166]. Además, dada su participación en el 

mantenimiento de poblaciones con fenotipo troncal y la regulación de procesos como 

migración celular, invasión e inmunoevasión, esta vía ha sido implicada en la 

progresión del cáncer a fenotipos más agresivos [167,168].  

 

1.4.3.1 Las vías Wnt no canónicas y cáncer colorrectal 

 

En comparación con la vía Wnt canónica, la activación de las vías Wnt no canónicas 

en el CRC no ha sido asociada con mutaciones puntuales; su desregulación se debe 

principalmente a una expresión incrementada de sus componentes, posiblemente 

debido a la reactivación de programas de desarrollo latentes en las células tumorales 

[169].  

 

De acuerdo con esta premisa, los efectos tumorogénicos de los ligandos Wnt no 

canónicos están relacionados con procesos de migración e invasión celular. Las 

células de CRC se han caracterizado por presentar una alta expresión de ligandos Wnt 

y receptores FDZ (FDZ 1 y FDZ 2), especialmente en el frente de invasión de tumores 

pobremente diferenciados [170]. Consistente con esto, Gujral et al. (2014) encontraron 

que la expresión de Wnt5a/b y FDZ2 correlaciona positivamente con marcadores de 

EMT en líneas de CRC pobremente diferenciadas [171]. Los ligandos Wnt5a y Wnt3a 

inducen la migración celular mediante la activación de las vías Wnt/Ca2+ y 

Wnt/RhoA/ROCK, independientemente de su efecto sobre la actividad transcripcional 

de β-catenina/TCF [136]. Por su parte, el ligando Wnt11 induce proliferación, migración 
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e invasividad celular en CRC, posiblemente mediante la activación de JNK y c-Jun, lo 

cual sugiere la activación de vías no canónicas [172].  

 

La activación de las vías Wnt no canónicas, además de desempeñar un papel activo 

durante la migración e invasión celular en el cáncer, ha sido recientemente asociada 

con la diferenciación celular en el epitelio intestinal [152], así como con la inducción de 

características troncales en el CRC [173]. Según lo evidenciado por Colozza et al. 

(2023), la sobreactivación de la vía Wnt/PCP en el epitelio intestinal conduce a la 

hiperplasia de las células Paneth, que, a través de un aumento en la secreción de 

Wnt3 y EGF, pueden fomentar la formación de un nicho protumorogénico que soporta 

el crecimiento de las células tumorales [174]. Por otro lado, Sarabia et al. (2023) 

demostraron que los ligandos Wnt3a y Wnt5a desempeñan un papel relevante en la 

inducción de características troncales, como la capacidad de formación de esferoides, 

independientemente de su efecto sobre la vía Wnt canónica [173]. A través de 

ensayos in vitro con inhibidores de fosfolipasa C y NFAT, estos autores evidenciaron 

que la vía Wnt/Ca2+ contribuye al mantenimiento de la capacidad de autorrenovación 

de la población de CSCs de líneas celulares de CRC [173] 

 

 

1.4.4 Antecedentes de las vías Wnt en quimioresistencia en cáncer colorrectal 

 

1.4.4.1 Vía Wnt/β-catenina (canónica) 

 

Debido a la desregulación y la importancia de la vía Wnt en la progresión del CRC, se 

ha considerado como una posible fuente de blancos terapéuticos para erradicar tanto 

la masa tumoral como las poblaciones de CSCs presentes en los tumores. La 

creciente evidencia experimental respalda la idea de que la inhibición de esta vía 

podría superar la resistencia observada durante la quimioterapia [175, 176]. La 

activación de β-catenina/TCF, ya sea mediante ligandos o mutaciones, puede conferir 

resistencia a la terapia convencional al inducir la transcripción de genes como SNAI1, 

BIRC5 (que codifica para la survivina), genes que codifican transportadores ABC, 

proteínas involucradas en la reparación del ADN y progresión del ciclo celular [175, 

177] (Tabla 2). Además de promover la supervivencia de células tumorales no 

troncales, la vía Wnt canónica ha sido reconocida por su papel en el mantenimiento de 

las CSCs, consideradas la causa principal de la resistencia a la terapia convencional y 

la recurrencia del cáncer. 
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Tabla 2. Quimioresistencia mediada por la vía Wnt/β-catenina en CRC.  

 

Modelo Fármaco Efecto en quimioresistencia  REF 

HCT116 

SW620 

 

5FU Inhibición de MASTL: ↑GSK-3β, ↓β-catenina y de su 

localización nuclear y actividad transcripcional, lo que 

conduce a la sensibilización al tratamiento. 

 ↓Survivina y Bcl-XL. 

178 

 

SW1463 

 

 

5FU 

Radiotera-

pia 4Gy 

-Tratamiento prolongado: ↑Respuesta mediada por 
PARP (reparación del DNA) ante la re-exposición al 
tratamiento. 
 
-siRNA contra β-catenina sensibiliza a las células al 5FU. 

179 

 

SW480 

LS174T 

 

TMZ -Silenciamiento de β-catenina aumenta la citotoxicidad 

del fármaco mediante la regulación negativa de MGMT. 

 
-La sobre-expresión de MGMT anula el efecto observado 

por el silenciamiento de β-catenina. 

180 

 

HCT-8 

 

VCR 

 

-Silenciamiento de DVL1-3: quimio-sensibilización. 

Sobre-expresión de DVL: ↑ABCB1, ↑MRP2, ↑Survivina, 

↑Bcl-2.  

 
-Silenciamiento de β-catenina inhibió el efecto de la 

sobreexpresión de DVL. 

181 

SW620 

RKO 

HCT116 

 

5FU -Células resistentes: ↑HMGA2/DVL2/señalización Wnt/β-

catenina.  

 
-Silenciamiento de HMGA2: ↓β-catenina debido a una 

menor expresión de DVL2 

182 

HCT-8 

Població

n lateral 

(SP) 

VCR y OXA -Tratamiento crónico induce la adquisición de 

resistencia: ↑FOXM1/DVL2/SNAI1. 

 
-Silenciamiento DVL2: Inhibe la actividad β-catenina/TCF 

mediada por FOXM1 y la expresión de SNAI1 

(DVL2 actúa como coactivador transcripcional) 

183 

SW480 IRI y PCX siRNA de β-catenina:↓ABCB1 y ABCG2, y conduce a la 

sensibilización a la terapia 

184 

HCT-8 5FU -Tratamiento crónico promueve la adquisición de 

resistencia: ↑β-catenina/TCF→ ↓CHK1/ p53 (wt) 

 
-Tratamiento con Wnt3a: ↑resistencia debido a ↓p-CHK1. 

IWP-2 inhibidor de porcupina: sensibilización al 5FU y 

ocasiona un ↑p-CHK1/P53 

185 

MASTL: cinasa serina/treonina asociada a microtúbulos; PARP: poli (ADP-ribosa) polimerasa; MGMT: 

metil-guanina metiltransferasa; HMGA2: grupo A2 de alta movilidad; ABCB1: miembro 1 de la subfamilia B 

con un casete de unión a ATP; MRP2: proteína 2 asociada a resistencia a multifármacos; FOXM1: 

proteína M1 FOX; CHK1: cinasa 1 de punto de control. TMZ: temozolamida; OXA: oxaliplatino; VCR: 

vincristina; IRI: irinotecan; PCX: paclitaxel. 
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La evidencia experimental presentada por varios autores demuestra que la inhibición 

de la vía Wnt/β-catenina retrasa el crecimiento de tumores, reduce la capacidad de 

formación de esferoides y disminuye la expresión de marcadores asociados a 

troncalidad, como CD44 y CD133 [186-188]. A nivel molecular, el complejo 

transcripcional de β-catenina/TCF induce la transcripción de MYC, el cual, además de 

regular diversos procesos celulares como la proliferación, supervivencia y apoptosis, 

está implicado en el mantenimiento del fenotipo troncal en CRC mediante la inducción 

transcripcional de SOX2 [187]. La pérdida de características troncales, debido a la 

inhibición o reducción de los niveles de activación de la vía Wnt canónica mediante el 

restablecimiento de reguladores negativos como AXIN2, se ha asociado con la 

sensibilización a la quimioterapia y la ausencia de recurrencia del tumor después de la 

resección quirúrgica en ensayos de xenotransplante [186]. Además, la inhibición de la 

secreción de Wnt3a a través del uso de inhibidores de porcupina retrasa el crecimiento 

de tumores después de la terapia con 5FU, debido a la supresión de la vía Wnt/β-

catenina en las células residuales [158]. 

 

En contraste con el modelo general de la vía Wnt canónica, como una de las 

principales vías de señalización que promueven la progresión del cáncer y la 

tolerancia a la terapia en el CRC, varios estudios han sugerido que una baja activación 

de esta vía podría estar relacionada con la adquisición de un fenotipo más agresivo 

[189, 190]. Entre estos estudios, Guiney et al. (2018) informaron que los pacientes con 

tumores de CRC que exhiben un mayor enriquecimiento de genes blancos de la vía 

Wnt canónica muestran una mejor respuesta clínica (supervivencia global y 

supervivencia libre de recaída) en comparación con aquellos pacientes con una menor 

expresión de los blancos de esta vía [191]. Resultados similares fueron reportados por 

Isella et al. (2018), quienes, en un esfuerzo por categorizar tumores de CRC 

desprovistos de células estromales, identificaron 5 subtipos (referenciados como 

CRIS). De estos subtipos, aquellos con una mayor actividad de la vía Wnt canónica 

(CRIS-C, D, E) mostraron un mejor pronóstico después de la terapia adyuvante con 

5FU y oxaliplatino, en comparación con los subtipos caracterizados por una baja 

actividad de la vía (CRIS-A, B) [192]. Un estudio posterior en líneas celulares de CRC 

demostró una clara diferencia en la respuesta a la terapia con 5FU y oxaliplatino entre 

las líneas celulares que exhiben un mayor y menor enriquecimiento de genes 

asociados con la activación de la vía Wnt canónica. Ensayos in vitro e in vivo revelaron 

que las células con una baja expresión de los blancos de esta vía fueron más 

resistentes al tratamiento [193]. 

 

Aunque estos estudios correlativos sugieren que subtipos de CRC con niveles 

moderados o bajos de actividad de la vía Wnt canónica tienden a presentar mayor 

recurrencia después de la terapia oncológica, esto se contrapone a los antecedentes 

descritos durante la primera parte de esta sección, en los cuales se sugiere que la 

inhibición de esta vía de señalización podría mejorar la respuesta al régimen 

quimioterapéutico. Dada esta evidencia contrastante, no es claro si la inhibición de la 

vía Wnt/β-catenina podría contribuir a una mejor respuesta a la terapia y a disminuir la 

recurrencia del cáncer. 
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1.4.4.2 Vías Wnt no canónicas. 

 

A diferencia de la creciente información sobre los mecanismos de regulación de la vía 

Wnt canónica y su contribución a la supervivencia celular en CRC, se sabe muy poco 

acerca de la contribución de las vías Wnt no canónicas en la quimioresistencia. 

Estudios previos han revelado que el promotor del gen WNT5A se encuentra 

frecuentemente metilado en etapas tempranas del desarrollo del CRC. Sin embargo, 

en tumores de CRC avanzados, la expresión autócrina y parácrina de Wnt5a 

promueve migración e invasión celular independientemente de la actividad co-

transcripcional de β-catenina [194]. Jiang et al. (2017) encontraron que el estado de 

metilación del promotor de WNT5A correlaciona con una mejor respuesta a la terapia 

con 5FU. Además, la restauración de la expresión de WNT5A mediante el agente 

desmetilante 5-Aza-2’-deoxicitidina incrementa la supervivencia de líneas celulares de 

CRC que se caracterizaron por exhibir bajos niveles de Wnt5a [195].  

 

Estudios sobre el papel de Wnt5a en la resistencia farmacológica en otros tipos de 

cáncer han mostrado que el estímulo con este ligando incrementa los niveles de ciclina 

D1, proteínas antiapoptóticas Bcl2, bombas de eflujo y además induce la transición 

epitelio mesénquima; mecanismos que las células utilizan para persistir durante el 

tratamiento quimioterapéutico. El ligando Wnt5a puede desencadenar estos cambios 

mediante la inducción de múltiples cascadas de señalización, que conducen a la 

activación de AKT, ERK, STAT3, PKC, NFAT1 y YAP, dependiendo del contexto 

celular [195-199], lo cual puede promover tolerancia a múltiples fármacos.  

 

En el contexto de CRC, Fuertes et al. (2023) demostraron que la señalización inducida 

por Wnt5/ROR2 es clave en el mantenimiento del fenotipo troncal, la capacidad 

tumorogénica, invasiva y metastásica de células tumorales de CRC. Asimismo, estos 

autores demostaron que la resistencia al tratamiento con cisplatino y oxaliplatino fue 

mediado por este eje de señalización a través de la modulación río abajo de los 

niveles de SNAI1. La inhibición de este eje de señalización, ya sea mediante el 

silenciamiento de ROR2 o la inhibición de la secreción de ligandos Wnt, anuló el 

aumento de SNAI1 inducido en respuesta a la quimioterapia y mejoró el efecto 

citotóxico de esta [200].  

 

Por otro lado, recientemente se demostró que la vía Wnt/Ca2+ contribuye a la inducción 

y mantenimiento de la capacidad de autorrenovación in vitro de las CSCs de CRC 

[173], pero se desconoce si su activación contribuye a la quimioresistencia de esta 

población celular. En particular, los factores de transcripción NFAT, efectores de la vía 

Wnt/Ca2+, han sido implicados en la regulación de diversos procesos celulares, como 

apoptosis y ciclo celular, cruciales durante la terapia [147]. Se ha informado una alta 

expresión de los NFAT (1-4) en varias líneas celulares de CRC, lo que sugiere un 

papel activo de estas proteínas [173, 201]. Sin embargo, la función específica de cada 

NFAT en las CSCs permanece por elucidar. 

 

En conclusión, esta evidencia sugiere que tanto la vía Wnt canónica como las vías Wnt 

no canónicas podrían desempeñar un papel significativo en la supervivencia celular 
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durante la quimioterapia en CRC. Para someter a prueba esta hipótesis, se necesitan 

realizar estudios que investiguen los mecanismos de regulación de estas vías y su 

implicación durante la terapia farmacológica. 

 

 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 

La presencia de subpoblaciones celulares con fenotipo troncal desempeña un papel 

esencial en la promoción de resistencia al tratamiento, debido a su alta adaptabilidad y 

capacidad de supervivencia frente a alteraciones en el microambiente tumoral y 

diferentes tipos de estrés. La búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas que 

permitan erradicar esta subpoblación celular es de vital importancia y demanda la 

comprensión precisa de los mecanismos celulares y moleculares mediante los cuales 

esta subpoblación celular tolera y persiste durante y después de la terapia oncológica.  

 

La vía Wnt/β-catenina es clave en el mantenimiento de las CSCs dentro del tumor y en 

la promoción de resistencia al tratamiento antineoplásico en células tumorales no-

troncales. Sin embargo, un peor pronóstico y una mayor probabilidad de recurrencia se 

ha correlacionado con una baja expresión de genes blanco de esta vía. Además, 

aunque las vías Wnt no canónicas han mostrado ser cruciales en migración e invasión 

celular, los estudios sobre su implicación en la resistencia a la terapia en CRC son 

limitados, especialmente en la vía Wnt/Ca2+.  

 

Por lo tanto, en el presente trabajo, se plantea la siguiente pregunta de investigación:  

¿Cómo participan las vías Wnt/β-catenina y Wnt/Ca2+ en la resistencia al 5FU en las 

células tumorales con fenotipo troncal? 

 

3. HIPÓTESIS 

 

La vías de señalización Wnt/β-catenina (via canónica) y la variante no canónica 

Wnt/Ca2+/NFAT promueven mecanismos de supervivencia en las células tumorales 

con fenotipo troncal de CRC, generando resistencia al agente citotóxico 5-FU. 
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4. OBJETIVOS 

 

 
OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar el papel de la vía Wnt en la quimioresistencia de células cancerosas con 

fenotipo troncal mediante el uso de esferoides de líneas celulares de CRC, que 

exhiben diferentes contextos de la vía Wnt/β-catenina. 

 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS  

 

1. Caracterizar el cultivo de esferoides de líneas celulares de CRC como modelo 

de enriquecimiento de células con fenotipo troncal.  

 

2. Determinar el efecto del 5FU en la viabilidad, clonogenicidad y ciclo celular de 

esferoides de líneas celulares de CRC que presentan diferentes grados de 

resistencia/sensibilidad al 5FU. 

 

3. Analizar el estado de activación de la vía de señalización Wnt canónica en 

esferoides que presentan resistencia o sensibilidad al 5FU. 

 

4. Evaluar el efecto de la activación/inhibición de la vía de señalización Wnt/β-

catenina en la inducción de mecanismos de supervivencia frente al 5FU. 

 

5. Determinar si la vía Wnt/Ca2+/NFAT contribuye a la supervivencia de esferoides 

ante la muerte inducida por 5FU. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1 Reactivos y anticuerpos 

 

Los anticuerpos primarios y secundarios que se utilizaron durante la realización de 

este estudio se especifican en la tabla 3. El reactivo AquaZombie se obtuvo de 

Biolegend (San Diego, CA, EUA). El 5-fluorouracilo (5FU) y el reactivo 

hidroxicloroquina (HCQ) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Los 

ligandos Wnt3a y Wnt5a se obtuvieron de R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). El 

reactivo Adavivint (SM04690) se adquirió de Selleckchem (Houston, TX, EUA). El 

reactivo 11R-VIVIT se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania). 

 

Tabla 3. Anticuerpos 

Anticuerpos Compañía 

anti-fosfo-γH2AX de conejo Cell Signaling Technology  

anti-PARP escindida ( o cortada) de conejo Cell Signaling Technology  

anti-fosfo-CDK2 de conejo Cell Signaling Technology  

anti-p21 de conejo Cell Signaling Technology  

anti-Ki67 de ratón ThermoFisher Scientific  

anti-β-catenina no fosforilada (Ser33/37/Thr41) de 
conejo 

Cell Signaling Technology  

anti-β-catenina total de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-TCF4 de conejo Santa Cruz Biotechnology  

anti-TCF1 de conejo Cell Signaling Technology  

anti-cMyc de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-Axin2 de conejo Cell Signaling Technology  

anti-Ciclina D1 de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-Bcl2 de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-survivina de conejo Cell Signaling Technology  

anti-NFAT1 de ratón BD Biosciences  

anti-NFAT2 de ratón BD Biosciences  

anti-CD44 de ratón conjugado a APC (Aloficocianina)  BD Biosciences  

anti-CD133 de ratón conjugado a PE (ficoeritrina)  ThermoFisher Scientific  

anti-Lgr5 de ratón conjugado a APC-Vio770  Miltenyic Biotec  

anti-CD44v6 de ratón ThermoFisher Scientific  

anti-Lgr5 de ratón ThermoFisher Scientific  

anti-CD133 de conejo Abcam  

anti-Sox2 de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-Oct4 de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-CK20 de conejo Cell Signaling Technology 

anti-LC3B de conejo Novus Biologicals  

anti-SQSTM1/p62 de conejo Cell Signaling Technology 

anti-GAPDH de ratón Santa Cruz Biotechnology  

anti-α-tubulina de ratón MilliporeSigma 

anti-mouse de cabra acoplado a FITC Jackson ImmunoResearch 

anti-mouse de cabra acoplado a la peroxidasa de 
rábano 

Pierce 

anti-conejo de cabra acoplada a la peroxidasa de 
rábano 

Pierce 
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5.2 Plásmidos 

 

El plásmido reportero TOP-GFP-mCherry fue donado por Ramesh Shivdasani 

(Addgene 35491). El plásmido que codifica para la dominante negativa TCF4 

(DNTCF4) [pPGS dnTcf-4(deltaN41)] fue donado por Eric Fearon (Addgene 19284). 

Los plásmidos reporteros M50 Super8x TOPFlash y M51 Super 8x FOPFlash fueron 

donados por Randall Moon (Addgene 12456 and 12457). 

 

5.3 Líneas celulares 

 

Las líneas celulares de CRC que se utilizaron en este trabajo fueron las siguientes: 

RKO, SW480, HT29 y HCT-116, establecidas a partir de células aisladas de tumores 

primarios, y la línea celular SW620 establecida a partir de células aisladas de 

metástasis a nódulos linfáticos. En particular, la línea celular SW620 proviene del 

mismo paciente de donde se derivó la línea celular SW480. Todas las líneas celulares 

se obtuvieron de la compañía American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, 

VA, USA). La línea celular RKO representa el prototipo de CRC caracterizada por 

mutaciones en BRAF, que expresan la forma silvestre de TP53 y no exhiben activación 

basal de la vía Wnt/β-catenina. Las líneas celulares SW (SW480 y SW620), HT29 y 

HCT-116 presentan mutaciones activadoras de la vía Wnt/β-catenina (Tabla 4) y 

mutaciones en TP53 (Tabla 4). También se utilizaron células de un cultivo primario 

(VCL16) derivado de una biopsia rectal de un paciente con adenoma velloso con 

displasia de alto grado, que presenta una mutación en el gen CTNNB1 (pdel Ser45). 

La muestra de tumor fue proporcionada por el Hospital General de México “Eduardo 

Liceaga”. La genotipificación se llevó acabo en el Instituto Nacional de Medicina 

Genómica (INMEGEN) en México. 

 

Tabla 4. Perfil de mutaciones en las líneas celulares de CRC utilizadas en el presente 

proyecto. 

Líneas 

celulares 

Perfil de mutaciones (cambio en la secuencia de la proteína) 

RKO BRAF (V600E); TP53 (silvestre); RNF43 (X659fs)1; ZNRF3 (X249fs, 

G481W)1; PIK3CA (p.H1047R) 

SW480 KRAS (pG12V); TP53 (R273H); APC(pQ1338*) 

SW620 KRAS (pG12V); TP53 (R273H); APC(pQ1338*) 

HC-T116 KRAS (pG13D); TP53 (silvestre); β-catenina (pdelSer45);  

PIK3CA (p.H1047R) 

HT-29 BRAF (V600E); TP53 (R273H); APC (pT1556fs*3); PIK3CA (p.P449T) 

Información suministrada por ATCC; 
1
Bond et al. 2016 [202]. 

 

5.4 Cultivo celular 

 

Cultivos en monocapa (cultivos 2D): Las líneas celulares RKO y HCT116 se cultivaron 

en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de L-

glutamina, antibióticos (100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina) y 0.25 

ug/mL de anfotericina. La células SW480, SW620 y VCL16 se cultivaron en medio 
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DMEM-F12 suplementado con 5% de SFB, 2 mM de L-glutamina, antibióticos y 

anfotericina. Todas las líneas celulares se mantuvieron a 37°C en una atmósfera de 

95% de humedad y 5% de CO2. 

 

Cultivos de esferoides (cultivos 3D): Las células de los cultivos en monocapa se 

disociaron con tripsina y se sembraron a una densidad de 1x103 células/mL en placas 

de baja adherencia con medio DMEM-F12 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 

2% (v/v) de B27 (1X), 20 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus 

siglas en inglés), antibióticos (100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 

10 µg/mL de gentamicina) y 0.25 µg/mL de anfotericina. Las células se incubaron entre 

11 y 14 días para la formación de esferoides. Para análisis posteriores y cultivos 

secuenciales, los esferoides se disociaron a célula única con TrypleTMExpress (Gibco, 

Waltham, MA, USA) según las indicaciones del fabricante. La eficiencia de formación 

de esferoides (EFS) se determinó mediante el conteo de esferoides al séptimo día de 

cultivo, y se utilizó la siguiente fórmula para su cuantificación: 

 

𝐸𝐹𝑆: [
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑓𝑒𝑟𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠
] ∗ 100 

 

Los tratamientos experimentales con los diferentes compuestos se realizaron en 

esferoides de segunda generación o segundo pasaje, los cuales se obtuvieron a partir 

de los esferoides de primera generación, derivados de células disociadas de cultivos 

en monocapa. 

 

5.5 Detección de proteínas en superficie celular 

  

Para la detección de proteínas en la superficie celular, las células se disociaron con 

TrypleTMExpress, se lavaron con PBS 1X y se colectaron por centrifugación a 2000 

rpm. Posteriormente, las células se resuspendieron en una solución del reactivo Aqua 

Zombie en PBS 1X (tinción de células no viables) y se incubaron por 20 min a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Luego, las células se lavaron con PBS 1X y se 

incubaron con los anticuerpos anti-CD44 acoplado a APC, anti-CD133 acoplado a PE 

o anti-Lgr5 acoplado a APC-Vio770 por 20 min a 4 °C en oscuridad. Para la detección 

de CD44v6 en la superficie celular, las células se incubaron con el anticuerpo primario 

anti-CD44v6 por 30 min a 4 °C. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con el 

anticuerpo secundario anti-FITC por 30 min a 4 °C en oscuridad. Todas las muestras 

se lavaron, se recolectaron por centrifugación y se resuspendieron en una solución de 

PBS 1X para su adquisición en un citómetro Attune NxT. Los datos obtenidos se 

analizaron con el software FlowJo v10 (BD, Ashaland, OR, EUA). 

 

5.6 Western blot 

 

Las células se incubaron con la solución de lisis RIPA IX (50 mM Tris-HCl pH = 7,4, 

150 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% SDS, 1% NP-40, 0,5 % desoxicolato de sodio, 

inhibidores de proteasas y fosfatasas) por al menos 1 h a 4 °C; y las muestras se 

agitaron en vortex cada 10 min. El extracto de proteínas se obtuvo mediante 
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centrifugación a 13000 rpm por 10 min a 4 °C, y la concentración de proteína se 

determinó por el método de Bradford.  

 

Las proteínas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con 

concentraciones entre el 8.5 y 13.5% bajo condiciones desnaturalizantes. Las 

proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hércules, CA, USA) 

en una cámara de transferencia húmeda. Posteriormente, las membranas se 

bloquearon con leche descremada al 5% o albúmina sérica bovina al 3% en una 

solución amortiguadora de TBS (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6) durante 1 h. Las 

membranas se incubaron a 4 °C con el correspondiente anticuerpo primario durante un 

período que varió entre 16 y 48 h, dependiendo del anticuerpo utilizado. Después, las 

membranas se lavaron varias veces con el amortiguador TBS-Tween y se incubaron 

con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de rábano 

picante durante 2 h en agitación constante. Tras varios lavados con el amortiguador 

TBS-Tween, la detección de proteínas se realizó mediante incubación con el kit 

PierceTM ECL SuperSignal de ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EUA) en el 

fotodocumentador C-DiGit Blot (LICOR-Biosciences, Lincoln, NE, EUA). El análisis de 

imágenes se llevó a cabo con el software Image Studio™ Lite v5.2 (LI-COR 

Biosciences). Para corregir las diferencias en la cantidad de proteína cargada en cada 

carril, se midieron los niveles de GAPDH, α-tubulina, o se utilizó la tinción con rojo de 

ponceau como indicador de los niveles de proteína total.  

 

5.7 Viabilidad celular 

 

Se realizaron curvas dosis-respuesta del compuesto 5FU (0.2 µM- 5000 µM) para 

evaluar su eficacia a las 72h de tratamiento en las líneas celulares RKO, SW480 y 

SW620 cultivadas en monocapa y esferoides. La viabilidad celular se determinó 

inicialmente por el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazolio). Al término del tratamiento, las células se incubaron en una solución 

de 0.5 mg/mL de MTT y se incubaron a 37°C durante 3h en cultivos en monocapa y 

durante 24h en cultivos de esferoides. Para solubilizar los cristales de formazan 

precipitados se adicionaron 100 µL de SDS al 10% en 0.01N de HCl y se incubó por 

24h. La absorbancia se midió a 570 nm y los datos se expresaron como el porcentaje 

de reducción de MTT generado por las células tratadas con 5FU, en comparación con 

las células tratadas con el vehículo (control). Los datos se analizaron con el software 

GraphPad, y el ajuste de las curvas se realizó por regresión no lineal de acuerdo con 

el modelo de pendiente variable (log [5FU] vs respuesta normalizada [pendiente 

variable]). 

 

Para determinar el efecto del 5FU en la viabilidad celular de esferoides de líneas 

celulares de CRC, se utilizaron esferoides de segunda generación (o segundo pasaje). 

En el undécimo día de la formación de esferoides, estos se trataron con diferentes 

concentraciones de 5FU (10 µM-5000 µM) por 72 h. La viabilidad celular se determinó 

con el Kit CellTiter-Glo 3D de Promega (Madison, WI, USA), que se basa en la 

cuantificación de los niveles de ATP como marcador de células metabólicamente 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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activas. Este kit permite determinar cambios en los niveles de ATP entre el control y 

los cultivos tratados con 5FU como una medida de la viabilidad celular. La 

luminiscencia (RLU, unidades relativas de luz) se midió en un lector multimodal de 

microplacas. 

 

5.8 Análisis de ciclo celular 

 

Para determinar la distribución celular entre las diferentes fases del ciclo celular, se 

realizó un análisis simultáneo de los niveles de Ki67 y el contenido de DNA con yoduro 

de propidio (PI). Las células disociadas se fijaron y permeabilizaron con etanol frío al 

70 % a -20 °C durante al menos 2 h. El día del análisis, las células se colectaron por 

centrifugación a 2500 rpm por 5 min y se lavaron 2 veces con una solución 

amortiguadora FACS (BSA al 0.5% con 1 mM de EDTA en PBS 1X). Las células se 

incubaron con el anticuerpo anti-Ki-67 de ratón por 30 min a temperatura ambiente, se 

lavaron con la solución FACS y posteriormente se incubaron con el anticuerpo 

secundario anti-ratón acoplado al fluoróforo FITC por 30 min a temperatura ambiente y 

en oscuridad. Después, las células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con una 

solución de PI (100 µg/mL RNAsa, 20µg/mL PI, 2mM MgCl2 en PBS 1X) por 20 min a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Se utilizaron como control negativo células 

teñidas únicamente con el anticuerpo secundario. Las muestras se analizaron en un 

citómetro Attune NxT y los datos obtenidos se procesaron con el software FlowJo v10. 

La discriminación entre células en fase Go y G1, que presentan el mismo contenido de 

DNA (2n), se determinó por la ausencia del marcador de proliferación Ki67 en células 

en fase Go.  

5.9 Proliferación celular dependiente e independiente de anclaje 

 

Los esferoides tratados se disociaron a célula única, se contaron con azul de tripano y 

se sembraron a una densidad de 5000 células (viables)/mL en placas TC- tratadas 

(para adherencia celular) y placas de baja adherencia para determinar la capacidad de 

proliferar después del tratamiento farmacológico en condiciones dependientes e 

independientes de anclaje, respectivamente.  

 

Proliferación dependiente de anclaje: las células cultivadas en placas TC- tratadas se 

mantuvieron hasta por 21 días en medio DMEM o DMEM-F12 suplementado con SFB 

al 10% o 5%, según las indicaciones de crecimiento de cada línea celular en cultivos 

en monocapa descritas anteriormente. Los cultivos de 7, 14 y 21 días de crecimiento 

se fijaron con metanol frío a -20 °C, y posteriormente las células se tiñeron con una 

solución de cristal violeta al 0.5% para su visualización. La eficiencia de formación de 

colonias (EFC) se determinó por conteo de colonias con el analizador de partículas del 

software Image J (Institute of Health website, http://imagej.nih.gov/ij/). 

 

Proliferación independiente de anclaje: las células cultivadas en placas de baja 

adherencia se mantuvieron por 21 días en medio de crecimiento de esferoides descrito 

anteriormente. Se tomaron fotografías de los cultivos a los 7, 14 y 21 días de 

incubación para el registro de colonias emergentes; a los 21 días, las células se 

http://imagej.nih.gov/ij/
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colectaron y se determinó la proporción de células viables mediante tinción con el 

reactivo AquaZombie (no permeable en células viables) y se realizó el análisis de las 

muestras por citometría de flujo. Los cultivos de células derivadas de esferoides de 

SW620 tratados con 5FU y con o sin Adavivint se mantuvieron por 40d, se tomaron 

fotografías de cada pozo y el número de esferoides se determinó por cada campo 

visual fotografiado.  

 

5.10 Ensayo de gen reportero TOP 

 

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad celular de 2.5x104 

células por pozo. Después de 24 h de crecimiento, las células se transfectaron con 

200 ng del plásmido reportero (M50 Super 8xTOPFlash) o del plásmido control (Super 

8x FOPFlash), junto con 20 ng del plásmido pRL Luciferasa (control de transfección), 

en medio de cultivo sin SFB, ni antibióticos. A las 24h de transfección, se realizó un 

recambio de medio y, después de 6 h, las células se lisaron. La actividad del reportero 

se midió con el kit de ensayo de luciferasa dual de Promega (Madison, WI, USA) y la 

luminiscencia fue detectada en un lector de placas multimodal. Los valores de 

luminiscencia se normalizaron respecto a la actividad luciferasa de Renilla. 

 

Para determinar la actividad co-transcripcional de β-catenina en esferoides, las células 

RKO y SW480 fueron transducidas con el plásmido TOP-GFP-m.Cherry. Las células 

transducidas positivas para mCherry, se aislaron en placas de 96 pozos (una célula 

por pozo) mediante el separador celular FACS ARIA. El porcentaje de positividad a 

mCherry se confirmó en el citómetro de adquisición Attune NxT. Las células RKO y 

SW480 positivas para mCherry (RKOTOP-GFP, SW480TOP-GFP) se sembraron en placas 

de baja adherencia para formar esferoides. Los esferoides RKOTOP-GFP de 10 días de 

formación se trataron con o sin ligandos Wnt (300 ng/mL) por 24h, y los esferoides 

SW480TOP-GFP de 9 días de crecimiento se trataron con Adavivint por 72h. Al término 

del tratamiento, los esferoides se disociaron y la actividad del reportero TOP-GFP se 

determinó por citometría de flujo. 

 

5.11 Inhibición de la vía de señalización Wnt canónica 

 

Expresión de una dominante negativa para TCF4 (dnTCF4): las células SW480 y 

SW620 se sembraron en una placa de 24 pozos a una densidad de 1.5x105 células 

por pozo. A las 24h de la siembra, las células se transfectaron con 1.5 µg del plásmido 

pPGS dnTcf-4(deltaN41) o del plásmido vacio (plásmido pCDNA 3.1 sin la secuencia 

codificante para la proteína dnTCF4). Las células transfectadas se mantuvieron en 

medio de crecimiento suplementado con geneticina (G418) durante 15 días para la 

selección de células resistentes. Posteriormente, para confirmar la inhibición de la 

actividad transcripcional de β-catenina/TCF en las colonias establecidas, se midió la 

actividad co-transcripcional de β-catenina mediante el ensayo del reportero TOP. Este 

ensayo se realizó durante varios pasajes para determinar la estabilidad de la inhibición 

de la actividad del complejo transcripcional β-catenina/TCF. 
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Inhibición farmacológica con Adavivint: para evaluar la eficacia del inhibidor Adavivint, 

los cultivos en monocapa y esferoides de segunda generación (de 9 días de 

crecimiento) se trataron con diferentes concentraciones del compuesto (0.03, 0.1 y 1 

µM) por 48 h y 72 h, respectivamente. Al término del tratamiento, las células se lisaron 

y se determinaron los niveles de proteína de β-catenina, TCF1, TCF4, Axin2 y c-Myc 

mediante Western blot. 

 

5.12 Análisis estadístico 

 

Los datos se presentan como la media ± error estándar de la media (EEM) de al 

menos 3 experimentos independientes, a menos de que se indique lo contario. Para el 

análisis de todos los datos, se utilizó el software GraphPad Prism 5.0. El análisis 

comparativo entre dos grupos se llevó a cabo mediante la prueba t de Student. El 

análisis comparativo entre 3 o más grupos se realizó mediante un análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía, seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones 

múltiples. Se consideró estadísticamente significativo un valor de p < 0.05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

6. RESULTADOS 
 

Con el objetivo de evaluar cómo las vías Wnt participan en la quimioresistencia de las 

CSCs, se utilizó el modelo in vitro de formación de esferoides para enriquecer células 

con fenotipo troncal de las líneas celulares RKO, SW480 y SW620 de CRC. En 

cultivos en monocapa, estas líneas celulares se han caracterizado por exhibir 

diferentes niveles basales de activación de la vía Wnt/β-catenina. La línea celular RKO 

depende de ligandos Wnt para la estabilización de β-catenina [136], mientras que las 

líneas celulares SW480 y SW620 presentan una mutación en APC. Esta mutación 

resulta en la producción de una proteína truncada y la activación basal del complejo 

transcripcional β-catenina/TCF independiente de la estimulación con ligandos Wnt 

[155]. 

 

Para validar el modelo de trabajo empleado durante este estudio, se llevaron a cabo 

ensayos con el fin de verificar que el cultivo de esferoides favorece el 

mantenimiento/enriquecimiento de células con características troncales de las líneas 

celulares mencionadas anteriormente. Estos ensayos y los resultados obtenidos se 

describen en detalle en la siguiente sección. 

 

6.1 Los cultivos de esferoides de líneas de cancer colorrectal se enriquecen de 

células con fenotipo troncal 

 

El cultivo de esferoides se ha utilizado ampliamente en la investigación de CSCs [93, 

203, 204]. Para determinar si las líneas celulares RKO, SW480 y SW620 tienen la 

capacidad de sobrevivir y proliferar en las condiciones de este cultivo, las células se 

sembraron a baja densidad clonal en placas no adherentes y en ausencia de SFB, tal 

como se describe en la metodología. En la Figura 9A se muestra una fotografía 

representativa de los esferoides que forma cada línea celular, donde se pueden 

distinguir diferencias morfológicas entre los esferoides de estas líneas celulares. 

Mientras que los esferoides de RKO y SW620 son menos compactos y muestran 

bordes menos definidos, los esferoides de SW480 se caracterizan por su mayor 

compactación y mejor definición de sus bordes. En relación a su tamaño, no se 

observaron diferencias entre las líneas celulares, e independientemente de su origen, 

el diámetro de los esferoides fue heterogéneo (Figura 9B), lo cual puede estar 

relacionado con el estado proliferativo de las células que conforman cada esferoide 

[93]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diámetro y morfologia de los esferoides de las líneas celulares RKO, SW480 y 

SW620. A) Fotografía representativa de la morfología de los esferoides después de 11 días de 

crecimiento. Escala de la barra: 100 µm. B) Los datos se representan por la media ± DS 
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(desviación estándar) de 100 esferoides por cada línea celular. Diámetro promedio de los 

esferoides de RKO: 283 ± 88.34 µm, esferoides de SW480: 281 ± 96.03 µm, y esferoides 

SW620: 314 ± 101 µm. 

 

Con el objetivo de determinar si el cultivo de formación de esferoides de las líneas 

celulares anteriormente mencionadas favorece el enriquecimiento de células con 

características troncales, se compararon los niveles de expresión de diversos 

marcadores de superficie asociados a la troncalidad entre los cultivos de esferoides de 

segunda generación y los cultivos en monocapa (también conocidos como cultivos 2D) 

Los marcadores evaluados fueron: LGR5, CD44, CD44v6 y CD133, comúnmente 

utilizados para caracterizar poblaciones de CSCs en el CRC tanto en modelos in vitro 

como in vivo [88, 98, 205-207] 

 

La evaluación de los niveles de expresión de LGR5 y CD44 en la membrana 

citoplasmática se llevó a cabo mediante tinción doble con anticuerpos acoplados para 

estas dos proteínas (Figura 10A-7D). Este análisis reveló que los niveles totales de 

CD44 no cambian entre los dos tipos de cultivos en todas las líneas celulares 

evaluadas (Figura 10B). Sin embargo, se observó un aumento en la proporción de 

células positivas para LGR5 en los esferoides de RKO y SW480, mientras que en 

SW620 no se observaron cambios en comparación con los cultivos en monocapa 

(Figura 10C). 

 

El análisis de las poblaciones doble positivas para CD44 y LGR5 reveló que la mayoría 

de las células LGR5+ presentes en los esferoides de RKO y SW480 también expresan 

CD44 (LGR5+CD44+). En contraste, los cultivos de esferoides de SW620 mostraron 

una proporción similar de células LGR5+CD44+ y LGR5+CD44- en comparación con 

los cultivos en monocapa, que exhiben una mayor proporción de células LGR5+CD44+ 

(Figura 10A y 10D). La utilización de múltiples marcadores, como LGR5 y CD44, 

podría mejorar la especificidad en la identificación de células con fenotipo troncal, 

según lo reportado por Leng et al. (2018). Estos autores demostraron que las células 

con un inmunofenotipo CD44+LGR5+ exhiben una mayor capacidad para formar 

esferoides y una mayor tasa de proliferación in vivo, en comparación con las células 

LGR5+CD44- en un modelo de xenotransplante subcutáneo [208]. Una mayor 

proporción de células LGR5+CD44- en los esferoides podría indicar la presencia de 

una subpoblación celular con diferente grado de troncalidad. 

 

En cuanto a los otros marcadores, se observó un aumento en la proporción de células 

positivas para CD133 en los esferoides de las tres líneas celulares (Figura 10F y 10G), 

mientras que la población de células CD44v6+ no mostró alteraciones en comparación 

con los cultivos en monocapa (Figura 10E). En resumen, los resultados obtenidos del 

análisis de la expresión de marcadores de superficie reflejan la heterogeneidad celular 

dentro del cultivo de esferoides de una misma línea celular y entre cultivos de 

esferoides de diferentes líneas celulares; lo cual podría estar influenciado por factores 

genéticos y epigenéticos de cada línea celular, así como del microambiente celular 

establecido [86, 209, 210]. 
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Figura 10. Caracterización de esferoides de líneas celulares de CRC como modelo de 

enriquecimiento de células con fenotipo troncal. Expresión comparativa de marcadores de 

superficie asociados con la troncalidad entre cultivos en monocapa (2D) y esferoides de 

segunda generación, de 11 días de crecimiento, de las líneas celulares de cáncer de colon 

RKO, SW480 y SW620. La proporción de células positivas para CD44 (A, B), Lgr5 (A, C), 

CD133 (F, G) y CD44v6 (E) se determinó por citometría de flujo. Eficiencia de formación de 

esferoides (EFS) de las líneas celulares RKO, SW480 y SW620 a lo largo de 4 generaciones 

(H). Los datos se representan por la media ± EEM (error estándar de la media) de al menos 3 

ensayos independientes. Prueba t de Student (A-D); ANOVA de una sola vía y posterior prueba 

Bonferroni de comparaciones múltiples (F); * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. ****p<0.0001. 

 

Por otro lado, otra de las propiedades troncales evaluadas para determinar si los 

esferoides se enriquecen de CSCs fue la capacidad de autorrenovación, la cual 

determina la capacidad de las células troncales de duplicarse por largos periodos de 

tiempo, y de mantener su potencial proliferativo y de diferenciación. El análisis de 

autorrenovación de las células que formaron esferoides se realizó mediante cultivos 
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secuenciales. Para llevar a cabo este análisis, los esferoides formados a partir de 

células de cultivos en monocapa se consideraron como la primera generación; 

posteriormente, estos esferoides fueron disociados a células individuales y se 

sembraron a densidad clonal para la formación nuevamente de esferoides, 

denominados de segunda generación. Siguiendo está metodología, se obtuvieron 

esferoides de tercera generación y, posteriormente, de cuarta generación.  

 

En cada generación, se cuantificó la eficiencia de formación de esferoides (EFS), 

determinada mediante la relación entre el número de esferoides formados y el número 

de células sembradas por pozo. Esta relación indica la proporción de células dentro de 

un cultivo que son capaces de formar un esferoide por expansión clonal. En términos 

generales, la EFS se mantuvo constante durante los cultivos secuenciales, 

observándose un aumento estadísticamente significativo únicamente en la segunda 

generación de esferoides de SW480, que se mantuvo constante en las posteriores 

generaciones (Figura 10H). Estos resultados indican que una subpoblación celular 

dentro de estos cultivos retiene la capacidad de formar esferoides, lo que sugiere un 

proceso de autorrenovación celular. 

 

El cultivo de esferoides como modelo de enriquecimiento de CSCs hace referencia a 

dos aspectos: primero, un aumento de la proporción relativa de CSCs en los cultivos 

de esferoides en comparación con los cultivos en monocapa; segundo, un aumento de 

la proporción relativa de CSCs a través de los cultivos secuenciales, lo que pone de 

manifiesto su expansión mediante división simétrica. Sin embargo, las CSCs también 

pueden dividirse de manera asimétrica, lo que mantiene constante el número de CSCs 

en el cultivo celular [211, 212]. Esto explicaría que la EFS de las tres líneas celulares 

se mantuviera constante y no se haya observado un incremento durante los cultivos 

secuenciales. 

 

Estos resultados indican que el cultivo de esferoides permite el mantenimiento de una 

subpoblacion de CSCs que se autorrenuevan y generan células con una expresión 

heterogénea de los marcadores LGR5, CD133, CD44 y CD44v6, dependiendo de la 

línea celular. Además, el uso de este tipo de cultivo como modelo de enriquecimiento 

de CSCs es respaldado por datos complementarios obtenidos en nuestro laboratorio y 

publicados por Sarabia et al. 2023. En este estudio se informó que los esferoides de 

RKO y SW480 contienen CSCs identificadas por una alta actividad del complejo 

transcripcional SOX2-OCT4 [173], asociado con el mantenimiento de la potencialidad 

de las células troncales embrionarias y el fenotipo troncal en varios tipos de cáncer. 

 

6.2 El 5FU induce muerte y arresto del ciclo celular en esferoides de líneas 

celulares de cáncer colorrectal 

 

Para evaluar la citotoxicidad del 5FU en las líneas celulares RKO, SW480 y SW620, 

se trataron tanto los cultivos en monocapa como los esferoides con concentraciones 

crecientes de 5FU durante 72 horas. Al término del tratamiento, se determinó la 

viabilidad celular mediante el ensayo de MTT en los cultivos en monocapa y la 

detección de ATP (Kit CellTiter-Glo 3D) en los esferoides. Debido a la utilización de 
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dos métodos distintos para evaluar la viabilidad celular en cada tipo de cultivo, no es 

posible comparar directamente la eficacia del 5FU. No obstante, se demostró que los 

esferoides reproducen el mismo patrón de resistencia/sensibilidad observado en los 

cultivos en monocapa entre estas líneas celulares. Las células SW480 y SW620 

exhiben resistencia al 5FU, mientras que las células RKO muestran una mayor 

sensibilidad, según estos ensayos de viabilidad celular (Figura 11). En el rango de 

concentraciones utilizadas, el 5FU tuvo una eficacia menor al 35% en los esferoides 

de SW480 y SW620, en contraste a los esferoides de RKO, donde se observó una 

eficacia del 84%. 

 

 

 
Figura 11. Citotoxicidad del 5FU en esferoides y cultivos en monocapa de las líneas de 

CRC (RKO, SW480, SW620). Disminución de la viabilidad celular a las 72 h de tratamiento con 

diferentes concentraciones de 5FU (0-5000 uM). La viabilidad celular se determinó mediante el 

ensayo de MTT en cultivos en monocapa (A) y mediante el kit CellTtiter-Glo 3D de Promega en 

cultivos de esferoides (B). Cada punto de las curvas se representa por la media ± EEM de al 

menos tres ensayos independientes. 

 

Para evaluar el efecto del 5FU en la inducción de apoptosis y daño en el DNA en los 

cultivos de esferoides, se analizaron los niveles de PARP escindida (cPARP o PARP 

cortada) y la fosforilación de γH2AX (Ser139), respectivamente (Figura 12A). El 

tratamiento con 5FU ocasionó muerte celular y daño en el DNA en los esferoides de 

todas las líneas celulares evaluadas, aunque en diferentes proporciones. Los 

esferoides de RKO exhibieron los niveles más elevados de cPARP y de p-γH2AX, 

seguidos por los esferoides de SW480 y SW620, lo cual es consistente con el patrón 

de resistencia/sensibilidad observado en los ensayos de viabilidad celular. 

 

Además, independientemente del perfil mutacional de cada línea celular, el 5FU 

aumentó la proporción de células en quiescencia (fase G0 del ciclo celular) (Figura 

12B), identificadas por la ausencia del marcador de proliferación Ki67. Asimismo, el 

tratamiento con 5FU disminuyó significativamente la proporción de células en G1 

(p<0.05) en todas las líneas celulares y la proporción de células en G2/M en los 

esferoides de RKO (p<0.001), como resultado del arresto celular en Go. 
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Figura 12. El 5FU induce muerte y arresto del ciclo celular en células de esferoides de 

líneas de CRC. (A) Niveles relativos de PARP escindida (cPARP) y p- γH2AX (fosforilación 

Ser139) en esferoides tratados con o sin 5FU por 72h. En el panel izquierdo se muestran 

imágenes representativas del Western blot y en el panel derecho se muestra la gráfica del 

análisis densitométrico. (B) Análisis del ciclo celular de células de esferoides tratados con o sin 

5FU por 48h y 72h. La gráfica superior muestra la distribución en todas las fases del ciclo 

celular, identificadas mediante la tinción con yoduro de propidio (PI) y la detección de los 

niveles de Ki67 por citometría de flujo. La gráfica inferior presenta el análisis comparativo de la 

proporción de células en fase Go a las 48h y 72h. (C) Niveles relativos de p21 y p-CDK2 

(fosforilación en Thr160) en esferoides tratados con o sin 5FU por 72h. En el panel izquierdo se 
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muestran imágenes representativas del Western blot y en el panel derecho se muestra la 

gráfica del análisis densitométrico. La proteína α-tubulina (αTub) se utilizó como control de 

carga. Los datos se representan por la media ± EEM de al menos 3 ensayos independientes. 

Prueba t de Student, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. V, vehículo; 5FU, 5-fluorouracilo. 

 

 

Debido al impacto del 5FU en la distribución del ciclo celular de los esferoides de las 

líneas de CRC, se evaluó la expresión de proteínas implicadas en la regulación del 

ciclo celular, como p21 y CDK2, específicamente la fosforilación en el residuo Thr160, 

esencial para la activación de esta cinasa dependiente de ciclina (p-CDK2). Los 

esferoides de RKO exhibieron una disminución en los niveles de p-CDK2 y un 

aumento de p21, consistente con el arresto celular detectado después del tratamiento 

con 5FU (Figura 12C). En contraste, los esferoides de SW480 no mostraron cambios 

en los niveles de p-CDK2, pero se observó una reducción del 35.7% en los niveles de 

p21 en comparación con los esferoides control. En relación a los esferoides de 

SW620, no se evidenciaron cambios en los niveles de p21, pero se registró un 

aumento en los niveles de p-CDK2. Estas variaciones en los niveles de p21 y p-CDK2 

observadas en los esferoides de SW480 y SW620 no explican el arresto en la fase G0 

inducido por el 5FU, indicando la necesidad de un estudio más exhaustivo para 

identificar reguladores del ciclo celular que puedan estar diferencialmente regulados 

en respuesta al 5FU, en las células que constituyen estos esferoides. Por otro lado, 

variaciones en los niveles de p-CDK2 podrían ser determinantes en la decisión de la 

salida del estado de quiescencia y progresión del ciclo celular durante el post-

tratamiento [213]. 

 

Dado que el 5FU promovió la entrada a quiescencia de una subpoblación celular 

presente en los esferoides, se procedió a evaluar el impacto del tratamiento con 5FU 

en la capacidad proliferativa de las células de los esferoides después del tratamiento 

farmacológico. Para ello, los esferoides establecidos al undécimo día de crecimiento 

se trataron por 72 horas con o sin 5FU. Posteriormente, se disociaron y se 

resembraron a una densidad de 5000 células/mL en condiciones dependientes e 

independientes de anclaje, en ausencia del fármaco. Los cultivos se observaron en 

diferentes momentos, a los días 7, 14 y 21 de incubación durante el post-tratamiento. 

Al término del periodo de observación (21 días), los cultivos en condiciones 

adherentes se tiñeron con cristal violeta para facilitar el conteo de las colonias 

formadas. Además, las células de los cultivos en suspensión (independientes de 

anclaje) fueron colectadas y se determinó su viabilidad celular (Figura 13A). 
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Figura 13. Las células de la línea metastásica SW620 presentan una mayor capacidad de 

proliferar después del tratamiento con 5FU en comparación con las células RKO y 

SW480 derivadas de tumor primario. (A) Diseño experimental: los esferoides tratados con 

5FU o con el vehículo (V) se disociaron y sembraron a una densidad de 5000 células/mL en 

placas de baja adherencia y superficie adherente para evaluar la capacidad de proliferación 

independiente de anclaje y dependiente de anclaje, respectivamente. (B) Panel izquierdo: 

fotografías de la formación de colonias en condiciones dependientes de anclaje al día 7, 14 y 

21 de incubación. La eficiencia de formación de colonias (EFC) se determinó al día 21 post-

tratamiento. (B) Panel izquierdo: fotografías de los cultivos celulares en placas de baja 

adherencia a los días 7, 14 y 21 de incubación (barra de escala: 500 µm). Panel derecho: 

viabilidad celular de las células colectadas al día 21 de incubación. Las células se tiñeron con 

el colorante Aqua-Zombie y la fluorescencia se midió por citometría de flujo. La franja rosada 
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en los histogramas corresponde a la proporción de células viables. Los datos se representan 

por la media ± EEM de al menos tres experimentos independientes. * p<0.05; ** p<0.01. 

 

En la Figura 13B se presentan fotografías representativas de los cultivos en 

condiciones dependientes de anclaje a los 7, 14 y 21 días de incubación. Como se 

puede observar en estas fotografías, las células derivadas de esferoides tratados con 

5FU no proliferan durante los primeros 7 días de cultivo, en comparación con las 

células control. Por otra parte, al día 14 únicamente se observa un aumento del 

número de células en los cultivos de SW620 y al día 21 se observan colonias en los 

cultivos de las tres líneas celulares. Dado que después de los 14 días de incubación, 

los cultivos de las células control se saturan, estos no se mantuvieron hasta el día 21, 

y solo se muestran fotografías de los cultivos de las células tratadas con 5FU. Al 

comparar, la eficiencia de formación de colonias (EFC) de las células derivadas de los 

esferoides tratados con 5FU de las 3 líneas celulares a los 21 días de incubación, se 

encontró que las células SW620 exhibieron una mayor EFC en comparación con las 

células RKO y SW480, las cuales mostraron una EFC similar (Figura 13B). En 

contraste, la capacidad de proliferación independiente de anclaje (cultivos en 

suspensión) fue reducida en todas las líneas celulares después del tratamiento 

farmacológico. Al finalizar el periodo de observación (21 días), solo se detectó la 

incipiente generación de colonias en los cultivos de SW620 (Figura 13C). 

 

Además, debido a la baja proliferación observada en ausencia de adherencia celular 

después del tratamiento con 5FU, se colectaron las células y se evaluó su viabilidad 

celular mediante el método de exclusión molecular del colorante Aqua-Zombie. Se 

observó que, en promedio, solo el 18% y el 27% de las células RKO y SW480, 

respectivamente, eran viables, en contraste con el 66% de las células SW620 (Figura 

13C). Este resultado, junto con el tamaño limitado de las colonias de SW480/SW620 y 

la falta de proliferación en los cultivos en suspensión de RKO, sugiere un arresto en 

las células RKO sobrevivientes, y una baja proliferación de las células SW480 y 

SW620 sobrevivientes durante el periodo de post-tratamiento. 

 

En resumen, los resultados indican que los esferoides de la línea RKO exhiben una 

mayor respuesta al tratamiento con 5FU en comparación con los esferoides de otras 

líneas celulares. Aunque los esferoides de SW480 y SW620 muestran bajos niveles de 

daño en el DNA y activación de apoptosis ante el tratamiento con 5FU, las células de 

SW480 presentan una capacidad de proliferación y supervivencia limitada durante el 

post-tratamiento, en contraste con las células de los esferoides de SW620, que 

demuestran la mayor resistencia a este fármaco. 
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6.3 La estimulación con ligandos Wnt promueve supervivencia celular en 

esferoides de la línea celular RKO que exhiben sensibilidad al 5FU  

 

Dada la creciente evidencia que sugiere la participación de la vía Wnt canónica en 

quimio-resistencia en CRC [177], este estudio se centró inicialmente en investigar si la 

activación de esta vía de señalización por ligandos Wnt favorece la supervivencia 

celular en esferoides de RKO, los cuales fueron previamente identificados por su 

mayor sensibilidad al 5FU. Para abordar esta pregunta, los esferoides de RKO, se 

trataron con el ligando Wnt3a y Wnt5a de manera independiente, con el fin de evaluar 

su efecto en la citotoxicidad inducida por el 5FU.  

 

Investigaciones previas realizadas en nuestro laboratorio han demostrado que el 

ligando Wnt3a induce la activación co-transcripcional de β-catenina en células RKO 

cultivadas en monocapa [136]. En consonancia con esto, se observó que el ligando 

Wnt3a, y no Wnt5a, induce la actividad transcripcional de β-catenina/TCF a las 24 h 

del estímulo, en una subpoblación celular presente en los esferoides de RKO 

derivados de células transducidas con el gen reportero TOP-GFP (Figura 14A). Wnt3a 

también incrementó los niveles de la forma no fosforilada de β-catenina en los residuos 

de Ser33/37/Th41 (sitios de fosforilación de GSK3β) a las 24 horas de tratamiento, 

indicando un bloqueo transitorio de su degradación y posterior acumulación. Además, 

a las 24 y 48 h del estímulo, se detectó un aumento en los niveles de ciclina D1 y c-

Myc, cuya expresión está regulada por β-catenina/TCF (Figura 14B). 

Interesantemente, el ligando Wnt5a también ocasionó un aumento de estas proteínas 

a las 48 h del estímulo, sugiriendo la posible activación de efectores de las vías Wnt 

no canónicas, como los factores de transcripción NFAT1 y NFAT2, los cuales se han 

identificado como reguladores transcripcionales de MYC y CCND1(gen que codifica 

para ciclina D1) [147]. 

 

Para determinar la implicación de NFAT1 y NFAT2 en la respuesta inducida por Wnt3a 

y Wnt5a en los esferoides de RKO, se midieron los niveles de estos factores de 

transcripción por Western blot, a las 24 y 48 h después del estímulo con cada uno de 

los ligandos. Mientras que Wnt5a provocó un aumento en los niveles de NFAT1 que se 

mantuvo a las 48 horas del estímulo, Wnt3a ocasionó un incremento de ambas 

proteínas, pero en diferentes tiempos, NFAT1 a las 24 h y de NFAT2 a las 48 h del 

estímulo (Figura 14C). Aunque en este estudio no se evaluaron cambios en la 

localización nuclear de estos NFATs en respuesta a los ligandos Wnt, el aumento de 

los niveles totales podría ser consecuencia de un aumento en la estabilidad de estas 

proteínas. Respecto a los mecanismos que regulan la degradación de los NFAT, se 

conoce poco, pero recientemente, Hanaki et al. (2023) demostraron que la 

estabilización de los NFATs (1-4) depende de la activación de 

calcineurina/calmodulina. La inhibición de calcineurina conduce a la hiperfosforilación 

de los NFATs, y posterior degradación de manera dependiente de Skp2 [214]. 
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Figura 14. Efecto diferencial de los ligandos Wnt3a y Wnt5a en la activación de la vía 

Wnt/β-catenina y Wnt/NFAT en esferoides de RKO. (A) Se determinó la actividad 

transcripcional del complejo β-catenina/TCF en esferoides de la línea RKO
TOP-GFP.mCherry

 a las 24 

h de tratamiento con 300 ng/mL de ligando Wnt3a o Wnt5a. (B) Cambios en los niveles de 

proteína de β-catenina activa (forma no fosforilada en los residuos Ser33/37/Th41), c-Myc, 

ciclina D1, y survivina en esferoides de RKO tratados con 300 ng/mL de ligando Wnt3a o 

Wnt5a por 24 y 48 h. El número de veces de cambio respecto al control (C24 h o C48 h) se 

indica en la parte superior de cada banda. (C) Imágenes representativas del Western blot de 

NFAT1 y NFAT2 en esferoides de RKO tratados de la misma forma como se indica en B. Los 

datos que se muestran son representativos de al menos 2 ensayos independientes. 

 

 

Teniendo en cuenta la respuesta diferencial inducida por los ligandos Wnt a los 

tiempos evaluados, se utilizaron diferentes esquemas de tratamiento para determinar 

el efecto de cada ligando en la citotoxicidad inducida por el 5FU en los esferoides de 

RKO. El estímulo agudo con Wnt3a se realizó una hora antes del tratamiento con 5FU 

(modelo de co-tratamiento), mientras que el ligando Wnt5a se utilizó en un esquema 

de pre-tratamiento, 48 h antes del estímulo con 5FU. Se observó que Wnt5a no 

disminuyó significativamente la muerte celular inducida por el 5FU, y el ligando Wnt3a 

redujo en un 33% los niveles de cPARP (Figura 15A). Sin embargo, se encontró que 

ambos ligandos incrementaron los niveles de survivina y Bcl-2, en comparación con 

los esferoides tratados exclusivamente con 5FU (Figura 15 B). Resultados similares 

fueron encontrados al tratar esferoides de la línea celular HT29 con el ligando Wnt3a y 

5FU (Figura 16). Al igual que en los esferoides de RKO, este ligando indujo un 

aumento de la estabilización de β-catenina en los esferoides de HT29 y de los niveles 
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de Axin2, lo cual indica la activación de β-catenina/TCF y la expresión de sus genes 

blanco, entre los que se incluye AXIN2 (Figura 16) 

 

 

Figura 15. Los ligandos Wnt atenúan la muerte inducida por 5FU en esferoides de la línea 

celular RKO a través de la inducción de proteínas antiapoptóticas. Análisis por Western 

blot de las proteínas indicadas en esferoides de RKO, lo cuales se trataron siguiendo el 

esquema de co-tratamiento o pre-tratamiento. Pre-tratamiento: los esferoides se trataron con 

300 ng/mL de Wnt5a 48 h antes del tratamiento con 5FU. Co-tratamiento: los esferoides se 

trataron con Wnt3a (300 ng/mL) 1 h antes de la adición de 5FU. Posteriormente, los esferoides 

se trataron con 5FU por 72h. La tinción con rojo de ponceau se utilizó como control de carga. 

En los paneles izquierdos se presentan imágenes representativas del Western blot de las 

proteínas indicadas, mientras que en los paneles derechos se muestran las gráficas del análisis 

densitométrico. Los niveles de proteína se normalizaron con respecto al tratamiento con 5FU. 

Los datos se expresan como la media ± EEM de al menos 3 ensayos independientes. * p<0.05; 

** p<0.01; *** p<0.001. 

 

Por otro lado, dado que anteriormente se describió que el 5FU induce arresto celular 

en los esferoides de RKO, se determinó si los ligandos Wnt pueden contrarrestar este 

efecto mediante la regulación de los niveles de ciclina D1, p-CDK2 y p21, reguladores 

de la progresión del ciclo celular. El tratamiento, ya sea con Wnt3a o Wnt5a, evita la 

disminución de los niveles de ciclina D1, pero no altera los cambios inducidos por el 

5FU en las otras proteínas (Figura 15C). Por lo tanto, estos datos sugieren que el 

ligando Wnt3a promueve la supervivencia celular mediante la inducción de proteínas 

antiapoptóticas, en parte mediante la activación de la vía Wnt canónica en las CSCs 
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enriquecidas en los cultivos de esferoides, aunque no anula la actividad citostática del 

5FU. Asimismo, se propone que Wnt5a puede promover la supervivencia celular 

durante el tratamiento con 5FU mediante la activación de vías no canónicas, y se 

plantea que la vía Wnt/Ca2+/NFAT podría mediar este efecto. 

  

 
 

 

Figura 16. El ligando Wnt3a atenúa la muerte inducida por 5FU en esferoides de la línea 

celular HT29 a través de la inducción de proteínas antiapoptóticas. (A) Cambios en los 

niveles de la proteína β-catenina activa (forma no fosforilada en los residuos Ser33/37/Th41) y 

Axin2 en esferoides de HT29 tratados con 300 ng/mL de ligando Wnt3a o Wnt5a por 24 y 48 h. 

El número de veces de cambio respecto al control (C24 h o C48 h) se indica en la parte 

superior de cada banda. (B, C) Análisis por Western blot de las proteínas indicadas en 

esferoides de HT29, que se trataron con o sin Wnt3a (300 ng/mL) 1 h antes de la adición de 

5FU. Posteriormente, los esferoides se trataron con 5FU durante72h. La tinción con rojo de 

ponceau se utilizó como control de carga. 

 

6.3.1 Los ligandos Wnt disminuyen la muerte por apoptosis independientemente 

de la activación de NFAT 

 

Para determinar si los NFATs contribuyen río abajo en la respuesta inducida por 

Wnt3a y Wnt5a en los esferoides de RKO tratados con 5FU, se utilizó el péptido 11R-

VIVIT para inhibir la actividad de los NFATs. Este péptido obstaculiza la interacción 

entre las proteínas NFATs (1-4) y calcineurina, lo que impide la translocación nuclear 

de los NFATs y su actividad transcripcional [215]. Los esferoides se trataron con 

Wnt3a o Wnt5a en co-tratamiento con el péptido 11R-VIVIT, siguiendo el esquema de 

tratamiento descrito para cada ligando en el apartado anterior. Después del 

tratamiento con 5FU, se determinaron los niveles de PARP escindida (cPARP) como 

indicador de muerte por apoptosis. 

 

Contrario a lo esperado, el péptido 11R-VIVIT no anuló el efecto de los ligandos Wnt, 

y, de manera independiente al estimulo con los Wnts, este disminuyó la muerte 

inducida por el 5FU. El 11R-VIVT, en co-tratamiento con el ligando Wnt3a, redujo en 
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mayor proporción los niveles de cPARP, mientras que con Wnt5a no se observó tal 

efecto (Figura 17). 

 

A pesar de que un estudio previo desarrollado en el laboratorio reportó que ambos 

ligandos promueven la generación de esferoides y la proliferación celular vía 

fosfolipasa C y NFAT en varias líneas celulares de CRC, incluida la línea RKO [173], 

los resultados aquí descritos sugieren que la función citoprotectora de los ligandos Wnt 

en esferoides de RKO probablemente es independiente de la estabilización y 

translocación nuclear de las proteínas NFAT (1-4). Además, dado el efecto del 11R-

VIVIT en los esferoides de RKO tratados con 5FU, se plantea la posibilidad de que los 

NFATs estén involucrados en la apoptosis celular desencadenada por el 5FU; no 

obstante, se requieren análisis adicionales para confirmar esta hipótesis. 

 

 
 

 

Figura 17. La inhibición de NFAT con el inhibidor VIVIT disminuye la muerte inducida por 

5FU. (A) Los esferoides de RKO se trataron con el péptido 11R-VIVIT (1µM) y Wnt3a (300 

ng/mL) 1 h antes de la adición de 5FU. (B) Los esferoides de RKO se trataron con el péptido 

11R-VIVIT (1 µM) y Wnt5a (300 ng/mL) 48 h antes del tratamiento con 5FU. Posteriormente, 

los esferoides se trataron con 5FU durante 72 h. Al finalizar el tratamiento, los esferoides se se 

lisaron y se determinó los niveles de cPARP (PARP escindida) por Western blot. La tinción con 

rojo de ponceau se utilizó como control de carga. Los datos se presentan como la media ± EEM 

de dos ensayos independientes. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

6.4 La inhibición de la vía Wnt canónica favorece la supervivencia celular ante la 

acción citotóxica del 5FU en esferoides de líneas celulares que presentan activa 

esta vía de manera constitutiva 

 

Los resultados obtenidos con los esferoides de RKO y HT29 sugieren que la activación 

de la vía Wnt/β-catenina por el ligando Wnt3a atenúa la muerte inducida por 5-FU, lo 

cual apunta a que la inhibición de esta vía en células que presentan activación 
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constitutiva, podría potenciar la citotoxicidad inducida por la quimioterapia. Para probar 

esta hipótesis se emplearon dos estrategias metodológicas: 1) la sobreexpresión de 

una dominante negativa para TCF4 (dnTCF4) mediante la transfección estable con el 

plásmido pPGS dnTcf-4(deltaN41) en células SW480 y SW620 que poseen la vía Wnt 

canónica constitutivamente activa; y 2) la inhibición farmacológica de la vía Wnt 

canónica con el compuesto Adavivint, caracterizado por su mayor potencia en la 

inhibición de la actividad transcripcional de β-catenina/TCF en comparación con otros 

inhibidores de esta vía de señalización [217]. 

 

6.4.1 La expresión de la dominante negativa para TCF4 disminuye la muerte 

celular y el daño al DNA inducido por el 5FU 

 

Para evaluar el efecto de la dominante negativa para TCF4 (dnTCF4) en la 

quimioresistencia de esferoides de SW480 y SW620, primero se determinó si la 

sobreexpresión de la dnTCF4 suprime la activad co-transcripcional de β-catenina 

mediante el ensayo de gen reportero TOP-Luciferasa. Se observó que la actividad del 

reportero en las células SW480 transfectadas (SW480dnTCF4) se recuperaba a lo largo 

de los pasajes, posiblemente debido al efecto compensatorio de la expresión de otros 

miembros de la familia TCF/LEF, como TCF7 (gen que codifica para TCF1) y LEF1 

[216]. No obstante, este fenómeno fue menos pronunciado en las células SW620, 

donde se mantuvieron niveles bajos de la actividad del reportero a lo largo de varios 

pasajes, en comparación con las células transfectadas con el vector vacío, que se 

referencian como SW620Control (Figura 18A). Por lo tanto, se decidió evaluar 

exclusivamente el efecto de la dnTCF4 en esferoides de SW620 frente a la 

citotoxicidad inducida por el 5FU.  

 

La inhibición de la actividad transcripcional de β-catenina/TCF4 mediante la proteína 

dnTCF4 redujo el impacto negativo del 5FU sobre la viabilidad celular (Figura 18B) y 

disminuyó en un 37.64% los niveles de p-γH2AX inducidos por el 5FU (Figura 18C). 

Además, no se observaron cambios significativos en los niveles de survivina, p-CDK2 

y ciclina D1 en comparación con los esferoides de SW620Control tratados con 5FU 

(Figura 18D-18F). Por otro lado, al analizar la distribución de las células en las 

diferentes fases del ciclo celular, no se encontraron cambios significativos entre los 

esferoides SW620dnTCF4 tratados con 5FU y con el vehículo, excepto por una reducción 

en la proporción de células en G2/M (Figura 18G). Estos resultados sugieren un efecto 

discreto del 5FU en la proliferación de los esferoides de SW620dnTCF4; sin embargo, no 

se puede excluir el posible efecto compensatorio de la expresión de otros miembros de 

la familia TCF y LEF durante la formación de los esferoides. 
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Figura 18. La dominante negativa de TCF4 (DNTCF4) promueve supervivencia en 

esferoides de SW620 tratados con 5FU mediante la reducción de daño al DNA. (A) 

Actividad transcripcional de β-catenina/TCF4 medido por el ensayo gen reportero TOP-Luc en 

células transfectadas con el plásmido pPGS dnTcf-4(deltaN41) en comparación con las células 

transfectadas con el vector vacío (pCDNA 3.1). (B) Viabilidad celular de los esferoides de la 

línea celular SW620 (SW620
Control

 vs SW620
DNTCF4

) tratados con 5FU por 72 h. Niveles relativos 

de p-γH2AX (Ser139) (C), survivina (D), ciclina D1 (E) y p-CDK2 (Th160) (F) en esferoides de 

SW620
Control

 y SW620
DNTCF4

 tratados con el vehículo (V) o 5FU por 72 h. Se muestran imágenes 

representativas del Western blot para cada proteína y la gráfica del análisis densitométrico. La 

tinción con rojo de ponceau se utilizó como control de carga. (E) Análisis comparativo de la 

distribución del ciclo celular de esferoides SW620 (SW620
Control

 vs SW620
DNTCF4

) tratados con 

el V o 5FU por 72 h. Los datos se presentan como la media ± EEM de al menos dos 

experimentos independientes. Análisis ANOVA de una sola vía, seguido de la prueba 

Bonferroni de comparaciones múltiples. * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001. 
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6.4.2 La inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-catenina promueve 

supervivencia celular frente a la acción citotóxica del 5FU 

 

Para investigar el impacto de la actividad de otros miembros de la familia TCF, como 

TCF1 en la resistencia al 5FU, se utilizó el inhibidor farmacológico Adavivint 

(SM04690). Este compuesto ha sido caracterizado por reducir la expresión de genes 

relacionados con la vía Wnt canónica, tales como CTNNB1, TCF7 (que codifica para 

TCF1) , TCF7L2, LEF1, MYC y AXIN2 [217].La acción inhibitoria del Adavivint sobre la 

vía Wnt canónica se atribuye principalmente a la inhibición de la actividad cinasa de la 

proteína nuclear CLK2, que participa en el pre-procesamiento de transcritos, lo que 

conduce a un efecto inhibitorio global de la expresión de genes relacionados con la vía 

Wnt canónica de manera independiente de la actividad co-transcripcional de β-

catenina [218].  

 

Para evaluar la eficacia del Adavivint, los cultivos en monocapa y esferoides de las 

líneas SW480 y SW620 se trataron con concentraciones crecientes de Adavivint (0.03, 

0.1 y 1 µM) durante 48 h y 72 h, respectivamente. Después del tratamiento, se 

determinaron los niveles de β-catenina, TCF1, TCF4, c-Myc y Axin2 por Western blot. 

Como se puede observar en la Figura 19, el Adavivint tiene un efecto variable 

dependiendo de la proteína evaluada. No obstante, a la concentración máxima 

utilizada (1 µM), se detectó una reducción superior al 50% en todas las proteínas 

evaluadas en los cultivos en monocapa de ambas líneas celulares (Figura 19A). Este 

patrón se replicó en los esferoides, aunque no se observaron cambios en los niveles 

de TCF4, en comparación con las células tratadas con el vehículo (Figura 19B-19D). 

Además, la actividad transcripcional de β-catenina/TCF disminuyó en un 86% después 

de 72 h de tratamiento con 1 µM de Adavivint en esferoides de SW480 transducidos 

con el plásmido reportero TOP-GFP.mC (Figura 19E). Por lo tanto, se utilizó la 

concentración de 1 µM de Adavivint para inhibir la vía Wnt canónica en los esferoides 

de SW480 y SW620 en los posteriores ensayos.  

 

Acorde con lo anterior, para investigar el impacto del Adavivint en la citotoxicidad 

inducida por 5FU en los esferoides de SW480 y SW620, se establecieron los 

siguientes esquemas de tratamiento: 1) tratamiento control: vehículo (DMSO<0.02%) 

72 h + vehículo (DMSO<0.2%) 72 h; 2) tratamiento 5FU: vehículo (DMSO<0.02%) 72 h 

+ 5FU 72h; 3) tratamiento combinado: Adavivint 72 h + 5FU 72 h; 4) tratamiento 

Adavivint solo: Adavivint 72 h + vehículo (DMSO<0.2%) 72 h. Después del tratamiento, 

se evaluaron los niveles de PARP escindida (cPARP) y p-γH2AX, para medir cambios 

en la muerte celular por apoptosis y daño al DNA, respectivamente. Contrario a lo 

esperado, el pre-tratamiento con Adavivint contrarrestó el aumento de los niveles de 

cPARP inducido por 5FU en los esferoides de ambas líneas celulares (Figura 20A). 

También disminuyó los niveles de p-γH2AX en esferoides de SW620, pero no se 

detectaron cambios significativos en esferoides de SW480 (Figura 20B). Como 

resultado de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina, los niveles de survivina fueron 

regulados negativamente, independientemente del tratamiento con 5FU (Figura 20C).  
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Figura 19. El Adavivint inhibe la vía Wnt/β-catenina en las líneas celulares SW480 y 

SW620. Las células SW480 y SW620 cultivadas en monocapa se trataron con concentraciones 

crecientes de Adavivint por 48 h (A). Los esferoides de SW480 y SW620 se trataron con 

Adavivint por 72 h (B). Al término del tratamiento las células se lisaron y se determinaron los 

niveles de β-catenina, TCF1, TCF4, c-Myc y Axin2 por Western blot. Solo se muestra el análisis 

cuantitativo del efecto de la concentración de 1 uM de Adavivint en cultivos de esferoides en 

comparación con los esferoides tratados con el vehículo (C). Cambios en la expresión de Axin2 

en esferoides tratados con Adavivint 1 µM por 72 h (D). Actividad transcripcional de β-

catenina/TCF en esferoides de células SW480 transducidas con el plásmido TOP-GFP Los 

esferoides fueron tratados con o sin Adavivint (1 µM) por 72h y el nivel de fluorescencia se 

determinó por citometría de flujo en las células de los esferoides disociados (E). Los datos se 

representan por la media ± EEM de al menos 3 ensayos independientes. * p < 0.05; **p<0.001; 

*** p < 0.0001. 

 

Resultados similares fueron encontrados en los esferoides de la línea celular HCT116 

y esferoides de VCL16 (Figura 20D y 20E), donde el Adavivint disminuyó la muerte 

celular y daño al DNA inducido por 5FU. Ambos tipos de células presentan una 

mutación en el gen CTNNB1, que codifica para una mutante de β-catenina con una 

menor susceptibilidad a la degradación vía proteosoma [219, 220]. Estos datos 

sugieren que la inhibición de la vía Wnt canónica con Adavivint favorece la 
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supervivencia de los esferoides que presentan una activación constitutiva de la vía 

Wnt/β-catenina, ya sea por mutaciones en el gen APC o CTNNB1. 

 

 

 
 

Figura 20. El inhibidor farmacológico Adavivint disminuye la muerte celular y daño al 

DNA inducido por 5FU en esferoides de CRC. (A-C) Cambios en los niveles de cPARP 

(PARP escindida) (A), p-γH2AX (B) y survivina (C) en esferoides de SW480 y SW620 pre-

tratados con o sin Adavivint (1 µM) por 72 h, y posteriormente con o sin 5FU por 72 h. (D, E) 

Análisis de los niveles de cPARP y p-γH2AX en esferoides de la línea celular HCT116 (D) y 

VCL16 derivadas de un cultivo primario (E), que se trataron con o sin Adavivint (1 µM y 0.5 µM 

respectivamente) por 72h, seguido del tratamiento con o sin 5FU por 72 h. La tinción con rojo 
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de ponceau se utilizó como control de carga. Los datos se representan por la media ± EEM de 

al menos 3 experimentos independientes. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

Teniendo en cuenta que el 5FU también impacta negativamente la progresión del ciclo 

celular, se determinó el efecto del pre-tratamiento con Adavivint en los niveles de p-

CDK2 y p21 después de finalizado el esquema de tratamiento con 5FU. Se observó 

que el Adavivint anuló el incremento en los niveles de p-CDK2 inducido por 5FU en los 

esferoides de SW480 y SW620 (Figura 21A), mientras que su efecto en los niveles de 

p21 entre estas líneas celulares fue opuesto. El tratamiento combinado 

(Adavivint+5FU) incrementó en 3.5 veces los niveles de p21 en los esferoides de 

SW620, en comparación con los esferoides control, a diferencia de su efecto en 

esferoides de SW480, donde este inhibidor acentuó la disminución de los niveles de 

p21 inducida por el 5FU (Figura 21B). Estos resultados sugieren que la inhibición de la 

vía Wnt canónica podría alterar el ciclo celular e imponer un estado de baja 

proliferación en las células que constituyen los esferoides. Por lo tanto, se analizó la 

distribución de las células en las fases del ciclo celular únicamente en esferoides de 

SW620, que exhiben una mayor resistencia al 5FU en comparación con los esferoides 

de las otras líneas celulares, según se describió en apartados anteriores. 

 

El análisis del ciclo celular en los esferoides de SW620 reveló que, contrario a lo 

esperado, el Adavivint no alteró la proporción de células en estado de quiescencia 

(fase Go) en comparación con el tratamiento solo con 5FU; en cambio, incrementó la 

proporción de células en la fase S y G2/M, independientemente del tratamiento con 

5FU (Figura 21C, 21D). Estos resultados, junto con los cambios observados en los 

niveles de p-CDK2 y p21 en los esferoides de SW620, sugieren que el Adavivint 

probablemente causa un retraso en las fases S y G2 del ciclo celular en lugar de 

potenciar el arresto celular en la fase Go inducido por el 5FU. Una prolongación del 

tiempo en la fase G2 del ciclo celular podría favorecer la reparación del DNA antes de 

entrar en mitosis, contribuyendo a la supervivencia celular frente al daño en el DNA 

inducido por el 5FU [48]. 

 

En resumen, estos hallazgos sugieren que la inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-

catenina con Adavivint favorece la supervivencia celular, en parte, mediante la 

disminución del daño en el DNA inducido por el 5FU, en esferoides de líneas de CRC 

que presentan activación constitutiva de esta vía. Sin embargo, debido a los cambios 

observados en los niveles de p-CDK2 y p21, se plantea que este inhibidor podría tener 

un efecto negativo en la proliferación de las células de los esferoides después del 

esquema de tratamiento con 5FU. 
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Figura 21. El inhibidor Adavivint altera la progresión del ciclo celular 

independientemente del tratamiento con 5FU en esferoides de la línea celular SW620. (A, 

B) Análisis de los niveles de p-CDK2 (A) y p21 (B) en esferoides de SW480 y SW620 pre-

tratados con o sin Adavivint (1 µM) por 72 h, y posteriormente con o sin 5FU por 72 h. La 

tinción con rojo de ponceau se utilizó como control de carga. Los niveles relativos de las 

proteínas indicadas se normalizaron respecto al control (esferoides tratados con el vehículo). 

(C, D) Distribución en las diferentes fases del ciclo celular de células disociadas de esferoides 

SW620 tratados como se describe en (A). (C) Gráficos de densidad poblacional de un 

experimento representativo, donde se muestra la distribución de las células según los niveles 

de Ki67 (marcador de proliferación celular) y la intensidad de fluorescencia del yoduro de 

propidio (PI). (D) Análisis cuantitativo de la proporción de células en las diferentes fases del 

ciclo celular de al menos 3 experimentos independientes. Los datos se representan por la 

media ± EEM. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 
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6.4.3 El tratamiento combinado con 5FU y Adavivint altera el flujo autofágico de 

esferoides de SW620 tratados con 5FU 

 

La autofagia es un proceso utilizado por las células cancerosas para sobrevivir a 

diversos tipos de estrés. Este proceso le permite a las células tumorales la eliminación 

de organelos dañados, y la degradación selectiva de proteínas para mantener la 

homeostasis celular. Los subproductos de la degradación son utilizados para la 

biosíntesis de nuevos componentes celulares y la obtención de energía ante estrés 

nutricional, hipoxia, irradiación y exposición a agentes citotóxicos como el 5FU. 

 

Dada la evidencia acumulativa que respalda la inducción de autofagia como un 

mecanismo de supervivencia celular en respuesta al tratamiento quimioterapéutico en 

diversos tipos de cáncer, como el gástrico, cáncer de mama y hepatocarcinoma [221-

223], se evaluó si la inhibición de la vía Wnt con Adavivint afecta la inducción de 

autofagia en respuesta al 5FU en esferoides de SW620. Para determinar cambios en 

los niveles de autofagia durante el tratamiento, se midieron los niveles de LC3B y p62 

mediante Western blot, ya que estas proteínas están involucradas en la formación de 

autofagosomas y en la entrega de proteínas a los fagóforos para su degradación [224]. 

 

En la Figura 22A, se observa que tanto el 5FU como el Adavivint aumentan de manera 

independiente los niveles de LC3B-II (la forma conjugada a fosfatidiletanolamina de 

LC3B), esencial para la expansión de los fagóforos y la formación de autofagosomas. 

El tratamiento combinado (Adavivint+5FU) incrementó en mayor proporción los niveles 

de LC3B-II en comparación con el tratamiento solo con 5FU (incremento de 5.65 y 

2.67 veces respecto a los niveles basales, respectivamente). Además, se observó un 

aumento significativo en el nivel de LC3B-I (la forma no conjugada) únicamente bajo 

este esquema de tratamiento (Figura 22A). Este aumento de LC3B-I y su conversión a 

LC3B-II podrían indicar un incremento en la síntesis de autofagosomas. Para 

determinar si la síntesis de autofagosomas esta asociada con la eficiente degradación 

de los mismos y su carga, se determinaron los niveles de p62, considerado un 

indicador del flujo autofágico. A pesar del incremento de LC3B-II inducido por el 

tratamiento combinado, también se observó un aumento significativo en los niveles de 

p62 en comparación con los niveles basales detectados en los esferoides control, lo 

que sugiere que el tratamiento combinado induce un bloqueo del flujo autofágico 

(Figura 22B). 

 

Para examinar si el aumento de LC3B-II observado es debido a la alteración del flujo 

autofágico, los esferoides de SW620 fueron tratados con hidroxicloroquina (HCQ), un 

inhibidor de la formación de auto-lisosomas (fusión de autofagosomas con lisosomas), 

que permite determinar cambios en la síntesis de autofagosomas y su degradación a 

través de la determinación de cambios en los niveles de LC3B-II [224]. Según lo 

previsto, el tratamiento exclusivo con HCQ por 72 h incrementó los niveles basales de 

LC3B-II, lo cual es acorde con una inducción basal de la autofagia. Cada tratamiento 

(5FU, Adavivint y Adavivint+5FU) en presencia de HCQ aumentó los niveles de LC3B-

II, en comparación con el tratamiento solo con HCQ, indicativo de un aumento de la 

síntesis de autofagosomas [224].  
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Figura 22. El inhibidor Adavivint altera el flujo autofágico de esferoides de la línea celular 

SW620. Niveles de LC3B (A) y p62 (B) de esferoides de SW620 tratados con o sin Adavivint 

(1µM) por 72 h, y posteriormente tratados con o sin 5FU por 72 h. (C) La determinación del 

efecto del Adavivint en el flujo autofágico se realizó mediante la adición de Hidroxicloroquina 

(HCQ, 20 µM) durante el tratamiento con 5FU. Después de 72h de tratamiento, los niveles de 

p62 y LC3B (I y II) se determinaron por Western blot. Los datos se representan por la media ± 

EEM de al menos tres ensayos independientes. (D) Niveles de LC3B y p62 de esferoides de 

SW480 tratados con o sin Adavivint (1µM) por 72 h, y posteriormente tratados con o sin 5FU 

por 72 h (n=2). (E) Análisis por Western blot de los niveles de LC3B en esferoides de SW480 

pre-tratados con o sin Adavivint, y tratados en conjunto con HCQ (20 µM) y 5FU por 72 h (n=1). 

La tinción con rojo de ponceau se utilizó como control de carga. Los datos se representan por 

la media ± EEM. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

 

Además, al comparar los tratamientos individuales de los compuestos (5FU o 

Adavivint) en presencia y ausencia de HCQ, se observó que la HCQ tiene un efecto 

aditivo en los niveles de LC3B-II, lo que sugiere que el 5FU y el Adavivint de manera 

independiente promueven el flujo autofágico. Sin embargo, el pre-tratamiento con 

Adavivint seguido del tratamiento con 5FU y HCQ, no aumentó los niveles de LC3B-II, 

en comparación con el tratamiento combinado en ausencia de la HCQ, lo cual sugiere 

un bloqueo del flujo autofágico en la etapa terminal de la autofagia (Figura 22C). 
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También se observó que el tratamiento combinado (Adavivint+5FU) en conjunto con 

HCQ, redujo los niveles de LC3B-I, en comparación con el tratamiento combinado sin 

HCQ, lo que podría implicar un efecto negativo en la síntesis de LC3-I o un aumento 

de la tasa de conversión a LC3-II. Sin embargo, esto no fue observado bajo otros 

tratamientos en presencia de HCQ.  

 

En el caso de los esferoides de SW480, solo el tratamiento combinado 

(Adavivint+5FU) aumentó significativamente los niveles de LC3B-II y LC3B-I en 

comparación con los esferoides control, mientras que no se observaron cambios en los 

niveles de p62 bajo ningún tratamiento (Figura 22D). El tratamiento conjunto con HCQ 

tuvo un efecto similar al observado en los esferoides de SW620. Cada uno de los 

tratamientos farmacológicos utilizados incrementó la síntesis de autofagosomas. Sin 

embargo, al igual que en los esferoides de SW620, el tratamiento combinado 

(Adavivint+5FU) parece inducir un bloqueo del flujo autofágico, evidenciado por la 

detección de niveles similares de LC3B-II en presencia y ausencia de HCQ (Figura 

22E).No obstante, para confirmar estos resultados se sugiere medir los niveles de p62 

en presencia y ausencia de HCQ u otro inhibidor del flujo autofágico.  

 

Estos resultados sugieren que el tratamiento combinado con Adavivint y 5FU altera la 

autofagia, lo cual podría comprometer el mantenimiento y supervivencia de la 

población troncal en los esferoides. La inhibición de la autofagia se ha asociado 

directamente con la pérdida de características troncales, como la disminución de 

marcadores asociados a troncalidad, (LGR5 y CD133), así como una reducción en la 

capacidad para formar esferoides en CRC [225].  

 

6.4.3 La Inhibición de la vía Wnt canónica con Adavivint disminuye la expresión 

de marcadores asociados a troncalidad y la capacidad clonogénica de células 

tumorales en cultivo de esferoides 

 

Finalmente, se exploró si la inhibición de la vía Wnt canónica con Adavivint impacta 

negativamente el fenotipo troncal de las CSCs presente en los esferoides. Para ello, 

primero se determinó el efecto del Adavivint y el 5FU en los niveles de LGR5 y CD133, 

cuya proporción incrementó en los cultivos de esferoides, como se describió 

anteriormente. Tanto el Adavivint como el 5FU disminuyeron los niveles de CD133 

(Figura 23A), pero no ocasionaron cambios significativos en los niveles de LGR5 en 

los esferoides de SW480 y SW620 (Figura 23B). Al analizar los niveles de CD44v6, 

cuya expresión ha sido relacionada con resistencia a la terapia [113,114], se encontró 

que únicamente el 5FU aumentó los niveles de este marcador en las células SW480, 

mientras que el pre-tratamiento con Adavivint contrarresto este efecto. En los 

esferoides de SW620, el Adavivint no altero los niveles de este marcador (Figura 23C). 
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Figura 23. El inhibidor Adavivint reduce la expresión de marcadores asociados con 

troncalidad en esferoides de las líneas celulares SW620 y SW480. (A-E) Análisis por 

Western blot de CD133 (A), LGR5 (B), CD44v6 (C), OCT4 (D) y SOX2 (E) en esferoides de 

SW480 y SW620 tratados con o sin Adavivint (1 µM) por 72 h, y posteriormente con o sin 5FU 

por 72 h. (F) Niveles de citoqueratina 20 (CK20) de esferoides de SW480 y SW620 tratados 

como se describió anteriormente. La tinción con rojo de ponceau se utilizó como control de 

carga. Los niveles relativos de las proteínas indicadas se normalizaron respecto al control 

(esferoides tratados con el vehículo). Los datos se representan por la media ± EEM de al 

menos 3 ensayos independientes. * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001. 
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Además, teniendo en cuenta que los factores de transcripción SOX2 y OCT4 se han 

asociado con el mantenimiento de la capacidad de autorrenovación, tumorogenicidad y 

quimioresistencia de las CSCs [168, 226], se determinó el efecto del Adavivint en los 

niveles de estos factores de transcripción (Figura 23D y 23E). En los esferoides de 

SW620, el Adavivint disminuyó los niveles de SOX2, y este efecto fue más 

pronunciado cuando se utilizó en combinación con 5FU. En contraste, ninguno de los 

fármacos alteró significativamente los niveles de OCT4 en los esferoides de esta línea 

celular. El Adavivint tuvo un mayor efecto en los esferoides de SW480, donde 

ocasionó la disminución de los niveles de SOX2 y OCT4, lo cual implica un mayor 

efecto de este inhibidor en esta línea celular. 

 

Dado que el Adavivint disminuyó la expresión de algunos marcadores de troncalidad, 

se investigó si este efecto estaba asociado con la expresión de citoqueratina 20 

(CK20), un marcador de diferenciación intestinal ampliamente utilizado [88]. Solo se 

observó un aumento significativo de CK20 en los esferoides de SW620 tratados con 

Adavivint+5FU, mientras que en los esferoides de SW480 se observó un efecto 

contrario (Figura 23F). Estos datos en conjunto indican que el Adavivint induce 

respuestas variables entre los esferoides de ambas líneas celulares, y la intensidad del 

efecto parece depender del contexto celular. 

 

Por otra parte, para determinar si el Adavivint afecta las propiedades funcionales de 

las CSCs, se evaluó su impacto en la clonogenicidad de las células en los esferoides 

de SW480 y SW620. Para ello, los esferoides de ambas líneas celulares fueron 

tratados con Adavivint durante 6 días; posteriormente, se disociaron y se resembraron 

a una densidad de 5000 células/mL en condiciones de crecimiento dependientes de 

anclaje. Después de 8 días de incubación, se procedió a cuantificar la eficiencia de 

formación de colonias (EFC). Mientras que el tratamiento con Adavivint redujo en un 

37.45% la EFC de las células SW620, en las células SW480 se observó una notable 

disminución del 88.5%, en comparación con la EFC de las células de los esferoides 

control (Figura 24A). 

 

Debido al marcado impacto del Adavivint en la clonogenicidad de las células SW480, 

se evaluó exclusivamente el efecto del tratamiento combinado (Adavivint + 5FU) en las 

células SW620. Aunque este tratamiento redujo en un 25.42%, en promedio la EFC, 

en comparación con las células de los esferoides tratados únicamente con 5FU, este 

cambio no alcanzó significancia estadística (p=0.0589) (Figura 24B). Además, se 

examinó la capacidad de formación de esferoides (crecimiento independiente de 

anclaje) después del tratamiento con 5FU solo o en combinación con Adavivint. Los 

cultivos de esferoides se mantuvieron hasta por 40 días, tiempo en el que se 

observaron esferoides establecidos. El tratamiento combinado redujo en un 55.5% el 

número de esferoides en comparación con el tratamiento exclusivo con 5FU (Figura 

24C). Esto sugiere que la terapia combinada afecta adversamente propiedades 

asociadas a la troncalidad, incluida la capacidad de formación de esferoides evaluada 

en este estudio. No obstante, una subpoblación celular con capacidad de formación de 

esferoides, tolerante al tratamiento farmacológico, exhibió un aumento en los niveles 

de SOX2 en comparación con las células derivadas de los esferoides tratados 
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exclusivamente con 5FU (Figura 24D), sugiriendo así la activación de otros 

mecanismos que contribuyen a la resistencia de las CSCs al 5FU. 

 

 
Figura 24. El inhibidor Adavivint reduce la clonogenicidad de esferoides de la línea 

celular SW480 y SW620. (A) Eficiencia de formación de colonias (EFC) de células derivadas 

de esferoides de SW480 y SW620 tratados con Adavivint (1 µM) por 6 días en condiciones 

dependientes de anclaje. La EFC se determinó a los 8 días de incubación después de la 

resiembra, en ausencia del inhibidor. (B, C) La capacidad de proliferar después del tratamiento 

con 5FU o con Adavivint+5FU se evaluó en condiciones dependientes de anclaje (B) e 

independiente de anclaje (C) de células derivadas de esferoides SW620. (B) La EFC se 

determinó al día 21 del periodo de post-tratamiento (libre de fármacos). (C) La capacidad de 

formación de esferoides se determinó mediante el conteo de esferoides por cada campo visual 

de los pozos fotografiados en el día 40 del post-tratamiento (Barra de escala: 500 µm). (D) Los 

esferoides establecidos al día 40 del post-tratamiento se colectaron y los niveles de OCT4 y 

SOX2 se determinaron por Western blot. La tinción con rojo de ponceau se utilizó como control 
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de carga. Los datos se representan por la media ± EEM de al menos 3 ensayos 

independientes. * p < 0.05; *** p < 0.0001. 

 

En resumen, estos resultados sugieren que la inhibición de la vía Wnt canónica con 

Adavivint impacta negativamente el fenotipo troncal de las CSCs, y la intensidad de 

este efecto parece depender del contexto celular. Además, el tratamiento combinado 

con 5FU reduce la proporción de células con capacidad de formación de esferoides, 

una característica in vitro asociada a las CSCs. Este fenómeno, podría tener 

implicaciones negativas en la reconstitución de la población tumoral después de la 

suspensión del tratamiento farmacológico. Por lo tanto, sería relevante evaluar el uso 

de ambos fármacos en ensayos in vivo para poner a prueba esta hipótesis.  
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7. DISCUSIÓN 
 

 

La vía de señalización Wnt es considerada como una de las principales vías 

reguladoras de la homeostasis intestinal y del mantenimiento de la población troncal 

en la base de las criptas intestinales. Consistente con esto, aproximadamente en el 

85% de los pacientes con CRC, las células tumorales presentan alteraciones en esta 

vía. Los ligandos Wnt pueden activar diferentes cascadas de señalización, usualmente 

clasificadas como la vía canónica dependiente de la estabilización de β-catenina, y las 

vías no-canónicas, independientes de β-catenina; ambas implicadas en procesos 

como proliferación, supervivencia, migración e invasión celular en cáncer [164]. 

Mientras que la vía Wnt canónica ha sido directamente relacionada con el 

mantenimiento del fenotipo troncal en CRC, el papel de las vías Wnt no canónicas ha 

sido poco explorado. Aunque el papel citoprotector de la vía Wnt canónica se ha 

atribuido principalmente a la expresión de sus genes blancos, su contribución en la 

resistencia/tolerancia de las células CSCs a la terapia no está claramente establecida. 

En este estudio se investigó el papel de la vía Wnt canónica en la resistencia al 5FU 

de las células tumorales con fenotipo troncal enriquecidas en cultivos de esferoides. 

Además, se exploró si la vía Wnt/Ca2+/NFAT está involucrada en el papel citoprotector 

inducido por los ligandos Wnt3a y Wnt5a. 

 

En este estudio, se demostró que el 5FU induce apoptosis y daño al DNA en 

diferentes proporciones en los esferoides de todas las líneas de CRC utilizadas. Los 

esferoides de la línea RKO mostraron una mayor sensibilidad al 5FU, mientras que los 

esferoides de la línea metastásica SW620 exhibieron resistencia a este fármaco, de 

acuerdo con los niveles de daño en el DNA y la muerte celular detectada al término del 

tratamiento, en comparación con los esferoides de las líneas SW480 y RKO tratados 

con 5FU. Además, el 5FU indujo la entrada a quiescencia en una subpoblación celular 

en los esferoides de todas las líneas celulares, independientemente del perfil 

mutacional de cada línea celular. La entrada a quiescencia se considera un 

mecanismo de resistencia, que le permite a las células tumorales eludir la acción 

citotóxica de los quimiofármacos, cuyo principal blanco son las células en proliferación 

[227]. No obstante, las células pueden entrar en un estado, ya sea de arresto 

transitorio o profundo, y la capacidad de repoblar los tumores dependerá de su 

capacidad para salir del estado de quiescencia una vez se suspende el tratamiento. 

Las señales extrínsecas y el estatus intracelular serán determinantes al momento de 

retomar el ciclo celular, como, por ejemplo, el nivel de mitógenos, la resolución de 

focos de daño en el DNA y el balance entre la actividad de cinasas dependientes de 

ciclinas (CDKs) y sus inhibidores (p21, p27 y p57) al final de la mitosis [213, 228]. 

 

Para investigar el papel de la vía Wnt en la resistencia al 5FU, se siguieron dos 

estrategias metodológicas: (1) la estimulación de esferoides RKO con ligandos Wnt 

(Wnt3a y Wnt5a) para determinar si la activación de la vía Wnt canónica y la vía 

Wnt/Ca2+ promueve supervivencia celular durante el tratamiento con 5FU. (2) 

Inhibición de la vía Wnt canónica en esferoides de líneas celulares que exhiben de 

manera constitutiva la activación de esta vía. 
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Los ligandos Wnt promueven supervivencia celular frente al 5FU 

 

De acuerdo a los datos obtenidos durante la primera estrategia metodológica, tanto el 

ligando Wnt3a como Wnt5a favorecen la supervivencia celular en esferoides de RKO 

que exhibieron sensibilidad al 5FU. Aunque ambos ligandos contrarrestaron 

parcialmente la disminución de la expresión de ciclina D1, survivina y Bcl2 causada 

por el tratamiento con 5FU, solo el ligando Wnt3a promovió la estabilización de β-

catenina y su actividad co-transcripcional. Esto sugiere que Wnt5a favorece la 

supervivencia celular mediante la activación de vías Wnt no canónicas. Resultados 

similares se observaron en los esferoides de la línea celular HT29, las cuales a pesar 

de presentar una mutación en el gen APC requieren de Wnt3a para inducir una alta 

activación de la vía Wnt canónica [155]. Esto es consistente con el aumento de los 

niveles de β-catenina (forma no fosforilada) y Axin2 detectados en respuesta al 

estímulo con Wnt3a en los esferoides de esta línea celular. 

 

En concordancia con estos hallazgos, varios estudios indican que la activación de β-

catenina/TCF participa en la quimioresistencia al inducir la transcripción de sus genes 

blanco, que incluyen genes que codifican transportadores ABC, proteínas involucradas 

en la reparación del DNA y regulación del ciclo celular [177, 180]. Lo anterior les 

otorga a las células la capacidad de sobrevivir ante condiciones subóptimas y, 

posteriormente, proliferar una vez las condiciones sean favorables. En este sentido, 

Cho et al. (2020) demostraron que el 5FU induce la activación de la vía Wnt canónica 

mediante la inducción transcripcional de WNT3A por p53 (wt) en las células tumorales 

residuales, lo que promueve la adquisición de un fenotipo troncal y la activación de las 

CSCs después del tratamiento farmacológico [158]. Además, la inhibición de la 

estabilización de β-catenina mediante el bloqueo de la secreción de Wnt3a con el 

inhibidor de porcupina LGK-974, suprimió la activación de las CSCs y redujo la tasa de 

crecimiento de los tumores después de la suspensión del tratamiento farmacológico 

[158].  

 

Aunque la supresión de la secreción de ligandos Wnt bloquea la activación de la vía 

Wnt canónica y, por ende, la activación de las CSCs, los inhibidores de porcupina 

también pueden inhibir la activación de las vías Wnt no canónicas implicadas en 

proliferación, migración e invasión celular [136, 170, 200]. Además, recientemente un 

estudio realizado en nuestro laboratorio demostró la importancia de la vía 

Wnt/Ca2+/NFAT en la autorrenovación de las CSCs de líneas celulares de CRC [173]. 

Esto sugiere que la inhibición de esta vía podría obstaculizar el mantenimiento de las 

CSCs y sensibilizar a las células a la quimioterapia. Sin embargo, a pesar de que 

nuestros resultados indican que Wnt3a y Wnt5a pueden regular positivamente a 

NFAT1 y NFAT2 en los esferoides de RKO en ausencia del 5FU, su inhibición con el 

péptido 11R-VIVIT atenuó la muerte inducida por el 5FU, independientemente del 

estímulo con los ligandos Wnt. Estos resultados sugieren que la activación de NFAT 

podría no tener un papel relevante en la supervivencia inducida por los ligandos Wnt 

durante la quimioterapia, y contrario a lo esperado, su activación puede estar 

involucrada en la muerte celular inducida por el 5FU. 
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Estudios previos en CRC y otros tejidos han reportado que los NFATs no contribuyen 

necesariamente a los mismos procesos celulares, lo cual podría depender de la 

asociación con otros factores de transcripción y del tipo celular [147]. En relación al 

papel de los NFATs en la regulación de apoptosis y supervivencia celular, se ha 

informado que NFAT1/2 regulan positivamente los niveles de TRAIL y FasL, los cuales 

activan receptores de muerte para promover apoptosis [229, 230]. Esto es acorde a lo 

reportado por Han S. et al. (2017), quienes observaron que el co-tratamiento con 

temozolamida y litio indujo apoptosis mediante la activación de NFAT1/FasL en células 

de glioblastoma que expresan la forma silvestre de TP53 (wt) [231]. Resultados 

similares fueron observados por Ding W. et al. (2016), quienes detectaron que la 

proteína p53 (wt) indujo la expresión de NFATC2 (que codifica para NFAT1) en 

respuesta al daño citotóxico inducido por sulfuro de arsénico y, simultáneamente 

redujo los niveles de NFAT3 y NFAT4. En contraste, el silenciamiento de NFATC3 

(que codifica para NFAT4) promovió la estabilización de p53, indicando un circuito de 

regulación negativa entre estos dos factores de transcripción en la línea celular 

HCT116 de CRC [232]. Asimismo, aparte de controlar los niveles de p53, NFAT4 

parece ser esencial para conservar la capacidad clonogénica y la proliferación celular 

in vivo de estas células [232].  

 

Por otro lado, la proteína p53 (wt) también puede regular indirectamente la actividad 

de NFAT1 mediante la inducción transcripcional de PRODH (que codifica para prolina 

oxidasa). Un estudio previo demostró que la prolina oxidasa promueve la movilización 

de calcio intracelular y la activación de calcineurina mediante la generación de 

especies reactivas de oxígeno, lo que resulta en la activación de NFAT1 y la inducción 

de apoptosis en células de cáncer de ovario y de CRC tratadas con etopósido [233]. 

No obstante, se ha informado que la sobreexpresión de NFATC2, puede prevenir la 

respuesta inducida por p53 en respuesta al daño al DNA en cáncer de mama, 

mediante la inducción transcripcional de MDM2, regulador negativo de p53 (wt) [234]. 

Asimismo, en cáncer de páncreas se ha reportado que la inhibición de NFAT1 y MDM2 

sensibiliza a las células a la quimioterapia [235]. 

 

En conjunto, estos estudios indican que los NFATs pueden ser regulados de manera 

diferencial y desempeñar funciones opuestas dependiendo del contexto celular. 

Aunque en este estudio no se evaluó si el 5FU induce cambios en los niveles de los 

NFATs, es plausible que p53, en respuesta al daño inducido por 5FU, promueva la 

activación de NFAT1 en esferoides de RKO. Esto podría explicar la disminución de los 

niveles de PARP escindida en los esferoides tratados con el péptido 11R-VIVIT.  

 

Debido a que no se hallaron datos que respalden la hipótesis de que la vía 

Wnt/Ca2+/NFAT favorece la supervivencia celular durante el tratamiento con 5FU, el 

efecto citoprotector inducido por Wnt3a en los esferoides de las líneas celulares RKO y 

HT29 se podría explicar parcialmente por la activación de la vía Wnt canónica, 

mientras que Wnt5a podría inducir la activación de otros efectores no canónicos, como 

SNAI1 [200], AKT [196, 199, 236] y YAP [237]. De igual forma, no se descarta la 
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posibilidad de que otros efectores dependientes de calcio también contribuyan al 

efecto citoprotector de Wnt3a y Wnt5a. 

 

Evidencia en otros tipos de cáncer sugieren que la activación de PKC y CAMKII 

podrían mediar el efecto citoprotector de Wnt5a. Por ejemplo, la activación de PKC y 

CAMKII se ha asociado con la regulación positiva de ABCB1 en células de cáncer 

renal [238] y cáncer de ovario [239] resistentes a doxorubicina. Además, Fang et al. 

(2024) demostraron que la secreción de Wnt5a por parte de fibroblastos asociados al 

tumor, incrementó la resistencia a carboplatino mediante la activación de CREB1 en 

células de cáncer de ovario [240]. La activación de CREB fue esencial para el 

mantenimiento de la población de CSCs, caracterizadas por su mayor capacidad de 

formación de esferoides. En contraste, la inhibición de Wnt5a incrementó la actividad 

antineoplásica de carboplatino y suprimió el enriquecimiento de células con fenotipo 

troncal durante el tratamiento farmacológico. Teniendo en cuenta esta evidencia, 

queda por investigar si los ligandos Wnt pueden activar simultáneamente varios 

efectores en los esferoides de RKO y si su activación contribuye a la supervivencia 

celular independientemente de la activación de la vía Wnt canónica. 

 

 

Inhibición de la vía Wnt canónica promueve supervivencia celular frente al 5FU, 

pero afecta negativamente el fenotipo troncal de líneas celulares de cáncer 

colorrectal que muestran activación constitutiva de esta vía  

 

Nuestros resultados sugieren que la activación de β-catenina/TCF por Wnt3a en 

esferoides de RKO y HT29 podría explicar, al menos en parte, el efecto citoprotector 

de este ligando en una subpoblación celular presente en los esferoides tratados con 

5FU. Además, un estudio previo reportó que la inhibición de la señalización Wnt3a/β-

catenina suprime el enriquecimiento de células con fenotipo troncal durante el 

tratamiento con 5FU y la posterior reconstitución de los tumores [158]. Esta evidencia 

respalda la hipótesis de que la inhibición de la vía Wnt canónica podría ser una 

potencial estrategia terapéutica para aumentar la muerte inducida por la quimioterapia 

y suprimir la adquisición de un fenotipo troncal durante el tratamiento farmacológico. 

 

Sin embargo, en contraposición a esta hipótesis, en este estudio se encontró que la 

inhibición de la actividad transcripcional de β-catenina/TCF, ya sea mediante la 

expresión de una dominante negativa para TCF4 (dnTCF4) o la utilización del inhibidor 

farmacológico Adavivint en combinación con 5FU, contrarrestó el daño al DNA y la 

pérdida de la viabilidad celular inducida por 5FU en esferoides de SW620. Asimismo, 

el inhibidor Adavivint redujo el daño al DNA y la inducción de apoptosis en los 

esferoides de varias líneas celulares que presentan activación constitutiva de β-

catenina/TCF debido a mutaciones en APC o CTNNB1. Aunque el 5FU promovió la 

entrada a quiescencia de una subpoblación celular presente en los esferoides, el pre-

tratamiento con Adavivint no anuló este efecto y, adicionalmente, incrementó la 

proporción de células en G2/M, lo que sugiere un retraso en la progresión del ciclo 

celular. Un arresto transitorio en la fase Go y G2 podría favorecer la reparación del 
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daño al DNA, y explicaría la disminución de los niveles de p-γH2AX observados en los 

esferoides tratados con Adavivint+5FU. La supresión del punto de control en G2 con 

inhibidores de las cinasas CHK1/CHK2 podría superar este efecto y conllevar a la 

acumulación de daño en el DNA seguido de apoptosis [40, 41, 241]. Se requieren 

estudios adicionales para someter a prueba esta hipótesis y evaluar el efecto de la 

inhibición de la vía Wnt canónica en la activación de mecanismos de reparación del 

DNA en la subpoblación de CSCs presente en los esferoides. 

 

Asimismo, la inhibición de la vía Wnt/β-catenina con Adavivint puede favorecer la 

acumulación de células en fase G2, posiblemente al ocasionar una disminución de la 

expresión de CCNA2, CDC25A y CDC25C, genes blancos de β-catenina/TCF/LEF 

[242, 243]. Las proteínas ciclina A y CDC25C son reguladores positivos de la 

progresión del ciclo celular durante las fase S y G2/M, y su reducción causa un 

bloqueo del ciclo celular [243], mientras que CDC25A desempeña un papel crucial 

durante la transición en G1/S y G2/M al eliminar la fosforilación inhibitoria que controla 

la actividad de varias cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) a lo largo del ciclo 

celular. Esto es consistente con la disminución de la forma activa de CDK2 (p-CDK2 

Thr160) en los esferoides tratados con Adavivint. En concordancia con esta idea, Ding 

et al. (2014) demostró que la transcripción de genes durante la fase S-G2 es, al menos 

parcialmente, mediada por el complejo trasncripcional β-catenina/TCF, y su inhibición 

obstaculiza la progresión a través de la fase G2/M de células de CRC [244]. 

Resultados similares se han reportado en cáncer nasofaríngeo [245], osteosarcoma 

[246], cáncer de mama [247] y en otros estudios en células de CRC [248, 249], donde 

la inhibición de la vía Wnt canónica induce arresto en la fase G2, comprometiendo así 

la progresión del ciclo celular y la supervivencia celular. Sin embargo, en este trabajo, 

la inhibición con Adavivint disminuyó la muerte y daño al DNA inducidos por 5FU, lo 

cual probablemente se deba a la eficiente reparación del DNA en poblaciones 

celulares con fenotipo troncal [48]. 

 

Por otro lado, aunque la inhibición de la vía Wnt canónica promovió la supervivencia 

celular en esferoides tratados con 5FU, su inhibición impactó negativamente 

características troncales, como la clonogenicidad y el nivel de proteína de varios 

marcadores asociados con troncalidad como CD133, CD44v6, SOX2 y OCT4 en 

esferoides de SW480 y SW620, aparentemente en dependencia del grado de 

malignidad de las células tumorales. Además, la autofagia fue alterada por el 

tratamiento Adavivint+5FU, lo cual ha sido directamente asociado con la supresión de 

características troncales en CRC y menos tolerancia al estrés celular [225, 250, 251]. 

Se necesitarían estudios adicionales para comprender el efecto a largo plazo de la 

alteración de la autofagia por el tratamiento combinado en comparación con el 

tratamiento individual con 5FU y Adavivint. 

 

A pesar del efecto negativo del tratamiento Adavivint+5FU en el fenotipo troncal de las 

células de los esferoides de SW620, una pequeña subpoblación celular tolerante al 

tratamiento combinado persistió por 40 días y mostró un incremento de la expresión de 

SOX2, consistente con la reactivación de esta población residual capaz de formar 

esferoides. Este fenómeno sugiere la activación de un mecanismo alternativo que le 
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permite a las células sobrevivientes persistir durante y después del tratamiento 

farmacológico. En ese sentido, Álvarez-Varela et al. (2022) revelaron que la regulación 

negativa de genes blanco de la vía Wnt/β-catenina forma parte de un mecanismo 

adaptivo que le permite a las células tumorales sobrevivir durante la quimioterapia. 

Asimismo, este mecanismo de adaptación se caracterizó por la adopción de un 

fenotipo de baja proliferación y la inducción de un programa transcripcional regulado 

por el coactivador transcripcional YAP [120], reconocido por su papel en la inducción 

de un programa de regeneración en el epitelio intestinal [252]. Hallazgos similares 

fueron obtenidos por Wu C et al. (2022), quienes al estudiar cómo las características 

de las células iniciadoras de tumores pueden fluctuar ante cambios en el 

microambiente, durante la diseminación hacia órganos distantes, e incluso durante la 

quimioterapia, encontraron que un ambiente estresante induce la adquisisción de un 

fenotipo transitorio que le permite a una subpoblación celular tolerar el estrés del 

aislamiento y formar nuevas colonias mediante la creación de su propio nicho [253]. 

Aunque las CSCs han sido caracterizadas por poseer inherentemente resistencia a 

diferentes tipos de estrés, este grupo de investigadores observaron que algunas 

células no troncales podrían sufrir un proceso de reprogramación adaptativa que les 

permite sobrevivir ante condiciones subóptimas y contribuir a la reconstitución del 

tumor. 

 

Respecto a las diferencias observadas entre el uso del Adavivint y la expresión de la 

dnTCF4 para inhibir la vía Wnt canónica, es necesario tener en cuenta que el Adavivint 

mediante la inhibición de la cinasas nucleares CLK2 y CLK3, ocasiona la formación de 

transcritos inestables de genes relacionados con la vía Wnt, entre los que se incluyen 

genes blanco de β-catenina/TCF como MYC, BIRC5, AXIN2, así como receptores 

FDZ, genes codificantes de las proteínas DVL y los factores de transcripción TCF/LEF 

[218, 254]. Por lo tanto, el Adavivint puede alterar no solo la expresión de genes 

regulados por TCF4, sino también de TCF1 y LEF1, evitando así el posible efecto 

compensatorio de estos factores de transcripción cuando únicamente se bloquea la 

transcripción de genes regulados por TCF4, mediante la expresión de la dominante 

negativa. Esto explicaría el efecto discreto de la dnTCF4 en la progresión del ciclo 

celular, la ausencia de cambios significativos en los niveles de survivina y de p-CDK2 

en los esferoides de SW620, en contraste al efecto inducido por Adavivint. 

 

Sin embargo, dado que el Adavivint puede inhibir otras cinasas, y que las cinasas CLK 

están activamente involucradas en la formación del espliceosoma, no se puede 

descartar el impacto de este compuesto en otras vías de señalización que podrían 

explicar el efecto global del tratamiento con Adavivint. Por ejemplo, Deshmukh V et al. 

(2019) demostraron que el Adavivint también altera la actividad de STAT3, NFκB y 

FOXO1, lo cual reduce procesos inflamatorios y mejora la función de los condrocitos 

durante el tratamiento de la osteoartritis [218]. 

 

En varios tipos de cáncer, CLK2 correlaciona positivamente con un peor pronóstico de 

la enfermedad [255]. Especificamente en CRC, Zhou et al. (2022) encontraron que la 

alta expresión de CLK2 está asociada con un fenotipo más agresivo y la activación de 

la vía Wnt/β-catenina; mientras que su deficiencia suprime la proliferación, la migración 
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e invasión celular [256]. Incluso, Funnell et al. (2017) reportaron que la inhibición de 

varias proteínas CLK (CLK1/2/3) con el fármaco T3 ocasiona arresto en la fase G2/M y 

apoptosis celular, mediante la modificación del empalme alternativo de varios 

transcritos de genes involucrados en ciclo celular, reparación del DNA, procesamiento 

del RNA y modificación de la cromatina [257]. En glioblastoma, el silenciamiento de 

CLK2 induce arresto celular mediante la vía de señalización AKT/FOXO3a/p27 [258]. 

En consistencia con esta evidencia, en nuestro estudio la inhibición de CLK2 con 

Adavivint estaría afectando negativamente la proliferación y el fenotipo troncal de las 

poblaciones celulares en los cultivos de esferoides, en parte mediante la inhibición de 

la vía Wnt canónica. 

 

En resumen, la activación de la vía Wnt canónica mediante ligandos Wnt o debido a 

mutaciones en APC o CTNNB1, promueve resistencia al 5FU en cultivos de esferoides 

enriquecidos de CSCs. Esto en parte se logra mediante la regulación positiva de 

proteínas antiapoptóticas y el mantenimiento de características troncales. Sin 

embargo, dado que también se observó que la inhibición de esta vía disminuyó la 

muerte por apoptosis y el daño al DNA inducido por el 5FU, se sugiere precaución a la 

hora de utilizar inhibidores de esta vía como estrategia terapéutica, ya que la 

activación de mecanismos alternativos puede favorecer la tolerancia a la terapia 

dirigida. De hecho, según algunos informes en CRC, las células tumorales pueden 

perder su "adicción" a la vía Wnt/β-catenina mediante la activación de la vía Hedgehog 

[189] y la activación de YAP [259], lo que permitiría superar la dependencia de β-

catenina/TCF. Además, otros autores han mostrado que aunque la represión de la vía 

Wnt/β-catenina podría reducir inicialmente el crecimiento tumoral, también podría 

conducir a un aumento de la capacidad migratoria, invasiva y metastásica de las 

células tumorales [190, 260, 261].  

 

Por lo tanto, esta plasticidad celular subraya la necesidad de comprender los 

mecanismos adaptativos que pueden surgir durante el tratamiento antineoplásico con 

el fin de desarrollar estrategias terapéuticas más efectivas y evitar la progresión del 

cáncer y recurrencia de la enfermedad. 
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8. CONCLUSIONES 
 

 

 El 5-FU induce muerte celular, daño al DNA y entrada a quiescencia en esferoides 

de las líneas celulares de CRC evaluadas, pero en diferentes proporciones para 

cada una. La línea celular metastásica SW620 presenta mayor resistencia al 5FU 

y capacidad de proliferar después del tratamiento farmacológico. 

 

 Los ligandos Wnt3a y Wnt5a promueven supervivencia celular en poblaciones 

celulares con fenotipo troncal/progenitor enriquecidas en los cultivos de 

esferoides. El efecto del ligando Wnt3a es parcialmente explicado por la activación 

de la vía Wnt/β-catenina, mientras que, el ligando Wnt5a estimula vías no 

canónicas que regulan los niveles de survivina y Bcl2. 

 

 Aunque los ligandos Wnt3a y Wnt5a incrementan los niveles de NFAT1 y NFAT2, 

su efecto citoprotector ante el 5FU parece ser independiente de la actividad de las 

proteínas NFAT.  

 

 La inhibición de la vía Wnt/β-catenina aunque disminuye la muerte inducida por el 

5FU en esferoides de líneas celulares de CRC, su inhibición con Adavivint induce 

un efecto citostático severo que compromete la capacidad clonogénica y 

disminuye la expresión de marcadores asociados a troncalidad.  

 

 El tratamiento combinado (Adavivint+5FU) seleccionó una subpoblación tolerante 

en los esferoides de la línea celular SW620, la cual tiene la capacidad de retomar 

el ciclo celular, recuperar los niveles de SOX2 y formar esferoides después del 

tratamiento farmacológico. 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo, en general se puede 

concluir que la activación de la vía Wnt canónica frente a la acción farmacológica del 

5FU, favorece la supervivencia celular de poblaciones con fenotipo troncal/progenitor 

enriquecidas en cultivos de esferoides mediante la expresión de proteínas 

antiapoptóticas y mantenimiento de características asociadas con troncalidad. No 

obstante, mecanismos adaptativos durante la terapia pueden promover tolerancia al 

tratamiento y la persistencia de una subpoblación celular. 
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9. PERSPECTIVAS 
 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo se plantean las siguientes 

perspectivas: 

 

1. Determinar si el estímulo crónico con ligandos Wnt3a y Wnt5a interfiere con el 

efecto del 5FU en la progresión del ciclo celular durante y después del tratamiento 

farmacológico en esferoides de células de CRC (RKO, SW480, SW620). 

 

2. Dado que el uso de 11R-VIVIT inhibe la actividad de los NFATs (1-4), y a que el 

tratamiento con este inhibidor disminuyó la muerte inducida por 5FU 

independientemente del estímulo con ligandos Wnt, se recomienda determinar si el 

5FU promueve apoptosis mediante la activación de los NFATs, así como evaluar si 

la inhibición específica de cada miembro de esta familia puede alterar la 

citotoxicidad del 5FU en esferoides de RKO y esferoides de otras líneas celulares.  

 

3. Determinar si los ligandos Wnt inducen la activación de otros efectores a parte de 

las proteínas NFATs río abajo de la activación de PLC/Ca2+, como PKC y CAMKII, y 

evaluar si contribuyen a la supervivencia celular durante el tratamiento con 5FU. 

 

4. Teniendo en cuenta que la inhibición de la vía Wnt canónica mediante la expresión 

de dnTCF4 y el compuesto Adavivint reduce el daño al DNA inducido por 5FU en 

esferoides de líneas celulares de CRC, que exhiben altos niveles de activación de 

esta vía de señalización, sería necesario evaluar si la inducción de mecanismos de 

reparación del DNA, por ejemplo, por la activación de los ejes de señalización 

ATM/CHK2 y ATM/CHK1, podrían estar mediando esta respuesta. 

 

5. Debido a que el inhibidor Adavivint induce diferentes grados de respuesta entre los 

esferoides de las líneas celulares SW480 y SW620 que particularmente provienen 

del mismo paciente, sería plausible determinar a nivel global la respuesta diferencial 

ante el tratamiento sólo con Adavivint y el tratamiento combinado con 5FU mediante 

análisis de transcriptoma por RNA-seq, con el objetivo de dilucidar mecanismos 

adaptativos diferenciales, y la posible alteración de otras vías de señalización 

independiente de β-catenina/TCF, que pueda explicar el efecto global de este 

inhibidor. 

 

6. Profundizar en el efecto de la inhibición de la vía Wnt canónica en la autofagia, y 

particularmente, el impacto del Adavivint en combinación con 5FU en la activación 

de la autofagia durante el tratamiento a corto plazo, así como su efecto a largo 

plazo en el mantenimiento de características troncales y supervivencia celular 

durante el post-tratamiento. 
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7. Caracterizar la población celular residual en los esferoides de SW620 tratados con 

Adavivint+5FU, que tienen la capacidad de formar esferoides después de un 

periodo de latencia. Además, sería importante evaluar si en otras células tumorales 

metastásicas se reproduce este efecto y determinar su grado de dependencia de la 

vía Wnt canónica. 
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Abstract: The presence of cancer stem cells (CSCs) has been associated with the induction of drug
resistance and disease recurrence after therapy. 5-Fluorouracil (5FU) is widely used as the first-line
treatment of colorectal cancer (CRC). However, its effectiveness may be limited by the induction
of drug resistance in tumor cells. The Wnt pathway plays a key role in the development and CRC
progression, but it is not clearly established how it is involved in CSCs resistance to treatment.
This work aimed to investigate the role played by the canonical Wnt/β-catenin pathway in CSCs
resistance to 5FU treatment. Using tumor spheroids as a model of CSCs enrichment of CRC cell lines
with different Wnt/β-catenin contexts, we found that 5FU induces in all CRC spheroids tested cell
death, DNA damage, and quiescence, but in different proportions for each one: RKO spheroids were
very sensitive to 5FU, while SW480 were less susceptible, and the SW620 spheroids, the metastatic
derivative of SW480 cells, displayed the highest resistance to death, high clonogenic capacity, and
the highest ability for regrowth after 5FU treatment. Activating the canonical Wnt pathway with
Wnt3a in RKO spheroids decreased the 5FU-induced cell death. But the Wnt/β-catenin pathway
inhibition with Adavivint alone or in combination with 5FU in spheroids with aberrant activation
of this pathway produced a severe cytostatic effect compromising their clonogenic capacity and
diminishing the stem cell markers expression. Remarkably, this combined treatment also induced the
survival of a small cell subpopulation that could exit the arrest, recover SOX2 levels, and re-grow
after treatment.

Keywords: canonical Wnt signaling; colon cancer; cancer stem cells; chemoresistance; quiescence
induction; tumor spheroids

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the cancers with the highest incidence (occupying the
third position) and the second position in mortality percentage worldwide (Globocan 2020).
5-Fluorouracil (5FU) remains the most common chemotherapeutic drug used in the fight
against CRC, either alone or in combination with other medications. Although patients
show an initial response to 5FU-based therapy, many of them no longer respond; residual
tumoral cells re-gain proliferative capacity and repopulate the tumor, resulting in disease
relapse [1–3]. In this regard, it has been reported that more than 40% of patients show
resistance to 5FU [4], but the mechanisms involved in resistance promotion in residual
cancer cells are not fully understood [4,5].

Cancer stem cells (CSCs) represent a cell subset with characteristics similar to healthy
stem cells, such as self-renewal capacity, but with tumor-initiating ability and high invasive
capacity. One of the most important CSC properties is their ability to resist conventional
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therapies [6]. Among the mechanisms that allow them to resist treatment are the high
expression of multidrug resistance genes, such as the ATP-binding cassette transporter
proteins, increased anti-apoptotic protein expression, and more efficient DNA damage
repair machinery. But probably the most efficient way to resist therapy mainly directed to
eliminate proliferating cells is their ability to enter a quiescent state, in which, apart from
this, the tumoral cell can avoid DNA damage induced by the conventional antiproliferative
agents [7]. Finding new ways to eradicate the CSCs subpopulation is then of paramount
importance. Still, it demands understanding the cellular and molecular mechanisms that
allow CSCs to face cytotoxic stress.

The Wnt signaling is one of the main pathways regulating stemness in healthy and
cancer cells [8,9]. Wnt ligands in the stem cell niche can activate different Wnt pathways,
canonical β-catenin-dependent, and non-canonical β-catenin-independent signaling path-
ways. Wnt pathways control cell proliferation, survival, migration, and invasiveness. But
only the canonical pathway has been directly linked to the maintenance of the stem cell
phenotype in CRC. The non-canonical pathway’s role in cancer stem cells remains poorly
understood [10]. Experimental evidence in different cancers has shown that canonical Wnt
inhibition may sensitize tumoral cells to conventional therapy [11,12], which allows for
overcoming resistance. On the other hand, it has also been reported that aberrant Wnt
signaling confers resistance to targeted or standard anti-cancer therapies by several mecha-
nisms. These include maintaining the cancer stem cell population, favoring transcriptional
plasticity, improving DNA damage repair, and inducing immune evasion [13].

The main objective of this study was to investigate the role played by the canonical
Wnt/β-catenin pathway in CSCs resistance to 5FU treatment in colon tumor spheroids,
an in vitro model characterized by the enrichment of cells with a stemness phenotype.
Our findings indicate that 5FU alone induces in all CRC spheroids tested cell death, DNA
damage, and quiescence, but in different proportions for each one. We also found that
the activation of canonical Wnt signaling promotes survival in different spheroid cell
contexts, which counteracts the negative effects induced by 5FU. Notably, in CSCs with
aberrant canonical Wnt activation, the combined treatment of 5FU with a canonical Wnt
inhibitor produced severe cytostatic effects via the induction of a G0 arrest and G2 phase
accumulation. Despite this, a small CSC population could exit the arrest and re-grow after
treatment. Our data suggest, therefore, that canonical Wnt signaling is involved in inducing
CSCs resistance to 5FU treatment, but that in addition, other mechanisms besides canonical
Wnt signaling are involved in CSCs survival promotion.

2. Results
2.1. Tumor Spheroid Culture Is Enriched in CSCs and Serves as a Model for CSCs Study

Spheroids culture has been widely used to study cancer stem cells since their en-
richment has been demonstrated in these cultures that favor the stem cells’ ability for
anchorage-independent growth in a clonal density and serum-free medium [14–16]. Many
studies have reported that CRC cancer cells in spheroids express markers associated with
stemness phenotypes such as CD133, CD44, CD44v6, CD166, and Lgr5 [17–20], the latter
widely used to study CRC cancer stem-like cells both in in vitro and in vivo models [21,22].
To validate our model, we compared the cell surface expression of Lgr5, CD133, CD44,
and Cd44v6 between monolayer cultures (2D cultures) and second-generation spheroids
on the 11th day of forming spheroids. We found that spheroids showed a heterogeneous
expression of these CSCs markers depending on the CRC cell line tested. Overall, spheroids
exhibit an increased expression of Lgr5 and CD133 at the cell surface (Figures 1C and 1F,
respectively), while the total levels of CD44 and CD44v6 did not change compared with
cells grown in 2D cultures (Figures 1B and 1E, respectively). Remarkably, SW480 and RKO
spheroids showed a higher proportion of CD44+Lgr5+ double-positive subpopulation than
2D cultures (Figure 1A,D). In SW620 spheroids, we only observed an increase of 2.5-fold
in the Lgr5+CD44− subpopulation compared to 2D culture, without showing changes in
Lgr5 and CD44 total expression levels. The meaning of these changes in subpopulation
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distribution in SW620 spheroids compared to 2D cultures is unclear. Several studies have
reported that CSCs surface marker expression is dynamic and can fluctuate in response to
the tumoral microenvironment [23–26].
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Figure 1. Spheroids as a model of cancer stem cells (CSCs) enrichment of CRC cell lines. (A–G) Com-
parative expression of surface markers associated with stemness in second-generation spheroids
compared to monolayer cultures (2D) in RKO, SW480, and SW620 cell lines. The proportions of
CD44 (B), Lgr5 (C), CD44v6 (E), CD133 (F,G), CD44+Lgr5+, and CD44−Lgr5+ subpopulations (A,D)
were measured by flow cytometry. (H) Quantification of the spheroid formation efficiency (SFE
%) of the RKO, SW480, and SW620 cell lines throughout four consecutive generations. Data are
represented as the mean values ± SEM of at least three independent experiments. (B–F) Student’s
t-test; (G) One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparisons. * p < 0.05; ** p < 0.001;
*** p < 0.0001; **** p < 0.00001.
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Additionally, we examined the self-renewal ability of the cells cultured in spheroids
by assessing spheroid formation efficiency through serial passages (four generations). As
shown in Figure 1H, the spheroids cultures from all the cell lines tested contain a subpopu-
lation with unlimited self-renewal ability, which is consistent with the CSC phenotype [16].
The spheroid-forming efficiency (SFE) of RKO and SW480 cell lines increased from the
second generation, but only SW480 cells exhibited a significant increase. Although SW620
cells showed a slight reduction in SFE along the passages, it was not statistically significant.
These results indicated that spheroids culture is an optimum in vitro model to study cancer
stem-like cells.

2.2. 5FU Induces Cell Cycle Arrest in CRC Spheroids

To evaluate the 5FU-induced cytotoxicity in CRC spheroids, we treated established
spheroids with increasing concentrations of 5FU for 72 h. Figure 2A shows that both SW480
and SW620 spheroids show resistance to 5FU, while RKO spheroids exhibit sensitivity ac-
cording to cell viability analysis. 5FU induced cell death and DNA damage in the spheroids
of all cell lines tested, but RKO spheroids showed higher levels of cleaved-PARP (c-PARP)
and p-γH2AX (Ser139) as apoptosis and DNA damage markers, respectively (Figure 2B),
followed by SW480 spheroids and SW620 spheroids. Regardless of the mutational status of
cell lines, 5FU increased the proportion of cells in a quiescent state (Go phase of the cell
cycle) as measured by the non-expression of Ki67, a cell proliferation marker (Figure 2C).
Moreover, RKO spheroids showed a decrease in the G2/M phase after 72 h of 5FU treatment
(p < 0.001) as a consequence of the cell cycle arrest (Figure 2C). In addition, p-CDK2 levels
decreased, and p21 levels increased significantly in RKO spheroids due to increasing levels
of p53 (wild-type) in response to 5FU-induced DNA damage (Figure 2D). Surprisingly, we
detected high basal levels of p21 in SW480 spheroids compared to SW620 spheroids, and
5FU treatment only decreased them in SW480 spheroids. Thus, these data suggest that
5FU-induced cell cycle arrest in Go in SW480 and SW620 spheroids is probably via other
CDK inhibitors (Figure 2D). These results could explain a minor capacity for regrowth
post-5FU treatment (5FU-free time) under anchorage-dependent conditions (Figure 3C)
and the absence of cell division under anchorage-independent conditions after 21 days of
incubation (Figure 3B). In addition, as can be seen in Figure 2D, SW620 spheroids were
the only ones that showed an increase in p-CDK2 levels. This result was consistent with
the higher clonogenic capacity they displayed under anchorage-dependent conditions
(Figure 3C) and the emergence of several clones observed on the 21st day of incubation
under anchorage-independent conditions during 5FU post-treatment time compared to
other cell lines (Figure 3B).

Additionally, because of the detection of low or no regrowth as spheroids in all cell
lines after 5FU treatment, we evaluated cell viability on the 21st day of incubation. We
found that only 18% of RKO cells and 27% of SW480 cells were still viable, in contrast
with 66% of SW620 cells (Figure 3B). This result, along with the limited size of clones of
SW480/SW620 and the non-proliferation of RKO cells at the end of the assay compared
to established spheroids derived from control cells on the 7th-day post-treatment, reflect
a deep cell cycle arrest in RKO cells and a slow-cycling phenotype of survival cells during
post-treatment time in SW480 and SW620 cells.

Altogether these results indicated that the metastatic SW620 spheroids display the
highest resistance to 5FU, as they exhibit lower cell death and DNA damage compared
to spheroids of the other cell lines. In addition, and remarkably, their capacity to re-grow
and survive post-treatment is much higher than that of RKO and SW480 tumor spheroids.
These abilities would be related to a greater probability of recurrence.
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Figure 2. 5FU induces cell death and cell cycle arrest in CRC spheroids. (A,B) 5FU cytotoxicity
on spheroids from colon cancer cell lines (RKO, SW480, and SW620). (A) Dose–response assay
of spheroids treated with 5FU for 72 h. Cell viability was determined using the CellTiter-Glo 3D
Kit. (B) Upper panel: Representative immunoblots of cleaved PARP (cPARP) and phospho-histone
γH2AX (Ser 139) in spheroids after 72 h of treatment with 5FU or vehicle (V). α-tubulin was used
as a loading control. Lower panel: quantification of the relative expression levels of the indicated
proteins in the upper panel. (C) Upper panel: cell cycle distribution determined by Ki67 detection and
propidium iodide staining in spheroids treated with 5FU for 48 and 72 h. Lower panel: a comparative
analysis of the Go phase between spheroids treated with or without 5FU at the indicated time points.
(D) Left panel: representative immunoblots of phospho-CDK2 (Thr160) and p21 in spheroids after
72 h of treatment with 5FU or vehicle (V). α-tubulin (αTub) was used as a loading control. Right
panel: quantification of the relative expression levels of the indicated proteins in the left panel. Data
are represented as the mean values ± SEM of at least three independent experiments. Student’s t-test
* p < 0.05; ** p < 0.001.
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Figure 3. SW620 metastatic cells exhibit an increased capacity for re-grow after 5FU treatment under
independent and anchorage-dependent conditions compared to SW480 and RKO cell lines derived
from primary tumors. (A) Experimental scheme to evaluate the ability of CRC spheroid cells to
re-grow after 5FU treatment in anchorage-independent and-dependent conditions compared to
cells from spheroids treated with vehicle (V) according to methodology. Spheroids treated were
dissociated and seeded to 5000 cells/mL in low-attachment and Tissue culture-treated microplates,
respectively. (B) Left panel: Photographs of cell cultures in low-attachment microplates on the 7th,
14th, and 21st day of incubation after spheroids dissociation and cell re-seeding (scale bar: 500 µm).
Right panel: Cell viability of collected cells in these cultures was determined using AquaZombie
dye on the 21st day of incubation. Fluorescence was measured by flow cytometry. (C) Colonies
formed in high adherence surfaces (tissue culture-treated microplates) were stained with crystal
violet on the 7th, 14th, and 21st days of growth after cell re-seeding. The colony formation efficiency
(% CFE) post-5FU treatment was calculated on the 21st day. Images are representative of at least
three independent experiments.

106



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 5252 7 of 21

2.3. Wnt Pathway Stimulation Promotes Cell Survival in 5FU-Sensitive Spheroids

Given the increasing evidence suggesting the participation of the canonical Wnt
pathway in drug chemoresistance [27], we investigated whether Wnt signaling activation
by Wnt ligands favors the survival of 5FU-treated spheroids. Because the RKO spheroids
do not have a constitutive, ligand-independent canonical Wnt signaling activation and are
responsive to Wnt ligands, we treated RKO spheroids with 300 ng/mL of either Wnt3a or
Wnt5a ligands to evaluate their effect on 5FU-induced cytotoxicity. We have previously
reported that the Wnt3a ligand acts as a prototype canonical ligand, activating the β-catenin
transcriptional activity in RKO 2D cell culture [28]. As can be observed in Figure 4A, we also
detected that only Wnt3a, but non-Wnt5a, induced the β-catenin transcriptional activity
in a subpopulation of spheroids transduced with a GFP-Wnt reporter gene after 24 h of
treatment. Moreover, Wnt3a caused an increase in active β-catenin (non-phosphorylated)
levels at 24 h of treatment with a subsequent fall at 48 h (Figure 4B). Consistent with this, we
detected the increased expression of canonical β-catenin/TCF target genes, such as c-Myc,
cyclin D1, and survivin (Figure 4B). Of note, both Wnt3a and Wnt5a increased the level of
these proteins, but at different times, at 24 and 48 h, respectively (Figure 4B). Consistent
with our previous reports [28], we also observed that while Wnt3a can simultaneously
activate canonical and non-canonical Wnt/Ca2+ pathways, Wnt5a acts as a non-canonical-
prototype ligand in RKO spheroids. Wnt5a could activate Wnt/Ca2+ pathway effectors
such as the NFAT transcription factor family involved in cell cycle progression, apoptosis,
and survival [29,30].

Because we observed that Wnt ligands showed a different response over time accord-
ing to changes in the protein levels of the target genes mentioned above, we used a different
treatment protocol for each Wnt ligand in RKO spheroids. Given that Wnt3a promotes
the expression of β-catenin/TCF target genes in the short term (24 h), we treated RKO-
spheroids with an acute Wnt3a dose 1 h before the addition of 5FU (co-treatment model). In
contrast, Wnt5a treatment was performed 48 h before 5FU treatment (pretreatment model)
due to increased levels of proteins evaluated at 48 h. We found that Wnt5a did not reduce
the cell death induced by 5FU, measured by c-PARP levels, and Wnt3a only decreased
it by 20% (Figure 4C). But importantly, we found that both Wnt ligands increased the
expression of anti-apoptotic proteins such as survivin and Bcl-2 (Figure 4D) compared
to RKO spheroids treated with 5FU alone. These data, therefore, indicate that canonical
Wnt pathway activation, either by ligand (in RKO cells) or already constitutively active (in
SW480 and SW620 cells), induces the same effect in colon cancer stem cells: it counteracts
the negative effects produced in them by 5FU. This explains why SW480 and SW620 cells
are already resistant to 5FU, and RKO cells are sensitive unless Wnt3a stimulates canonical
Wnt in them.

2.4. Canonical Wnt Inhibition Favors Survival against 5FU-Induced Cytotoxicity in Spheroids
with Constitutive Active Canonical Wnt Signaling

The results obtained with RKO spheroids showing that canonical Wnt signaling activa-
tion attenuates 5FU-induced cell death suggested that inhibiting canonical Wnt signaling in
cells with constitutive activity could sensitize them to chemotherapy. To test this hypothesis,
first, we overexpressed a dominant-negative TCF4 (dnTCF4) in SW480 and SW620 cell lines
by stable transfection with the pPGS dnTcf-4(deltaN41) plasmid. As can be observed in
Figure 5, the inhibition of the β-catenin transcriptional activity mediated by the expression
of the dnTCF4 counteracted the negative effect produced by 5FU alone in cell viability
(Figure 5B). However, although there was an initial depletion in the β-catenin TOPflash
reporter activity in SW480 cells, we observed that it was restored along the passages, pos-
sibly due to a compensatory effect by the presence of other TCF/LEF proteins in these
cells, such as TCF1 [31]. Nevertheless, this effect was less in the SW620 cell line, and we
observed a low β-catenin/TCF transcriptional activity (Figure 5A) sustained along several
passages. For that reason, we only evaluated the effect of dnTCF4 expression in SW620
spheroids against 5FU-induced cytotoxicity. We found that dnTCF4 expression decreased
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the loss of cell viability (Figure 5B) and reduced by 38% the 5FU-induced p-yH2AX levels,
with no changes in p-CDK2 and survivin levels (Figure 5C,D) after 72 h of 5FU treatment
compared to 5FU-treated control spheroids derived from cells transfected with an empty
vector. Analysis of cell cycle distribution did not reveal significant changes in dnTCF4
spheroids treated with 5FU in contrast to control spheroids, apart from a G2/M phase
reduction (Figure 5E). These results suggest a slight 5FU effect on the proliferation of SW620
spheroids that express dnTCF4, but we cannot rule out the possibility of a compensation
effect from other expressed TCF proteins during spheroid formation.
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Figure 4. Wnt ligands decrease 5FU-induced death in RKO spheroids through the induction of
antiapoptotic protein expression. (A,B) Wnt3a but non-Wnt5a activate the canonical Wnt/β-catenin
pathway in RKO spheroids. (A) β-catenin/TCF-mediated transcriptional activity was determined in
RKO spheroids from sorted cells that were transduced with double-color construct TOP-GFP.mCherry
reporter. Spheroids were treated with 300 ng/mL of Wnt3a or Wnt5a for 24 h, and fluorescence was
measured by flow cytometry in dissociated spheroid cells. (B) Changes in active (non-phosphorylated)
β-catenin, c-Myc, cyclin D1, and survivin levels in RKO spheroids treated with 300 ng/mL of Wnt3a
or Wnt5a for 24 and 48 h were determined by Western blot. Ponceau Red staining for total protein
was used as loading control. Quantification of the relative levels of indicated proteins was normalized
to control. Fold change with respect to control (C 24 h or C 48 h) is shown on the top of each
band. (C,D) Left panels: representative immunoblots of the indicated proteins in RKO spheroids
treated with or without Wnt ligands under a scheme of pre-treatment or co-treatment with 5FU.
Pre-treatment: RKO spheroids were treated with 300 ng/mL of Wnt5a for 48 h and subsequently
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treated with 5FU for 72 h. Co-treatment: RKO spheroids were treated with 300 ng/mL of Wnt3a
ligand 1 h before adding 5FU. Spheroids were collected and lysed after 72 h of 5FU treatment.
Ponceau Red staining for total protein was used as a loading control. Right panels: quantification
of the relative levels of indicated proteins in the left panels. Protein levels were normalized to 5FU
treatment. Data are represented as the mean values ± SEM of at least three independent experiments.
* p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.
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Figure 5. Dominant negative TCF4 (DNTCF4) promotes cell survival in SW620 Spheroids treated 
with 5FU through decreasing DNA damage. (A) β-catenin/TCF-mediated transcriptional activity 
decreased as a result of DNTCF4 expression in SW620 cells transfected with plasmid pPGS dnTcf-
4(deltaN41). The normalized activity of the TCF reporter (TOP-Luc) is shown. Renilla luciferase 
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Figure 5. Dominant negative TCF4 (DNTCF4) promotes cell survival in SW620 Spheroids treated
with 5FU through decreasing DNA damage. (A) β-catenin/TCF-mediated transcriptional activity
decreased as a result of DNTCF4 expression in SW620 cells transfected with plasmid pPGS dnTcf-
4(deltaN41). The normalized activity of the TCF reporter (TOP-Luc) is shown. Renilla luciferase
levels were used as transfection control. (B) SW620 spheroids that express dnTCF4 were treated
with 5FU for 72 h. Cell viability was measured using the CellTiter Glo-3D Kit and compared to
spheroids derived from cells transfected with an empty vector. (C,D) Immunoblot analysis of cyclin
D1 (C), phospho-CDK2 (Th160) (C), phosphor-histone γH2AX (Ser 139) as DNA damage marker, and
survivin (D) in SW620 spheroidsdnTCF4 and control spheroids treated with or without 5FU for 72 h.
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Ponceau Red staining for total protein was used as loading control. (E) Comparative cell cycle
analysis of SW620 spheroidsdnTCF4 and control spheroids treated with or without 5FU for 72 h. Data
are represented by the mean ± SEM of at least two independent tests. One-way ANOVA followed by
Bonferroni’s multiple comparisons. * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.

To investigate the depletion impact of the other TCF proteins, we used the pharmaco-
logical inhibitor Adavivint (SM04690), a potent Wnt signaling inhibitor that acts as an ATP
competitive small molecule that reduces the expression of TCF1, TCF4 (TCF7L2), AXIN2,
and LEF1 at a post-transcriptional level through inhibition of intranuclear kinases CLK2
and DYRK1A, thus leading to an overall inhibitory effect on canonical Wnt-related gene
expression [32]. First, we evaluated the efficiency of this inhibitor in SW480 and SW620 cell
lines in 2D and spheroids cultures. The results presented in Supplementary Figure S1A
show that monolayer cultures of both cell lines treated with increasing Adavivint con-
centrations (0.03, 0.1, and 1 µM) for 48 h showed a decrease in the β-catenin, TCF1, and
TCF4 expression, and also in Wnt target gene expression such as c-Myc and Axin2, with
a higher fall in all levels of the proteins evaluated with 1 µM Adavivint. In addition, we
observed a reduction in β-catenin, TCF1, and c-Myc expression with 1 µM Adavivint at
72 h of treatment in SW620 spheroids and SW480 spheroids without changes in TCF4
levels (Figure S1C,D). The β-catenin/TCF transcriptional activity also was assessed in
spheroids of SW480TOP-GFP cells, obtaining that 1 µM Adavivint decreased 80% of the GFP
fluorescence after 72 h of treatment (Figure S1B).

According to these results, we pretreated SW480 spheroids and SW620 spheroids
with 1 µM Adavivint for 72 h, followed by 5FU treatment for the other 72 h. Surpris-
ingly, the Adavivint pretreatment reduced the apoptosis induced by 5FU (visualized as
cleaved-PARP) in spheroids of both cell lines (Figure 6A). Adavivint decreased the DNA
damage measured as p-γH2AX (Ser139) levels in SW620 spheroids with no effect on SW480
spheroids (Figure 6B). As a result of canonical Wnt signaling inhibition, the expression
of survivin, an anti-apoptotic protein, was downregulated regardless of the 5FU effect
(Figure 6C). Therefore, the data indicate that canonical Wnt signaling inhibition by Ada-
vivint enhances survival in SW480 and SW620 spheroids against 5FU-induced damage. In
addition, Adavivint pretreatment decreased the p-CDK2 levels in spheroids of both cell
lines but only caused a significant increase in p21 in SW620 spheroids (3.5-fold compared
to control), whereas 5FU-induced p21 depletion in SW480 spheroids was not significantly
decreased by Adavivint (Figure 6D). These results indicate that canonical Wnt inhibition
could disturb the cell cycle and impose a slow-proliferative phenotype.

We next analyzed the cell cycle distribution only in cells from SW620 spheroids
due to the overall impact of Adavivint on 5FU-chemoresistance, the metastatic cell line
that exhibits higher resistance to 5FU compared to spheroids of the other cell lines, as
we described before. Adavivint pretreatment did not induce changes in quiescent cell
subpopulation (Go phase) compared to spheroids treated with 5FU alone, as we expected.
In contrast, independent of the 5FU stimulus, Adavivint treatment increased the proportion
of cells in the S and G2/M phases (Figure 6E). Considering the reduction in p-CDK2,
a proliferation marker, and the increase in p21 in SW620 spheroids in conjunction with the
changes in the cell cycle distribution, the data suggest that Adavivint causes a delay in
the cell cycle at the S and G2 phases compared to the control, rather than reinforce the cell
cycle arrest induced by 5FU. G2-phase delaying would favor DNA repair before mitosis
and improve survival under endogenous and 5FU-induced damage [33–35].
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 Figure 6. Canonical Wnt pathway inhibition in CRC spheroids increases 5FU resistance by de-
creasing cell death and inducing cell cycle arrest. SW480 spheroids and SW620 spheroids were
pre-treated with or without 1 µM Adavivint for 72 h and subsequently with or without 5FU for
72 h. (A–D) Representative immunoblots of indicated proteins in SW480 spheroids and SW620
spheroids treated with the same conditions as described in (A). Ponceau red staining was used
as a loading control (left panels). Quantification of the relative levels of indicated proteins was nor-
malized to control-treated with vehicles of Adavivint and 5FU (right panels). (E) Cell cycle analysis
of SW620 spheroids treated with the same conditions as described in (A). Data are represented by
the mean ± SEM of at least three independent tests. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparisons; * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.
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2.5. Canonical Wnt Signaling Inhibition Induces a Reduction in CSCs Markers Expression and
Clonogenic Capacity in Tumor Spheroids

To evaluate whether canonical Wnt pathway inhibition affects the proportion of the
CSC subpopulation, we determined the expression of cancer stem cell markers such as
CD133 and Lgr5 that increased in spheroid cultures, as described before (Figure 1). We
found that the inhibitors Adavivint and 5FU (alone or in combination) induced depletion
in CD133 expression without affecting the Lgr5 and CD44v6 levels in SW620 and SW480
spheroids (Figure 7A,B and Figure S1E). Moreover, we measured the levels of Oct4 and Sox2,
transcription factors involved in the maintenance of embryonic stem cell phenotype [36].
We observed that Adavivint only reduced the Oct4 levels in SW480 spheroids but decreased
the levels of Sox2 in both cell lines (Figure 7C,D and Figure S1E) independent of 5FU
treatment and particularly when we used the combined Adavivint + 5FU treatment. Con-
sistent with the reduced expression of some cancer stem markers, we found that combined
treatment induced the expression of cytokeratin 20 (CK20) in SW620 spheroids (Figure 7E),
a differentiation marker of the intestinal epithelium. However, we detected the opposite
effect in SW480 spheroids. Thus, data indicate that Adavivint induced a different degree
of response in spheroids of SW480 and SW620, probably due to alternative mechanisms
of activation.

Because Adavivint reduced the expression of cancer stem cell markers, we used a clono-
genic assay to assess its impact on stemness-relevant phenotypes. We treated spheroids
with Adavivint for six days, seeded cells from dissociated spheroids under anchorage-
dependent conditions, and fixed colonies after eight days of growth. Adavivint reduced
the colony formation efficiency of SW620-derived cells from spheroids and depleted the
clonogenic capacity of SW480 cells in contrast to cells derived from control spheroids
(Figure S1F). Considering that Adavivint had a pronounced effect on SW480 clonogenicity,
we only evaluated Adavivint + 5FU’s effect on SW620 clonogenicity. We observed a similar
trend when we used Adavivint combined with 5FU, but the clonogenicity reduction did
not reach significance compared to 5FU alone (p = 0.0589) (Figure 7F). In addition, we
seeded cells in low-attachment microplates to evaluate their spheroid-forming capacity
after treatment with 5FU alone or in combination with Adavivint. We followed the cultures
for up to 40 days when we observed established spheroids. Although we found a deple-
tion in the number of spheroids with the use of both drugs compared to 5FU treatment
alone (Figure 7G), we detected an increase in Sox2 levels using the combined treatment,
which suggests an increase in proliferation rates, consistent with the emergent survival
subpopulation with the ability to form spheroids (Figure 7H).

In brief, our data indicate that canonical Wnt signaling activation is involved in
sustaining CSCs resistance to 5FU treatment. However, although the inhibition of the
canonical β-catenin signaling also improved the survival of spheroids treated with 5FU, it
adversely impacted the stemness phenotype, apparently in dependence on the malignancy
grade of cancer cells. Remarkably, we found here that combined treatment with 5FU
and Adavivint also induced the survival of a small cell subpopulation, probably through
a combined effect on the cell cycle, promoting G0 arrest and G2 phase accumulation. This
subpopulation could exit the arrest and re-grow after treatment, suggesting, therefore, that
other mechanisms participate in resistance induction to 5FU treatment of CSCs.
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Figure 7. Adavivint Wnt inhibitor reduces clonogenicity and cancer stem-marker expression in
SW620 spheroids. (A–D) Representative immunoblots of cancer stem cell markers CD133 (A),
Lgr5 (B), Sox2 (C), and Oct4 (D) of SW620 spheroids treated with or without Adavivint for 72 h
and subsequently with or without 5FU for 72 h. (E) Representative immunoblot of cytokeratin 20
(CK20) of SW620 spheroids treated as described in (A). Ponceau Red staining for total protein was
used as loading control. Quantification of the relative levels of indicated proteins was normalized
to control-treated with vehicles of Adavivint and 5FU. Data are represented by the mean ± SEM
of at least three independent tests. The ability to regrowth of SW620 cells from spheroids treated
with 5FU alone or in combination with Adavivint was evaluated in anchorage-dependent (F) and
independent conditions (G). (F) The clonogenic capacity was evaluated on the 21st-day post-treatment
in dependent-anchorage conditions (% CFE, colony formation efficiency). (G) The spheroid-forming
capacity was determined by counting spheroids in each field of photographed wells on the 40th day
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of post-treatment (free-drug time) (Scale bar: 500 µm) (n: 3). (H) We collected the spheroids estab-
lished on the 40th day of post-treatment, and levels of Oct4 and Sox2 were determined (n: 1). Ponceau
Red staining for total protein was used as loading control * p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.
(I) Model of Adavivint’s mechanism as a Wnt pathway inhibitor in SW620 spheroids and its effect
on 5FU-induced DNA damage. Adavivint inhibits the canonical Wnt pathway by CDC-like kinase
(CLK) activity inhibition (CLK2 and CLK3), leading to the formation of unstable transcripts of Wnt
pathway-related genes. Canonical Wnt signaling inhibition decreases the expression of CSCs markers
(such as Sox2 and CD133) and clonogenic capacity. Adavivint induces G2 phase accumulation, in
which cells can repair damaged DNA (endogenous and genotoxic damage caused by 5FU). The
balance between Cyclin-CDK complexes and CDK inhibitors at the end of the mitotic phase could
be decisive in re-entering the cell cycle after DNA repair. Adavivint reduced c-Myc levels, which
suggests a disturbed expression of proteins involved in cell cycle progression. We can rule out the
effect of CLK inhibition on other cell signaling pathways. The dotted line depicts the suggested
mechanism based on published data.

3. Discussion

Aberrant Wnt signaling is a hallmark of most colorectal cancers. Therefore, targeting
the Wnt-signaling pathway has been the focus of cancer research for a long time. The pres-
ence of cancer stem cell subpopulations in tumors is the hub of resistance generation. Yet,
little is known about the mechanisms that allow CSCs to switch to a latent state in response
to stressful environmental conditions, to remain quiescent while retaining their tumor-
initiating capacity, and to exit from this state to evolve into aggressive metastasis. Although
several Wnt pathway inhibitors have been described with promising efficacy in therapy,
how the Wnt pathway is involved in CSCs chemoresistance is not clearly established.

In this work, we investigated the role of the canonical Wnt/β-catenin pathway in
CSCs chemoresistance. We demonstrate that 5FU induces cell death and DNA damage in
different grades in the spheroids of the CRC cell lines used. Additionally, 5FU induced
the entry to quiescence in a cell subset in spheroids of all cell lines tested, independent
of their Wnt signaling status. RKO spheroids exhibited the most responsiveness to 5FU,
whereas the metastatic SW620 spheroids exhibited 5FU-chemoresistance, as determined
by less cell death and DNA damage at the end of treatment compared with SW480 and
RKO spheroids.

Quiescence (G0 phase) is considered a chemoresistance mechanism by which the
tumoral cell can evade the cytotoxic action of drugs that target highly proliferating cells [37].
Our data indicate that 5FU treatment induces DNA damage and cell death and, importantly,
increases the proportion of CSCs in a quiescent state. However, the capacity of cells to
re-grow depends on their ability to exit from quiescence in post-treatment time, resulting
in a transient or deep quiescent state. Intrinsic and extrinsic signals are determinants
for switching into a proliferating state, such as mitogen levels and the balance between
CDK-cyclin complexes and CDK inhibitors (p21, p27, and p57) at the end of the mitotic
phase [38,39].

To investigate the role of the canonical Wnt pathway in 5FU-chemoresistance, we
used two methodological approaches: (1) Wnt ligand stimulation in RKO spheroids that
exhibit normal canonical Wnt signaling to determine whether Wnt signaling activation
promotes survival during 5FU treatment. (2) Constitutive active Wnt signaling inhibition
in spheroids of cell lines that exhibit aberrant canonical Wnt activation (SW480/SW620).
In the first approach, our data clearly showed that canonical Wnt pathway activation,
whether induced by ligand (in RKO cells) or already constitutively active (in SW480 and
SW620 cells), produced the same effect in colon cancer stem cells: it counteracted the
negative effects produced in them by 5-FU. This explains why SW480 and SW620 cells are
already resistant to 5-FU and RKO cells are sensitive unless Wnt3a stimulates canonical
Wnt in them.

Consistent with our results, several studies have shown that Wnt ligand-dependent
β-catenin/TCF activation contributes to chemoresistance through induction of its target
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genes such as survivin, ABC transporters, proteins involved in DNA repair, and proteins
involved in cell cycle progression [27,40], which allow cells to survive against cytotoxic
stress and re-grow once the intrinsic and extrinsic conditions are optimal. In this regard,
Cho et al. reported that 5FU promotes stemness in residual tumoral cells through Wnt3a/β-
catenin pathway activation via p53 transcriptional induction in CRC cells harboring wild
type p53 [41], resulting in relapse after chemotherapy. Combinatorial treatment with Wnt
inhibitor (Porcupine inhibitor) and 5FU abrogated CSCs activation and reduced tumor re-
grow during post-treatment (drug free). This evidence, therefore, would be consistent with
the hypothesis that canonical Wnt signaling inhibition is a potential therapeutic strategy to
inhibit the acquisition of cancer stem phenotype and overcome recurrence after standard
chemotherapy. However, contrary to this hypothesis, we found here that the inhibition of
the β-catenin transcriptional activity, either mediated by the expression of a dnTCF4, or
using the inhibitor Adavivint in combination with 5FU also counteracted the negative effect
produced by 5-FU in cell viability, and enhanced survival in SW480 and SW620 spheroids
against 5FU-induced damage. However, although the inhibition of the canonical β-catenin
signaling improved the survival of spheroids treated with 5FU by decreasing DNA damage
and proliferation, it adversely impacted the stemness phenotype through impaired Sox2
and even Oct4 expression, apparently in dependence on the malignancy grade of cancer
cells. Remarkably, we found that combined treatment with 5-FU and Adavivint also in-
duced the survival of a small cell subpopulation, probably through a combined effect on the
cell cycle, promoting G0 arrest and G2 phase accumulation. This subpopulation persisted
after 40 days of culture and remarkably showed an increase in the expression levels of the
stem cell marker Sox2, which suggests an increase in proliferation rate, consistent with the
emergence of this survival subpopulation with the ability to form spheroids. In agreement
with our results, very recently Alvarez-Varela A. and Cañellas-Socias A. from the Eduard
Batlle group [42,43] have revealed that drug-tolerant persister colorectal cancer cells that
mediate relapse after chemotherapy downregulate the Wnt/stem cell gene program imme-
diately after chemotherapy. Interestingly, while widespread evidence has demonstrated
that CRC growth is driven by a subset of LGR5+ stem-cell-like tumor cells, their analyses
revealed that high-resistant cancer cells (HRCs) represent a distinct cell population. Their
findings revealed that the adaptation of cancer stem cells to suboptimal niche environments
protects them from chemotherapy and identifies a candidate cell of origin of relapse after
treatment in CRC that they called HRC. Similar findings have been obtained by Wu C. from
the Sara M. Weis and David A. Cheresh group, studying how microenvironmental stresses
affect tumor initiation and progression of aggressive pancreatic cancer cells [44]. These au-
thors have recently reported that the harsh microenvironments of the body can push certain
pancreatic cancer cells to overcome the stress of being isolated and make them more adept
at initiating and forming new tumor colonies. And interestingly, they also observed that
while tumor-initiating cells or cancer stem cells (TICs) may inherently possess resistance to
such stresses, they showed that a few non-TICs might undergo adaptive reprogramming,
giving rise to new colonies that will eventually outgrow them.

Regarding the differences observed in some results obtained with the Adavivint com-
pared with the expression of the dnTCF4, we observed that the Adavivint produced a more
severe effect on the expression of cell proliferation markers such as p-CDK2 compared to
the effect obtained with only the dnTCF4, whose expression did not affect the increase
induced by 5FU or the survivin levels. It must be taken into account that Adavivint is
a potent inhibitor of canonical Wnt-related gene expression via a β-catenin-independent
mechanism, mainly through CLK2 and CLK3 inhibition resulting in unstable transcripts of
Wnt-related genes. It reduces not only the expression of Wnt target genes such as c-Myc
and survivin but also the expression of Frizzled Wnt receptors, Dvl proteins, and TCF/LEF
transcription factors [32,45]. Thus, Adavivint may alter not only the TCF4-mediated gene
regulation but also the gene regulation mediated by TCF1 and LEF1, avoiding the compen-
satory effect that these factors could produce when only the TCF4-mediated transcription
is blocked by expressing a dnTCF4. However, because Adavivint can inhibit several other
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kinases and CLK is actively involved in pre-mRNA processing, we cannot rule out the
impact on other signaling pathways that could explain the overall anti-tumor mechanism
of this drug.

In summary, our data indicate that canonical Wnt signaling activation induces CSCs
resistance to 5FU treatment, promoting survival in different spheroid cell contexts, which
counteracts the negative effects induced by 5FU. However, although the inhibition of the
canonical β-catenin signaling also improved the survival of spheroids treated with 5FU,
it adversely impacted their stemness phenotype through impaired Sox2 expression and
even Oct4 expression, apparently in dependence on the malignancy grade of cancer cells.
Remarkably, we also found that combined treatment with 5FU and Adavivint induced cell
cycle arrest. Still, a small cell subpopulation persisted, recovered Sox2 expression levels,
and began to re-grow after treatment. The mechanisms involved in this CSCs capacity to
exit cell cycle arrest and re-grow remain to be elucidated.

4. Materials and Methods
4.1. Reagents and Antibodies

The antibodies used in this study include the following: rabbit anti-phospho-H2AX,
rabbit anti-cleaved-PARP, rabbit anti-phospho-CDK2, rabbit anti-p21, rabbit anti-active-β-
catenin, rabbit anti-survivin, rabbit anti-TCF1, and rabbit anti-Axin2 were all obtained from
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Mouse anti-c-Myc, mouse anti-cyclinD1,
mouse anti-Bcl2, mouse anti-β-catenin, rabbit anti-TCF4, mouse anti-Sox2, mouse anti-
Oct4, and mouse anti-GAPDH were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
TX, USA). Allophycocyanin (APC)-conjugated mouse anti-CD44 were obtained from BD
Bioscience. Phycoerythrin (PE)-conjugated mouse anti-CD133, mouse anti-CD44v6, mouse
anti-Lgr5, rabbit anti-CD133, and mouse anti-Ki67 were obtained from ThermoFisher
Scientific (Waltham, MA, USA). APC-Vio770-conjugated mouse anti-Lgr5 was obtained
from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany). FITC-conjugated goat anti-mouse
was obtained from Jackson ImmunoResearch (West Baltimore Pike, PA, USA). Mouse
anti-αTubulin was obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). Goat anti-mouse and
anti-rabbit IgG-horseradish peroxidase-conjugated were from Pierce (Rockford, IL, USA).
AquaZombie dye was obtained from Biolegend (San Diego, CA, USA). 5-fluorouracil (5FU)
was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Recombinant human Wnt3a and
recombinant human Wnt5a ligands were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). Adavivint (SM04690) was purchased from Selleckchem (Houston, TX, USA).

4.2. Plasmids

The M50 Super 8x TOPFlash and M51 Super 8x FOPFlash reporter plasmids (Ad-
dgene 12456 and 12457) were Randall Moon’s gifts. The TOP-GFP-mCherry plasmid
used to measure the TOP reporter in spheres was a gift from Ramesh Shivdasani (Ad-
dgene 35491). To obtain TOP-GFP reporter cells, lentiviral-transduced cells were cell-single
sorted by mCherry fluorescence using the FACsAria sorter and examined for their reporter
responsiveness to Wnt ligands (RKOTOP-GFP reporter cells) or their constitutive activity
(SW480TOP-GFP reporter cells). The plasmid encoding human dominant-negative TCF4
(dnTCF4) [pPGS dnTcf-4(deltaN41)] was a gift from Eric Fearon (Addgene plasmid 19284).

4.3. Cell Lines

All cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,
VA, USA). They were authenticated in June 2018 by Short Tandem Repeat DNA profiling
analysis performed at the Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN) in Mexico
City. We used the human RKO and SW480 cell lines isolated from primary cancer, whereas
the SW620 cell line was derived from a lymph node metastasis from the same patient that
the SW480 cell line was derived from. The RKO cell line is a prototype of BRAF-driven
colon cancer cells that express wild-type p53 and exhibit highly inducible canonical Wnt
signaling with no basal activation. SW480 and SW620 cell lines are the prototypes of
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KRAS-driven cancer cells. They express KRAS and p53 mutated proteins (TP53 R273H,
KRAS G12V) and display constitutive active canonical Wnt signaling because they express
a truncated APC protein [46].

4.4. Cell Culture

Monolayer cultures (2D cultures): The RKO cell line was maintained in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
and 2mM L-glutamine, with antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin,
and 25 µg/mL amphotericin). SW480 and SW620 cells were maintained in DMEM F-12
supplemented with 5% FBS and 2 mM L-glutamine with antibiotics and amphotericin. All
cell lines were cultured at 37 ◦C in an atmosphere of 95% humidity and 5% CO2.

Spheroid cultures (3D cultures): cells from monolayer cultures were dissociated with
trypsin, counted, and seeded at 1 × 103 cells/mL in serum-free medium containing DMEM
F-12 supplemented with 1X B27 and 20 ng/mL EGF with antibiotics (100 U/mL penicillin,
100 µg/mL streptomycin and 10 µg/mL gentamicin, and 25 µg/mL amphotericin) in low-
attachment plates to form first-generation spheroids. Fresh medium was added each fourth
day. To sequential passages, established spheroids, from the 11th day of culture, were
collected and dissociated to single cells using 1X TrypLETM Express (Gibco, Waltham, MA,
USA) according to manufacturer instructions. Experimental treatments were performed on
second-generation spheroids (2G). Spheroid-forming efficiency was measured by counting
the number of colonies on the 7th day of the spheroid-forming culture.

4.5. Cell Viability

To evaluate the effect of 5FU on the viability of CRC tumor spheres, cells from first-
generation CRC spheres were seeded at 1 × 103 cells in 96-well low-attachment plates. On
the 11th day of forming spheres, they were treated with different concentrations of 5FU
(vehicle, 10, 100, 500, 1000, 2500, and 5000 µM) for up to 72 h. Cell viability was assayed
using the CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay Kit (Promega, Madison, WI, USA) according
to the manufacturer’s instructions, and luminescence was measured using a multimode
microplate reader.

4.6. 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 protease and phosphatase
inhibitors) for at least 1 h at 4 ◦C. After centrifugation (15,000× g for 10 min), lysates
were collected and stored at 70 ◦C until analysis. Proteins were separated by 8.5, 10, or
13.5% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to nitrocellulose
membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The membranes were blocked with 50 mg/mL
nonfat dry milk or 3% BSA in Tris-buffered saline for 1 h and incubated overnight at
4 ◦C with the appropriate primary antibodies. The membranes were incubated with the
corresponding horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody for 2 h at
room temperature. Detection was achieved using the SuperSignal Kit (Pierce, Rockford, IL,
USA) in the C-DiGit Blot scanner (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) and analyzed by
Image Studio™ Lite v5.2 Software (LI-COR Biosciences). GAPDH, α-tubulin, or Ponceau
Red stain for total protein were used as loading controls.

4.7. Flow Cytometry and Cell Cycle Analysis

For cell surface protein staining, dissociated cells were collected by centrifugation at
5000× g and incubated with the Aqua Zombie dye (non-permeant to live cells) for 30 min
at room temperature in darkness to exclude dead cells during data analysis. Then, the cell
pellet was washed with PBS and incubated with anti-CD44-APC-coupled (BD Biosciences,
San Diego, CA, USA), anti-CD133-PE-coupled (eBioscience, San Diego, CA, USA), or anti-
Lgr5-APC-Vio770-coupled (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany) antibodies for 30 min
at 4 ◦C in darkness. CD44v6-surface detection was performed by incubating with anti-
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CD44v6 primary antibody (eBioscience) for 30 min at 4 ◦C. The cell pellet was washed with
PBS, followed by incubation with FITC-coupled anti-mouse secondary antibody for 30 min
at 4 ◦C in darkness. Samples were acquired on an Attune NXT cytometer.

For cell cycle analysis, resting/quiescent cell populations (Go phase) discrimination
and quantification of cell cycle distribution were performed by simultaneous analysis of
Ki67 (proliferation marker) and cellular DNA content. Dissociated cells were permeabilized
with 70% ice-cold ethanol and stained with anti-Ki67 for 30 min at room temperature. After
incubation with FITC-coupled anti-mouse secondary antibody, cells were washed with PBS
and incubated with RNAse (100 µg/mL) and propidium iodide (20 µg/mL) for 20 min
at room temperature in darkness. Cells stained with the secondary antibody alone were
used as a negative control. Samples were analyzed on an Attune NXT cytometer. All data
obtained were analyzed by FlowJo v10 software (BD, Ashaland, OR, USA).

4.8. Anchorage-Dependent and-Independent Growth

Cells from first-generation spheroids were seeded to 1 × 103 cells/mL in low-attachment
plates to form second-generation spheroids. On the 11th day of sphere forming, spheroids
were treated with a single dose of 5FU or vehicle for 72 h. On the 14th day, the spheroids
were dissociated into single cells and seeded at 5000 cells/mL in low-attachment plates
and in TC-treated microplates to determine the independent and anchorage-dependent
re-grow abilities post-5FU treatment, respectively.

Cells in low-adherence cultures were maintained in a sphere-growth medium (serum-
free) for up to 21 days. On the 21st day, cells were collected, dissociated, and viable cell
proportion was measured using Aqua zombie dye (non-permeant to live cells). Further-
more, cells that grew under anchorage-dependent conditions were fixed in cold-methanol
and stained with crystal violet at the 7, 14, and 21 days of incubation to follow the ability
to grow post-5FU treatment. The colony formation efficiency (% CFE) was determined
by counting colonies using ImageJ software (version 1.53a obtained from the National
Institutes of Health website, http://imagej.nih.gov/ij/).

4.9. TOP Reporter Gene Assay

Cells were seeded in 96-well plates at a density of 2.5 × 104 cells per well. At 24 h
after seeding, cells were placed in a serum-free medium and transfected with 200 ng of
the reporter plasmid (M50 Super 8x TOPFlash) or control plasmid (Super 8x FOPflash)
with 20 ng of the pRL luciferase plasmid (transfection control). The reporter activity in
the cell lysates was measured 30 h after transfection using the Dual-Luciferase Assay Kit
(Promega, Madison, WI, USA), and the activity was normalized with respect to Renilla
luciferase activity.

To assess the β-catenin transcriptional activity in spheroids, transduced cells with TOP-
GFP-mCherry plasmid previously sorted were seeded to form spheroids in low-attachment
plates. Spheroids stimulated or unstimulated were dissociated, and the reporter activity
was analyzed by flow cytometry.

4.10. Wnt Pathway Inhibition

SW480 and SW620 cell lines that exhibit constitutively active Wnt signaling were
treated with different concentrations of Adavivint (0.03, 0.1, and 1 µM) for 48 h in monolayer
cultures or 72 h in spheroids on the 9th day of culture.

Additionally, the inhibition of the canonical Wnt pathway was performed by the
expression of dnTCF4 in the SW620 cell line. Cells were transfected with pPGS/ dnTcf-
4(deltaN41) plasmid, and after 48 h post-transfection, cells were selected with the G418
antibiotic for 15 days. Subsequently, a TOP reporter assay was performed in clones to
survive the selection process. Cells transfected with an empty pCDNA3 vector coding for
the resistance gene to the G418 antibiotic were used as control cells.
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4.11. Statistical Analysis

All data is represented as the mean ± standard error of the mean (SEM) of at least
three independent experiments. Comparative analysis between the two groups was per-
formed by Student’s t-test. Multiple comparisons between three or more groups were
performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s multi-
ple comparison test. A p-value of p < 0.05 was considered statistically significant.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/ijms24065252/s1.
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Abstract
CD133 protein has been one of the most used surface markers to select and identify cancer cells with stem-like features. 
However, its expression is not restricted to tumoral cells; it is also expressed in differentiated cells and stem/progenitor 
cells in various normal tissues. CD133 participates in several cellular processes, in part orchestrating signal transduction of 
essential pathways that frequently are dysregulated in cancer, such as PI3K/Akt signaling and the Wnt/β-catenin pathway. 
CD133 expression correlates with enhanced cell self-renewal, migration, invasion, and survival under stress conditions in 
cancer. Aside from the intrinsic cell mechanisms that regulate CD133 expression in each cellular type, extrinsic factors from 
the surrounding niche can also impact CD33 levels. The enhanced CD133 expression in cells can confer adaptive advantages 
by amplifying the activation of a specific signaling pathway in a context-dependent manner. In this review, we do not only 
describe the CD133 physiological functions known so far, but importantly, we analyze how the microenvironment changes 
impact the regulation of CD133 functions emphasizing its value as a marker of cell adaptability beyond a cancer-stem cell 
marker.

Keywords Cancer stem cell · Stemness associated markers · CD133 · Tumor microenvironment

Introduction

One of the primary methodologies employed to identify and 
select cancer stem-like cells is the utilization of cell surface 
markers, with CD133 emerging as one of the most robust 
markers across different cancer types. CD133 + cells dem-
onstrate enhanced clonogenic capacity, particularly under 
anchorage-independent conditions, as well as tumor-initiat-
ing potential and resistance to chemotherapy compared to 
their CD133-negative counterparts within tumor. Moreover, 
CD133 expression has been linked to the co-expression of 
pluripotent genes, including Oct4, Sox2, Nanog, and c-Myc, 
which govern differentiation and self-renewal in pluripotent 
stem cells. This association has been correlated with long-
term self-renewal and the ability of tumors to repopulate 
in a fraction of tumor samples [1]. Interestingly, the loss of 
CD133 in embryonic cells does not affect the expression of 

pluripotency genes or their capacity to differentiate into the 
three germ layers. Instead, it adversely impacts proliferation 
rates and the ability to evade apoptosis, according to findings 
from various studies on tumor cells. CD133 deficiency dis-
rupts the coordinated regulation of key signaling pathways 
involved in tumorigenesis and apoptotic resistance, such as 
PI3K/Akt, WNT, AMPK, and P53 [2]. Similar outcomes 
have been observed in some cancer types [3, 4]

CD133 facilitates the establishment of signaling plat-
forms at the plasma membrane by recruiting proteins 
involved in cytoskeleton rearrangement, protein trafficking, 
and signal transduction. These platforms are essential for 
regulating protrusion architecture, ciliary dynamics and 
activating signaling pathways that control cell proliferation, 
differentiation, migration, and cell survival. It is important to 
note that CD133 expression is not limited to the cell surface 
of cancer stem-like cells, suggesting a broader biological 
function in various cellular contexts. Moreover, the levels 
of CD133 are dynamic and can be enhanced or restricted 
depending on the cellular context, intrinsic state, and exter-
nal stimuli from the surrounding niche. Its expression and 
processing can fluctuate throughout the cell cycle in dif-
ferent cell types [5, 6], increase under hypoxic conditions, 
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or be repressed or enhanced in response to nutritional and 
cytotoxic stress.

In this review, we provide a comprehensive summary of 
our current knowledge regarding CD133's structure, post-
translational modifications, and their impact on its function, 
subcellular localization, and protein stability. Additionally, 
we focus on how CD133 is regulated by changes in the tumor 
microenvironment, including oxygen levels, the extracellular 
matrix, tumor-associated cells, and chemotherapy, as drugs 
can impact the entire tumor microenvironment.

CD133: Structure, Localization, 
and Posttranslational Modifications

CD133 (also called Prominin-1) is a pentaspan transmem-
brane glycoprotein widely used for stem and progenitor cell 
identification in several normal tissues and cancer stem-like 
cells of different types of cancer. CD133 is primarily asso-
ciated with lipid rafts in the plasma membrane, forming 
part of a protein complex that regulates the structure and 
dynamics of protrusions (microvilli and primary cilia) [7–9]. 
Besides its cell surface localization, CD133 has also been 
found in the cytoplasm associated with endosomes as part 
of a cellular mechanism for recycling surface proteins and 
transporting them to other subcellular compartments. For 
example, in neuroblastoma, CD133 has been observed at the 
peri-centrosome region [10] and the nuclei in other cancers, 
such as rhabdomyosarcoma, hepatocarcinoma, breast can-
cer, non-small lung cancer, and colon-rectal cancer [11–15]. 
In addition, Rossi et al. (2019) reported that non-tumoral 
cells, such as endothelial colony-forming cells (ECFCs), 
characterized by lacking CD133 in their cell surface, exhibit 
CD133 intracellular expression, which was associated with 
revascularization potential after hind limb ischemia in con-
trast to mature endothelial cells [16]. The cytoplasmic and 
nuclear levels of CD133 have been associated with poor 
prognosis in non-small cell lung cancer and hepatocellular 
carcinoma [13, 14, 17], but further investigation is needed 
to understand its role in these subcellular compartments. 
Additionally, CD133 is secreted by cells in extracellular 
microvesicles and could potentially influence acceptor cells' 
phenotype and cellular state [18]. The different subcellu-
lar pools of CD133 could participate in specific biological 
processes such as proliferation, migration, autophagy, and 
chemoresistance in a cell context-dependent manner.

CD133 consist of five transmembrane domains, two 
extracellular loops susceptible to glycosylation, two 
smaller intracellular loops rich in cysteine, and a C-termi-
nal domain. Mammals have at least 12 identified transcript 
variants of CD133, six of which differ in their C-terminal 
domain, potentially leading to interactions with different 
proteins and downstream signaling cascades [19]. While 

the C-terminal domain and its posttranslational modifica-
tions are crucial for the biological function and specificity 
of CD133 as a scaffold protein, posttranslational modifica-
tions in the extracellular domain are involved in CD133 
cellular localization and stability.

Among the possible posttranslation modifications of 
CD133, N-glycosylation plays a critical role in protein 
folding, molecular trafficking, protein function, and pro-
tein stability. CD133 has nine predicted N-glycosylation 
sites [20], and although the loss of single-N-glycosylation 
site does not affect CD133 levels or delivery to the plasma 
membrane, the deficiency of all glycosylation sites impairs 
cell surface localization and results in endoplasmic reticu-
lum (ER) retention, likely due to improper protein folding 
[20, 21] Furthermore, differential glycosylation of CD133 
has been associated with cell differentiation rather than 
decreasing total protein, mRNA levels, or intracellular 
retention [22]. Different classes of N-glycans attached 
to the protein can modify its conformation, solubility, 
antigenicity, activity, recognition by glycan-binding pro-
teins, and susceptibility to proteases [23]. This suggests 
that differential N-glycosylation of CD133 extracellular 
domain among tumor sub-populations may be related to 
specific functions, subcellular localization, and turnover. 
In line with this, Wei et al. (2022) reported that CD133 
C-terminal domain interaction with DNMT1 (DNA meth-
yltransferase 1) depends on CD133 glycosylation status 
in glioma stem-like cells (GSCs) [24]. High-mannose 
CD133 maintains GSCs in a slow-cycling state (quies-
cence) by blocking DNMT1 nuclear translocation. In 
contrast, induction of complex CD133 N-glycans through 
MAN1A (Mannosyl-oligosaccharide 1,2-α-mannosidase 
IA) ectopic expression promotes DNMT1 nuclear trans-
location and impairs long-term self-renewal and tumo-
rigenesis [24]. The mechanism by which high-mannose 
N-glycan of CD133 regulates its interaction with DNMT1 
remains unclear.

In addition, Liu et al. (2015) found that N-glycosylation 
at Asn548 of CD133 appears to mediate its interaction with 
β-catenin and downstream signaling. Mutation of the N-gly-
cosylation at Asn548 reduced CD133-β-catenin interaction, 
β-catenin levels, and β-catenin signaling in hepatocellular 
cancer cell lines [20]. However, it is not specified whether 
the interaction is direct or mediated by other proteins such us 
HDAC6 (histone deacetylase 6). CD133 can associate with 
HDAC6 and β-catenin in a ternary complex that regulates 
the β-catenin stability, resulting in increased β-catenin co-
transcriptional activity in ovarian and CRC cancer cell lines 
[25]. Interestingly Mak et al. (2012) showed that β-catenin 
interacts exclusively with a lower-molecular-weight form of 
CD133 and not with CD133 complex-glycans [25]. These 
findings suggest that N-glycosylation of one or more Asp 
residues and the type of glycans attached to the CD133 
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extracellular domain could alter the protein conformation 
and confers specificity to its intracellular domain, but further 
investigation is required.

Regulation of CD133 Stability

In addition to glycosylation, there is evidence that CD133 
can suffer other post-translational modifications, such as 
acetylation and sialylation on its extracellular domain. 
Acetylation of lysine residues (K216, K248, and K255) in 
the first extracellular loop of CD133 is involved in trafficking 
from the ER/Golgi to the plasma membrane but also ensures 
proper protein folding and maturation of the nascent protein 
[26]. Mak et al. (2014) reported that acetylation disruption 
in the ER lumen with CD133-K-to-R mutants and ATase1/2 
(ER-based acetyltransferases) knockdown severely reduced 
CD133 surface localization and protein levels [27]. How-
ever, it is unclear whether CD133 lysine acetylation in the 
ER lumen is only a transient event to mark correct protein 
folding allowing the protein to move along the Golgi appara-
tus, where it could be deacetylated and complete its matura-
tion. On the other hand, sialylation terminal modification of 
CD133 N-glycans contributes to protein stability, allowing 
CD133 to avoid lysosomal degradation [28]. However, it is 
also unclear how sialylation protects CD133 from degrada-
tion and how it could support CD133 function, consider-
ing that sialylation of glycoproteins could mediate cell–cell 
interaction, ECM-interaction, ligand-receptor interaction, 
and intracellular downstream signaling in several biologi-
cal processes [29, 30].

Mak et al. (2012) reported that the CD133 protein is 
endocytosed and degraded via the lysosomal pathway when 
CD133-HDAC6 interaction is inhibited [25]. But, given 
that the CD133 intracellular domain does not seem to be 
an HDAC6 target, and even so, its deacetylase activity is 
required to maintain CD133 stability, these data suggest 
the existence of an intermediary protein, an HDAC6 target 
involved in CD133 regulation on the cell surface in CRC. 
Gao et al. (2010) found that HDAC6 regulates microtubule-
dependent EGFR-endocytic trafficking and degradation 
through tubulin deacetylation. HDAC6 deficiency induces 
microtubule hyperacetylation, and consequently, the deliv-
ery of EGFR-containing endosomes to the lysosomal com-
partment is accelerated [31]. Also, HDAC6 could mediate 
pERK-microtubules association essential to maintain ERK 
activity and lung cancer cell proliferation via α-tubulin 
deacetylation [32]. These data suggest that HDAC6 might 
modulate CD133 association with microtubules close to the 
cell surface, CD133 endocytic traffic, and subsequent degra-
dation, and even the duration of endosomal CD133-mediated 
signaling.

Aside from the cell's intrinsic state and cell-autonomous 
features that can regulate CD133 expression, changes in the 

niche, such as oxygen concentration, glucose, and lactate 
levels, can modulate CD133 levels. For instance, CD133 
stability is regulated in hypoxia by GLT8D1 (Glycosyl-
transferase 8 Domain Containing 1), a transmembranal 
glycosyltransferase highly expressed under hypoxia by 
the HIF1α transcription factor [33] GLT8D1 co-localizes 
with CD133 in microvilli of glioma stem-like cells, where 
it glycosylated CD133, hindering its degradation via the 
endosomal-lysosomal pathway. Also, Liu K et al. (2022) 
reported that GLT8D1 mutant with glycosyl transferase 
activity deficiency can partially rescue GLT8D1 depletion-
induced CD133 degradation, suggesting that even GLT8D1 
physical association with CD133 irrespectively of its activ-
ity, decreases CD133 degradation.

Regardless of oxygen levels, cancer cells have an 
increased glycolytic metabolism compared to normal cells, 
which favors proliferation and cell survival. Indeed, cancer-
stem-like cells (CSCs) of different types of tumors exhibit 
a higher expression of glycolytic enzymes resulting in 
enhanced glycolysis compared to more differentiated can-
cer cells. Some of these enzymes even can participate in 
other tumoral functions, including cell cycle progression, 
tumor immune evasion, stemness, and epigenetic regula-
tion [34, 35]. Recently Wang et al. (2022) demonstrated that 
HK2 (hexokinase 2) enzyme modulates the CD133 stability 
through direct binding without subverting CD133 mRNA 
[36]. Its interaction promotes the recruitment of deubiquit-
inase ubiquitin-specific protease 11 (USP11), which inhibits 
CD133 polyubiquitination and its proteasomal degradation 
in small cell lung cancer (SCLC). By contrast, differentiated 
SCLC cells showed a lower CD133-USP11 interaction than 
CSCs, which indicates another CD133 differential regulation 
between intratumoral subpopulations apart from gene and 
epigenetic regulation. As well, PFKFB (6-phosphofructo-
2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-3), a key glycolytic 
enzyme, has been reported to maintain CD133 expression, 
promote cell cycle progression, cancer stemness, and apop-
tosis evasion in some cancers via dependent and independent 
way of its glycolytic activity [37–39]. Lactate, as a subprod-
uct of glycolysis, contributes to enhancing CD133 levels in 
hepatocellular cancer [40], oral squamous cell carcinoma 
[41] and colorectal carcinoma cells [42]. High glycolytic 
cells in the tumor release lactate to the extracellular space, 
which can be taken by neighbored tumoral or stromal cells 
through mono-carboxylic acid transporters (MCTs). Lactate 
conversion into pyruvate in tumoral cells supplies mitochon-
drial oxidative phosphorylation, serving as an energy source 
but also as a metabolite that can influence upstream signal 
activation directly or indirectly through ROS generation, his-
tone lactylation and histone acetylation that could regulate 
expression of pluripotent genes such as Oct4, Sox2, c-Myc, 
and also could improve CD133 transcription and acquisition 
of cancer-stem like features [43].
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CD133 Epigenetic Regulation

CD133 protein is coding by the PROM1 gene, whose expres-
sion is controlled by at least six alternative promoters in 
a tissue-dependent manner, three of which include several 
CpG sites highly susceptible to methylation. In vitro meth-
ylation of P1, P2, and P3 promoters suppresses their activ-
ity [44–46], indicating that promoter methylation status is 
associated with the regulation of CD133 expression. The 
hypomethylation state of these promoters (P1, P2, and P3) 
has been positively correlated with increased expression of 
CD133 in several cancers [47–50]. The DNA methylation 
status can change in dependence on the surrounding niche. 
For instance, TGFβ and BMP proteins, members of the 
TGFβ family secreted by tumoral cells or/ and other cells 
present in the tumor, have bivalent functions depending on 
the type of cancer and progression stage, displaying tumor 
suppressor or oncogenic role. In glioblastoma, whereas 
TGFβ promotes the growth and maintenance of cancer-
like stem phenotype, BMP proteins induce differentiation 
and apoptosis [51]. Both types of proteins regulate CD133 
expression, a robust marker of glioma-initiating cells. 
TGF-β stimulation induces CD133 expression through the 
downregulation of DNA methyltransferase 1 (DNMT1) and 
DNMT3β expression, leading to significant demethylation of 
the CD133-promoter 1(P1) [52]. SB431542, a TGFβ recep-
tor I inhibitor (ALK5/ALK4 inhibitor), decreased the pro-
portion of CD133 + subpopulation in glioma spheres and the 
sphere-forming ability [53]. By contrast, BMP4 shows the 
opposite effect by inducing PROM1 P1 promoter methyla-
tion, leading to its reduced activity and low CD133 expres-
sion. BMP4 upregulates the paired related homeobox 1 
(PRRX1), a transcription factor involved in the development 
of the nervous system. Whereas both isoforms of this protein 
can bind to the PROM1 promoter, only the long isoform 
(PRRX1A) with OAR (otp, aristaless, and rax) domain in its 
C-terminal region (PRRX1A) interacts with DNMT3A and 
induces PROM1 promoter P1 methylation. Both PRRX1A 
and DNMT3A silencing increase CD133 + positive subpop-
ulation even in the presence of BMP-4 and enhance their 
tumorigenic capacity [54].

Moreover, the poor association between methylation sta-
tus and CD133 mRNA levels found by some authors sug-
gests the existence of other mechanism that cooperates with 
DNA methylation on CD133 regulation, such as control of 
chromatin condensation by histone modifications even when 
DNA methylation was absent [55]. The balance between 
active histone modifications (H3K27ac and H3K4me3) 
and inhibitory histone marks (H3K27me3 and H3K9me3) 
can be crucial in PROM1 transcription [47, 55, 56]. High 
levels of H3K9me2 repressive mark in PROM1 P1 pro-
moter inhibit its activity and CD133 expression in glioma 
cells, whereas G9a (histone-lysine N-methyltransferase, H3 

lysine-9 specific 3) inhibition by bix01294 increases CD133 
and Sox2 expression resulting in improved sphere-forming 
efficiency [57]. Also, CD133 mRNA overexpression was 
observed after treatment with trichostatin A, a histone dea-
cetylase (HDAC) inhibitor in primary prostate epithelial cul-
tures [53, 55]. CD133 upregulation correlated with increased 
levels of H3K27ac and H3K4me3 on P1, P2, and P3 promot-
ers as well as high levels of histone acetyltransferases P300/
CBP-associated factor (PACF) and H3K27me3 demethylase 
(HDM6B) along with reduced levels of H3K4me3 demethy-
lase (LSD1) in LoVo colon-rectal cancer cell line that over-
expressed Aldehyde oxidase 1 (AOX1) [56].

Furthermore, PROM1 promoter activity is controlled by 
cis-regulatory elements such as enhancers in acute lympho-
blastic leukemia (ALL). The MLL-AF4 fusion protein, one 
of the most common rearrangements of the MLL (Mixed 
Lineage Leukemia) gene that promotes leukemogenesis, reg-
ulates promoter-enhancer interaction between PROM1 and 
its nearby gene TAPT1 by recruitment of DOT1L (Dot1-like, 
histone H3K79 methyltransferase) and subsequent increase 
of histone H3K79me2/3 on intragenic enhancer elements 
present in both genes, which in turn potentiate transcription 
of PROM1 and TAPT1 genes in some MLLr leukemias [58]. 
PROM1 promoter repression by polycomb repressive com-
plex 2 (PCR2) in CD133-negative leukemia cells impair the 
interaction between the PROM1 promoter and the intragenic 
PROM1 and TAPT1 enhancers, explaining the absence of 
CD133 expression [58]. In addition, restriction of CD133 
expression to immature CD34 + stem/progenitor cells in 
normal fetal and adult bone marrow cells correlates with 
relaxing chromatin in the PROM1 locus and MLL binding 
to the PROM1 promoter. In contrast, mature cells exhibit 
high levels of H3K27me3 mark on the PROM1 promoter, 
consistent with its repression by PCR2.

CD133 Biological Function (Signaling 
Pathways)

CD133‑PI3K/Akt Signaling

PI3K/Akt signaling is one of the main pathways that mediate 
the phenotypic effects correlated with CD133 expression 
in the cell surface of tumoral cells. Akt signaling promotes 
proliferation, survival, migration, invasion, and chemo-
resistance by activating its downstream effectors in differ-
ent cell types [59, 60]. CD133 mediates Akt activation by 
recruitment of the p85 regulatory subunit of PI3K to its 
C-terminal domain previously phosphorylated by Src kinase 
at Y828 residue, a critical event to allow its interaction with 
p85 [61]. Once active, PI3K converts PIP2 (phosphati-
dylinositol 4,5-biphosphate) into PIP3 (phosphatidylinosi-
tol 3,4,5-triphosphate), leading to Akt activation via PDK1 
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(3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1). Y828F/
Y858F mutants and pharmacological inhibition of Src (using 
PP2) significantly inhibit the CD133-p85 interaction and 
Akt activation in glioma cells and then its self-renewal and 
tumor-initiating capacity [61].

Given that CD133 phosphorylation is crucial to mediate 
PI3K/Akt signaling, its dephosphorylation is an event that 
could restrict its function; Shimozato et al. (2015) identified 
that PTPRK (receptor-type protein tyrosine phosphatase K) 
interacts with CD133 and negatively regulate Akt activation 
[62], whereas its knockdown enhances tumor growth and 
survival due to CD133 ectopic expression in CRC under 
nutritional and cytotoxic stress [63, 64]. Low expression 
of PTPRK correlates with poor prognosis in patients with 
CD133 expression, suggesting that PTPRK might abrogate 
CD133 pro-oncogenic function in CRC. Also, Kim et al. 
(2018) showed that PTPRF (receptor-type protein tyrosine 
phosphatase F) negatively modulates cell adhesion, migra-
tion, anchorage-independent growth, and cell survival, and 
its silencing recovered partly the reduced sphere growth 
induced by CD133 knockdown [65]. Although PTPRF might 
reduce CD133 function by direct interaction and subsequent 
tyrosine dephosphorylation, also it can dephosphorylate 
Src and decrease its activity leading to CD133-dependent 
and independent downstream signaling inhibition [65, 66]. 
CD133 promotes TM4SF5 (transmembrane 4L six family 
member 5) expression through the Akt/β-catenin axis, and 
TM4SF5 enhances CD133 function by facilitating Src acti-
vation [67] and altering PTPRF stability or even its activ-
ity [65]. CD133-TM4SF5 in hepatocellular cancer context 
establishes a positive feedback loop to maintain proliferation 
and survival.

Regardless of the ability of CD133 to recruit p85 and 
facilitate downstream Akt activation, CD133 can also modu-
late Akt activation through receptor tyrosine kinases stabi-
lization. For instance, CD133 stabilizes EGFR (epidermal 
growth factor receptor) in the plasma membrane by direct 
interaction. CD133 avoids EGFR endocytosis and sustains 
EGFR-mediated Akt activation [68, 69]. CD133 silencing 
decreases HER3 levels and suppresses EGFR and HER2 
activation without disturbing their gene transcription in CRC 
cell lines [70]. CD133 silencing reduces proliferation, clo-
nogenic capacity, migration, cell invasion, and resistance in 
CRC in part through decreasing glucose uptake as a result 
of the low GLUT1 expression because of impaired HER3/
Akt pathway involved in protein synthesis via mTOR and 
mRNA stability, probably through the regulation of RNA-
binding proteins [70, 71]. Enrichment RNA analysis showed 
that CD133 + cells in gastric cancer have high expression of 
RNA-modifying enzymes that modulate RNA decay, mRNA 
translation, pre-mRNA processing, and RNA export com-
pared to CD133-negative cells [72]; however, the precise 
role of CD133 in mRNA processing is unclear.

CD133‑ Src Signaling

Aside from Src playing an indispensable role in the CD133 
function on PI3K/Akt signaling, CD133-Src interaction 
favors Src activity. Whereas Y828 in the C-terminal domain 
of CD133 is the target of Src, the region between 845 and 
857 amino acids seems essential for its interaction with Src 
and Src subsequent activation [73]. Although it is unclear 
how CD133 induces or amplifies Src activity, the binding 
of CD133 p-Y852 with the Src SH2 domain could trigger 
Src conformational change that promotes its activation (by 
autophosphorylation) [74]

CD133-Src signaling may mediate migration, invasion, 
and metastasis in cancer. CD133-Src-FAK axis promotes 
cell migration in the SW620 CRC cell line only under serum 
starvation, whereas CD133 and Src do not seem to inter-
act under optimal culture conditions. CD133 deficiency 
decreased Src and FAK activation, causing reduced migra-
tion ability under serum starvation [73]. These data suggest 
that the articulation of signaling pathways by CD133 could 
be context-dependent. Furthermore, CD133 knockdown or 
Src inhibition abrogates the increasing levels of N-cadherin 
and vimentin induced by CD133 overexpression in head and 
neck cancer cell lines, whereas promoting epithelial morpho-
logical acquisition characterized by E-cadherin and CK18 
epithelial marker upregulation [75]. Also, CD133 silencing 
has been directly correlated with epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) inhibition in gastric cancer (downregula-
tion of Snail, Slug, N-cadherin proteins) [76] and with sup-
pressed invasion and metastasis in pancreatic cancer [77].

Src upregulation can promote tumor growth and drive 
metastasis by linking to several pathways [74, 78]. Src-
mediated YAP/TAZ activity and its target genes in mela-
noma and breast cancer drives tumor growth and metastasis 
[79]. Oh HT et al. (2022) demonstrated that CD133 regulates 
TAZ levels and nuclear localization via Src activation with-
out altering YAP levels in cholangiocyte cells after ductal 
injury. CD133 knockdown and Src inhibitor reduced TAZ 
levels and fibrosis inducers such as CTGF (connective tissue 
growth factor), CYR61 (Cysteine Rich Angiogenic Inducer 
61) and TGFb1 (Transforming growth factor beta-1) in chol-
angiocyte organoids and the HCT116 CRC cell line [80]. 
Also, YAP/TAZ activity promotes EMT markers expression 
[38] and TAZ is required to sustain self-renewal in breast 
cancer stem-like cells [81] and intestinal tumor initiation 
[82]. This evidence suggests that CD133-src signaling via 
TAZ stabilization could participate during cancer initiation 
and aggressive phenotypes in different cancer types by pro-
moting stiffing stroma, EMT acquisition, and maintaining 
cancer stem-related traits.

On the other hand, CD133-Src could mediate cell pro-
liferation through cdc42 inhibition via phospho-caveolin-1 
binding. Aside from participating in actin polymerization 
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during the formation and maintenance of filopodia, Cdc42 
promotes the destabilization of a group of subunits of the 
BAF complex, leading to BAF complex assembly inhibition 
[83]. BAF complex is an ATP-dependent chromatin remod-
eling complex that controls gene expression in cancer [84] 
and during mammalian development (neural, heart, muscle, 
and even stem pluripotency). In Ewing sarcoma, EWS-FL1 
recruits BAF complex to its target genes to induce their 
transcription, thereby BAF complex disassembly by Cdc42 
activation reduces EWS-FL1 target gene expression and its 
participation in proliferation and tumor progression [83].

CD133‑ β‑catenin Signaling

Previously, we mentioned that CD133 enhances Wnt signal-
ing by increasing β-catenin levels through GSK3 inhibition 
mediated by Akt, which allows to β-catenin avoid β-TrCP 
polyubiquitination and subsequent degradation. Apart from 
phosphorylation, other posttranslational modifications 
regulate the Wnt/β-catenin pathway, such as acetylation, 
sumoylation, and ubiquitination affecting activity, pro-
tein–protein interaction, protein stability, and subcellular 
localization [85, 86]. Mak et al. (2012) showed that CD133 
interaction with HDAC6 promotes β-catenin lysine49 (K49) 
deacetylation, blocking phosphorylation-dependent degrada-
tion. CD133 or HDAC6 downregulation results in β-catenin 
destabilization and reduced β-catenin/TCF transcriptional 
activity, which correlates with decreased proliferation and 
cell differentiation in Caco2 and OVCAR-8 cell lines [25]. 
Also, TCF-LEF-binding sites are present in the PROM1 
gene promoter [87] and inhibition of CBP-β-catenin inter-
action downregulated CD133 expression in hepatocellular 
cancer [88], which suggest a feedback loop between CD133 
and β-catenin signaling.

In adult tissues, CD133 promotes the long-term self-
renewal of pancreatic progenitors in part by increasing the 
β-catenin/TCF signaling in response to RSPO1 stimulus, 
a Wnt agonist, by constraining β-catenin phosphorylation 
mediated by GSK3β. Curiously, Tremblay et al. (2019) and 
Brossa et al. (2018) found that CD133 can be physically 
associated with E-cadherin and β-catenin in pancreatic 
and renal progenitors. Although this complex might limit 
β-catenin cytoplasmic degradation, the precise CD133 role 
is undetermined [89, 90]. Frequently, the β-catenin bound 
to E-cadherin in adherent junctions has been considered 
sequestered and unavailable for signaling. Nevertheless, 
the E-cadherin-β-catenin complex stability is regulated by 
phosphorylation in response to external stimulus [91]. For 
instance, growth factor receptors and Src phosphorylate 
β-catenin, causing its release from the plasma membrane 
and subsequent nuclear translocation, wherein β-catenin 
acts as a co-transcriptional activator [92]. Considering that 
CD133 also can interact with Src and EGFR, CD133 could 

coordinate the phosphorylation of β-catenin in the mem-
brane upon specific stimuli and promote its cytoplasm accu-
mulation. In addition, E-cadherin loss in mouse spermato-
gonial progenitor cells reduces β-catenin levels, resulting 
in less β-catenin to signaling and increased expression of 
differentiation markers [93]. In cancer, although E-cadherin 
downregulation is associated with beta-catenin nuclear 
localization and increasing β-catenin/TCF transcriptional 
activity, several reports do not support such correlation and 
β-catenin signaling requires additional events to assure its 
activation [94]. CD133 with E-cadherin might be hubs that 
coordinate the intracellular response to changes in the micro-
environment and fine-tune the activation of the pathway in 
dependence on the cellular state.

CD133‑ Smad Signaling

TGFβ signaling controls various cellular processes during 
embryonic development and tissue homeostasis in adult tis-
sues. In cancer, TGFβ signaling frequently exerts a tumor 
suppressor function during the early stages of tumorigen-
esis, but its activation favors cell invasion and metastasis 
in advanced tumors. Recent studies have found that CD133 
regulates TGFβ signaling during cell repair processes in 
neurons and liver cells. CD133 can interact with members 
of the signaling cascade and activate or contribute to TGFβ 
signaling inhibition in dependence on the cell type.

In mature neurons, CD133 low expression correlates with 
a less axon regeneration capacity than neurons in the early 
stages of development. Despite of CD133 downregulation 
in DRG (dorsal root ganglion) mature neurons, CD133 is 
required for optimal axon regeneration in mice after sciatic 
nerve injury, and its overexpression improved axon growth 
even in non-permissive microenvironments [95]. CD133 
controls cholesterol metabolism in injured neurons through 
R-Smads transcription activity, and cholesterol depletion 
favors axon regeneration [95, 96]. Mechanistically, CD133 
interaction with the ALK4 receptor enhances smad2/3 
downstream signaling, leading to the downregulation of 
gene-associated cholesterol biosynthesis. High cholesterol 
levels due to pharmacological CD133 and ALK4 inhibi-
tion overturned axon regeneration enhancement induced by 
CD133 upregulation in both embryonic DRG neurons and 
adult nerves of mice treated with adeno-associated virus-
mediated PROM1 gene delivery in a model of sciatic injury 
[95]. How CD133 interacts with ALK4 and increase the 
TGFβ ligands signal requires further investigation.

By contrast, CD133 negatively regulates TGFβ signal-
ing by promoting Smad7 stabilization in hepatocytes after 
bile duct ligation in mice as a model of fibrosis induction. 
Smad7 is an inhibitory Smad that induces TGFβ receptor I 
inactivation and degradation through different protein com-
plexes recruitment, hindering Smad2/3 phosphorylation and 
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downstream signaling [97]. CD133 bound to Smad7 avoids 
Smad7-SMURF interaction, thereby abolishing Smad7 
ubiquitination and subsequent degradation [98]. Whereas 
CD133 in hepatocytes mitigates collagen deposition and 
apoptosis during liver fibrosis, other authors have reported 
that the CD133-Src-TAZ axis has an opposite effect in bile 
ductal cells, promoting fibrosis inducers secretion, such as 
TGFβ1 and CTGF that activate hepatic stellate cells to pro-
duce extracellular matrix in a model of diet-induced fibrosis 
[80]. Together, this evidence reinforces the idea that CD133 
modulates different responses by recruiting a wide range of 
proteins in a cell-context manner. It will be interesting to 
know if CD133 might regulate canonical and non-canonical 
Smad signaling during cancer progression.

CD133‑ Hedgehog Signaling

Hedgehog signaling is a cilium-dependent pathway in non-
tumoral cells [99] involved in embryonic development, 
tissue homeostasis, and regeneration, and its deregulation 
contributes to cancer development [100]. In normal cells, 
primary cilium allows the spatial regulation of canonical 
Hedgehog pathway in response to stimulation with Hh 
ligands, which is necessary for stem cell activation in vari-
ous tissues [101–103]. In the absence of Hh ligands, the 
PTCH1 (Patched 1) receptor localizes at the base of the 
primary cilium, wherein inhibits and excludes Smoothened 
(Smo) from cilium through an unclear mechanism. PKA 
(protein kinase A) and SuFu (suppressor of fused) repress 
Gli transcription factors at the tip of the cilium and pro-
mote their cleaved into Gli-R, which acts as a transcriptional 
repressor. Hh ligands inhibit PTCH1 and, in turn, promote 
SMO accumulation in the cilium, wherein activated SMO 
releases Gli proteins from SuFu repression and avoids Gli 
proteolysis; then, Gli can enter the nucleus and activate gene 
target expression [104].

Associated CD133 to membrane microdomains can 
orchestrate signaling in the cilium of the different types of 
cells. Singer et al. (2019) demonstrated that CD133 is essen-
tial to coordinate ciliary dynamics with stem cell activation 
in cervical incisor loop epithelium (CLE) as a model of stem 
cell activation. CD133 deficiency impairs self-renewal, tran-
sient-amplification (AT) cells proliferation and differentia-
tion, which correlated with a decreasing expression of Gli1-3 
in AT cells and loss of Glis2 (Gli-similar 2) localization in 
the primary cilium of stem population of CLE [9]. Whereas 
Gli1-3 proteins are the most common terminal downstream 
effectors of Hedgehog signaling, how Hh ligands could 
regulate Glis proteins is unknown. Nevertheless, the high 
homology between their DNA binding domains suggests that 
they can compete for the same DNA binding site and likely 
mediate opposite transcriptional activity; indeed, Glis2 
appears to play mainly as a transcriptional repressor [105]. 

Singer and colleagues reported elevated Glis2 levels in AT 
cells and a minor extent in stem cells in CLE, which corre-
late with CD133 expression. CD133 seems to control Glis2 
localization in response to the Hh ligands; in its absence, 
CD133 restricts Glis2 to the primary cilium in stem cells to 
maintain stem cell quiescence; in response to Hh stimula-
tion, CD133-Glis2 complex translocates to the nucleus in a 
time-dependent manner, and acts as transcriptional repressor 
of genes involved in stem cell maintenance and self-renewal 
such as STAT3 during commitment and cell differentiation 
[9]. Although Glis2 represses STAT3, especially in TA cells, 
the CD133 function in the nucleus as a partner of Glis2 is 
unclear, and further investigation is also required to clarify 
the CD133 function in stem cells and during the transition 
to TA cells. In addition, the question arise whether CD133 
could regulate Glis activity in tumor cells given Glis link 
with some cancers [106], and how Hh ligands could medi-
ate its function.

CD133 and Autophagy

Autophagy is a degradation/recycling mechanism designed 
to control protein expression levels, the turnover of dam-
aged organelles, and long-lived proteins to maintain cellular 
homeostasis [107, 108]. The targeted proteins or compo-
nents are encapsulated in vesicles and degraded by lyso-
somal enzymes. The sub-products of degradation are uti-
lized for the biosynthesis of new cellular components or to 
obtain energy [109]. Autophagy may increase as an adaptive 
response to stress conditions to enhance survival and re-
establish cell homeostasis.

CD133 has become associated with autophagy upregu-
lation in some cancers, such as hepatocarcinoma and gli-
oma cells. CD133 enhanced tolerance to nutritional stress 
through increased glucose uptake and autophagy. CD133 
translocates to cytoplasm and partially colocalizes with 
LC3-II foci under glucose starvation, whereas CD133 loss 
attenuates autophagosome formation [110, 111], which sug-
gests that CD133 could participate in autophagy induction 
and ultimately undergoes lysosomal degradation, but how 
specifically CD133 contributes to autophagosome assembly 
is undetermined. Izumi et al. (2022) found that CD133 is 
preferentially downregulated in the cytoplasm by p62-medi-
ated selective autophagy/lysosomal degradation to control 
CD133 levels in neuroblastoma cells that exhibit high basal 
autophagy activity [112].

Recent studies indicate that CD133 could contribute to 
different processes and exert contrast functions in more 
primitive cells such as stem/progenitor cells and cancer 
stem-like cells, where autophagy increasing has been related 
to differentiation. Izumi et al. (2019) found that CD133 func-
tion and localization are regulated by its phosphorylation 
state. While Src phosphorylation appears to be necessary 
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to maintain CD133 at plasma membrane localization and 
mediate CD133-mediated PI3K/Akt signaling under higher 
availability of mitogens and nutrients, non-phosphorylated 
CD133 is endocytosed and in dependence on the cellular 
state can be targeted to degradation or transported to the 
pericentrosomal region through HDAC6/dynein- based traf-
fic system, in which could mediate other functions and sub-
sequently be recycled. Indeed, CD133 traps GABARAP in 
the pericentrosomal zone and avoids GABARAP-mediated 
ULK1 activation (by binding), attenuating autophagy ini-
tiation [10]. In line with that, CD133 silencing in SK-N-
DZ and Huh-7 cells increased ULK1 kinase activity and 
autophagosome formation. Surprisingly, CD133 knockdown 
in SK-N-DZ enhanced neurite outgrowth upon differentia-
tion conditions related to high autophagy induction. These 
data suggest that CD133-pericentrosomal inhibits cell differ-
entiation in medulloblastoma cancer cells through autophagy 
modulation under basal and nutritional stress conditions. 
Disturbed basal autophagy by increasing or depletion (serum 
starvation, Rapamycin) alters stemness and promotes dif-
ferentiation and/or senescence [113]. Under this argument, 
CD133/GABARAP axis and even CD133/Akt/mTOR axis 
might maintain basal autophagy levels below a threshold 
that do not compromise cellular identity and functionality.

Furthermore, Izumi and colleagues (2022) demonstrated 
that unequal CD133-pericentrosomal distribution during 
asymmetric division contributes to heterogeneity autophagy 
activity; the daughter cell with CD133 high-pericentroso-
mal localization maintains low basal autophagy activity and 
stem-like treats, probably by reinforcing β-catenin nuclear 
localization and co-transcriptional activity. In contrast, the 
other daughter cell with less CD133 expression exhibits high 
basal autophagy activity, and β-catenin remains on the cell 
surface [112]. Tumoral cells subpopulations with a broad 
spectrum of autophagy activity and CD133 distribution 
might confer adaptive capacity upon stress-inducing condi-
tions such as cytotoxic insult and starvation.

Maintenance and Formation of Protrusions

Because of the predominant cellular localization of CD133 
in microvilli and primary cilium, its loss or dysfunction by 
mutations cause degeneration of the outer segment of reti-
nal photoreceptor cells in vertebrate and invertebrate ani-
mal models due to loss of ciliary structure in this cell type. 
Although other functional defects have not been associated 
with CD133 deficiency, likely because of compensation 
performed by co-expression of prominin-2 in other tissues, 
CD133 loss could be related with other ciliopathies beyond 
retinal degeneration [114–116].

At the molecular level, CD133 association with choles-
terol in cytoplasmic membrane determines its retention in 
protrusions rich in cholesterol [117], while its interaction 

with gangliosides in the membrane can affect phospholipid 
composition driven by PI3K activation at the inner surface 
of the plasma membrane, and also recruitment of other 
intracellular proteins involved in the structural maintenance 
of microvilli and other membrane extensions [116, 118]. 
Point mutations in its ganglioside (GM1)-binding site in the 
N-terminal domain increases its interaction with the p85 
regulatory subunit of PI3K and its downstream Arp1/2 com-
plex activation that participate in actin-cytoskeleton rear-
rangement in polarized epithelial (canine kidney cells) and 
fibroblast-like cells, leading to the formation of branched 
microvilli or microvilli with knob-like morphology [115]. 
Y819F/Y828F mutants that impede carboxy-terminal phos-
phorylation impaired protrusions elongation (microvilli and 
primary cilia) and overturn the GM1-binding site mutants 
effect on microvilli architecture [116, 119].

In contrast, Hori et al. (2019) reported that PI3K activ-
ity and CD133 Y819/Y828 phosphorylation was not neces-
sary to mediate CD133 function on fiber formation on the 
plasma membrane in cells of retinal pigmented epithelium 
(RPE-1 cells). Nevertheless, the KLAKY motif localized 
between 814 and 818 amino acids in the carboxyl-terminal 
region was essential and suggests that CD133 participates 
in maintaining structure and fiber biogenesis of membrane 
extensions, inducing different downstream signaling [120]. 
RhoA/ROCK was required to mediate CD133 formation 
fibers in CD133 overexpressing RPE-1 cells, but no physi-
cal interaction was detected. These data suggest a missing 
intermediary protein that probably triggers RhoA activation; 
in this case, CD133 might facilitate its recruitment at the 
membrane point.

In addition, CD133 regulates the assembly-disassembly 
dynamic of primary cilium through its interaction with 
Arl13b or HDAC6 in dental epithelial stem cells. Arlb13b 
is a member of the RAS small GTPase family involved in 
protein traffic in the cilium. Arlb13b loss along axoneme 
could impair protein traffic and disturb cilium elongation 
[9, 121] in stem cells, whereas HDAC6 induces disassemble 
of primary cilium through tubulin deacetylation when stem 
cells transition into transitory amplifying cells.

CD133 Modulation by Microenvironment

Regulation by Hypoxia

Several studies have reported that CD133 is upregulated 
under hypoxic conditions that emulate the low oxygen sup-
ply in the core of overgrown tumors and tissular regions 
with low microvessel density and leaky capillaries, which 
limit oxygen delivery. Cancer cells exhibited high tolerance 
to decreasing oxygen levels because they upregulate the 
expression of the Hypoxia-inducible Factors (HIFs) 1/2α 
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that coordinate the adaptive response to intratumoral oxy-
gen gradients. Loss-of-function mutations of tumor suppres-
sor genes involved in the oxygen-sensing mechanism and 
oncogenic growth factors signaling contribute to increased 
gene transcription and translation of HIF1/2-α isoforms even 
under normoxic conditions [122].

Whereas HIF-1α and HIF-2α could activate PROM1 P5 
promoter through association with the ETS transcription fac-
tors (ETS binding sites in promoter), individual HIF silenc-
ing decreases slightly P5 promoter activity in CRC under 
normoxia. Only double knockdown (of both HIFs) decrease 
significantly promoter activity resulting in reduced levels 
of CD133 protein in the WiDr colon cancer cell line [123]. 
CD133 upregulation in hypoxic conditions has been reported 
in glioma, pancreatic and renal cancer in part by HIF-1α-
dependent manner [124–126]. In addition, hypoxia promotes 
CD133 expression through HIF1/2 α-induced Sox2, Oct4, 
and Klf4 upregulation in several cancers [127–129]. HIF1/2 
α can regulate these proteins through direct and indirect 
mechanisms. For instance, Covello et al. (2006) demon-
strated that HIF2α, but not HIF1α, activate OCT4 promot-
ers that contain hypoxia response elements (HRE) [130]. 
Both HIF1α and HIF2α indirectly could upregulate Sox2 by 
promoting mRNA stability. HIF1α/HIF2α induce ALKBH5 
(alkB homolog 5, RNA demethylase) expression during 
hypoxic conditions that demethylate Sox2 mRNA (m6A-
modified mRNAs), leading to Sox2/CD133 upregulation and 
maintenance of cancer stem-like traits [131]. In addition, 
Both HIFsα subunits might promote chromatin accessibility 
through the upregulation of proteins involved in epigenetic 
regulation (epigenetic readers, chromatin structure regula-
tors), leading to improved gene transcription [132]. Hao 
et al. (2022) found that increased ATAD2 (ATPase family 
AAA domain-containing protein 2) expression by chronic 
hypoxia-HIF1α induction enhances CD133 and CD44 levels 
in lung cancer [133]. ATAD2 plays an essential role in his-
tone dynamics by recruitment of epigenetic modifiers [134] 
and mediating histone turnover [135].

CD133-negative glioma cells transplanted into brain 
mice expressed high levels of HIF1/2α and concomitant 
expression of CD133, which indicate the strong effect of the 
tumoral microenvironment on CD133 expression levels and 
cell phenotype [136]. Double knockout of HIF1α and HIF2α 
produced a superior negative impact on CD133 expression, 
tumor growth, and increased mice survival compared to the 
effect of individual knockout. In line with that evidence, 
Wang et al. (2017) found hyperoxia (95% O2) promotes cell 
differentiation of glioma stem-like cells through negative 
regulation of HIF1α, resulting in CD133, Nestin, and CD15 
reduction, and high levels of GFAP, a marker of astrocytic 
differentiation [137]. Also, hyperoxia induces apoptosis, 
impaired clonogenicity growth, and temozolomide respon-
siveness, the opposite effect triggered by hypoxia.

Furthermore, HIF-1α could regulate CD133 expression 
by enhancing Notch, Hedgehog, and Wnt signaling. These 
pathways control the balance between the maintenance of 
stem cell subpopulation, its activation, and differentiation 
status in several adult tissues. Their disturbance is associ-
ated with perturbed tissue homeostasis during oncogen-
esis. HIF1α and HIF2α compete to interact with NICD 
(Notch intracellular domain) and regulate its co-transcrip-
tional function in dependence on oxygen levels. HIF1α sta-
bilizes NICD by binding and promoting its transactivation 
activity leading to CD133 increasing levels under hypoxia; 
Notch inhibitor (GSI) depletes CD133 mRNA levels and 
promotes neuronal and astrocytic differentiation [138]. 
Also, Jagged1 (Notch ligand) treatment blunted the HIF1α 
reduction effect on CD133, CD44, and ALDH1 levels, 
sphere forming efficiency, invasion capacity, and prolifera-
tion of prostate cancer cell lines exposed to hypoxia [139]. 
Although HIF2α represses NICD activity essentially upon 
normoxia and mild hypoxia, HIF-2α participates in CD133 
regulation and seems independent of Notch signaling in 
glioma cells [138]. Also, Hedgehog signaling inhibition 
using cyclopamine (Smoothened SMO receptor inhibitor) 
and GANT61 (GLI inhibitor), which inhibit different steps 
along the cascade pathway, abolished hypoxia-enhanced 
CD133, Oct4, Sox2, Nanog expression, EMT marker 
expression and invasion capacity of cholangiocarcinoma 
cancer lines [140]. HIF1α silencing abrogated Shh ligand 
expression and downstream signaling during hypoxia. In 
addition, although PROM1 (CD133) is a Wnt-target gene 
[87] and HIFαs appear to display a counterbalancing func-
tion on β-catenin/TCF transcriptional activity in response 
to oxygen levels [141, 142], it is unclear how the balance 
between HIF1α and HIF2α during hypoxia contribute 
to Wnt pathway and CD133 regulation mostly in cancer 
cells where Wnt pathway plays a crucial role. Miao et al. 
(2023) reported that hypoxia-induced β-catenin stabiliza-
tion upregulated CD133 and Nanog expression in CRC cell 
lines, and that β-catenin knockdown reversed this effect 
[143]. Also, Mazumdar et al. (2010) found that HIF1α 
transactivates LEF1 and TCF1, leading to Wnt/β-catenin 
target genes transcription only in ESC (embryonic stem 
cells), but not in embryonic cell-derived neurons during 
hypoxia [144]. By contrast Kaidi et al. (2007) reported that 
HIF1α has a negative role in β-catenin/TCF transcriptional 
activity in CRC cell lines by competitive binding with 
TCF4, in which HIF-1α/β-catenin transactivates hypoxia 
responsive target genes to promote an adaptative response 
to low oxygen levels [141]. These findings suggest that at 
least HIF1α exhibits differential function in a cell-context-
dependent manner.

Together, this evidence suggests that CD133 expression 
is synergically upregulated by different transcription fac-
tors in response to hypoxia, in which case HIFαs balance 
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and HIF1α/HIF2α switch during chronic hypoxia could be 
determinants in the maintenance of CD133 + population and 
expansion (Fig. 1).

Reactive Oxygen Species (ROS)

One of the particular characteristics of cancer is the rise in 
the physiological threshold of reactive oxygen species (ROS) 
because of high cell proliferation, low oxygen availability, 
endogenous immune response (inflammation), and antineo-
plastic therapy that boosts ROS production. In addition, ROS 
as second messengers are essential for the local and transient 
regulation of signaling cascades that mediate several cellular 
functions. Both persistent overproduction and underproduc-
tion beyond the thresholds could compromise cell viability 
and other cellular processes [145].

Tumoral cells can display adaptive mechanisms that 
restrict ROS levels to tolerable limits, such as increased 
expression of antioxidant enzymes, restriction of intracel-
lular ROS production (from mitochondria, from NADPH 
oxidases) by metabolic reprogramming, and the reduction of 
hydrogen peroxide transporter channels, among others [146]. 
For instance, CD133 expression correlated with superoxide 
dismutase (SOD) and cystine/glutamate transporter xCT, 
crucial to anion superoxide conversion to hydrogen peroxide 
(less reactive and diffusible) and glutathione levels mainte-
nance, respectively [147, 148]. CD133 depletion negatively 
impacts xCT induction in response to  H202 treatment and 

sensitizes tumoral cells to conventional antineoplastic drugs, 
but how CD133 promotes an xCT increase is undetermined 
[148]. Also, Zheng et al. (2020) found that Aquaporin 9, a 
water channel that facilitates  H202 transport from the extra-
cellular to intracellular space, is downregulated in HCC and 
that its overexpression disturbed cancer stem-like cell acti-
vation and CD133 expression as well as other cancers stem 
cell markers [149]. AQP9-mediated intracellular ROS dis-
turbed β-catenin-TCF4 association and enhanced β-catenin-
FOXO3a interaction, leading to Wnt-target genes downregu-
lation. FOXO transcription factors are known to be regulated 
by ROS intracellular levels; its activation could determine 
the cell cycle exit under unfavorable conditions [150, 151]. 
Consistent with this, NAC treatment rescued β-catenin-TCF4 
association and CD133 expression in HCC. In addition, IGF 
downregulates AQP9, whereby restrains intracellular  H202 
levels and promotes cancer stem-like properties.

By contrast, Wang et al. (2019) reported that Aquaporin 
3 (AQP3) exhibited an opposite effect on CD133 regulation 
and stem-like properties in HCC [152]; nevertheless, in this 
study, Aquaporin-mediated  H202 transporting was not evalu-
ated, and AQP3 could have functions independent on medi-
ated  H202 intracellular levels, such as glycerol uptake and 
even its cytoplasmic localization could be associated with an 
intracellular role [153]. AQP3 promotes STAT3 activation, 
nuclear translocation, and PROM1 promoter activation in 
HCC [152]. In several models, ROS promotes STAT3 activa-
tion probably by thiol oxidation in the active site of tyrosine 

Fig. 1  CD133 regulation in 
hypoxic conditions. Hypoxia-
inducible Factors (HIFs) 1/2α 
upregulate the levels of Sox2 
and Oct4, and also epigenetic 
regulators such as ATAD2 that 
favor gene transcription. HIF1α 
can stabilize NICD (Notch 
intracellular domain) in the 
nucleus and promote NICD/
CSL transcriptional activity 
leading to improve CD133 
expression as well as promoting 
Hedgehog signaling through 
improved Shh ligand. Also, 
hypoxia can promote β-catenin 
stabilization via increased gly-
colysis and lactate release lead-
ing to β-catenin nuclear translo-
cation and CD133 expression. 
Created with BioRender.com
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phosphatases, a negative regulator of STAT3 activity [154]. 
Activated STAT3 transactivates NOX1, producing a feed-
back loop that sustains REDOX signaling (STAT3 and PI3K/
Akt activation) involved in migration, cell proliferation, and 
stem-like properties [155, 156] (Fig. 2).

Extracellular Matrix

As part of the cellular microenvironment, the extracellu-
lar matrix (ECM) provides mechanical support and plays 
a critical role in cellular behavior and phenotype. Matrix 
components and their mechanical properties, such as stiff-
ness, viscoelasticity, and viscoplasticity, influence diverse 
cellular processes, such as proliferation, migration/invasion, 
stemness, and cell differentiation. By interaction with ECM, 
cells sense mechanical cues and respond by triggering the 
activation of signaling cascades involved in cell survival, 
rearrangement of the cytoskeleton, activation of transcrip-
tional regulators, and chromatin accessibility [157].

Although there are limited studies about how ECM affects 
CD133 expression, ECM impact could depend on matrix 
composition, cell type, and cellular context. Also, mecha-
notransduction signaling can differ between traditional 2D 
(monolayer) and 3D in vitro models, and thus its impact on 
cellular processes could diverge (Fig. 3). For instance, You 
et al. (2016) found that matrix stiffness enhances CD133 
expression in monolayer cultures of HCC cells through the 
integrin β1/Akt/mTOR axis [158]. Cells sense mechani-
cal cues using integrin β1 that bind to Collagene-I fibers 

and trigger downstream signaling (Fig. 3A). By contrast, 
Ng et  al. (2021) suggested that local soft spots in the 
HCC tumors maintain the CD133 + subpopulation in the 
3D matrix gel system and xenograft models. Soft matrix 
through mechano-epigenetic regulation induces chromatin 
accessibility on CD133 promoter by activating histone mod-
ifications leading to enhanced expression (H3K4me3 and 
H3K9ac), while repressing THBS2 (thrombospondin 2) pro-
moter through transcriptional silencing markers (H3K9m3 
and H3K27m3) [159] (Fig. 3B). THBS2 has been consid-
ered an ECM-modifying enzyme that regulates extracellu-
lar matrix deposition leading to ECM stiffness. Therefore, 
CD133 + cells with THBS2 low expression promote a feed-
back loop that allows them to sustain the surrounding soft 
microenvironment, thereby facilitating invasion and metas-
tasis by ECM remodeling.

Whereas several studies in 2D models of hepatocellular 
carcinoma have demonstrated a high correlation between 
increasing stiffness (that resembles liver fibrosis/cirrhosis) 
and hepatocellular carcinoma development [160–163], 3D 
in vitro systems with matrices that resemble physiological 
ECM (native tissue and tissue disturbed by disease) and 
studies of mechanical properties of ECM in vivo will allow 
unveiling the role of ECM-cell interactions that mediate dis-
ease evolution.

Without overlooking, 2D culture models have enabled 
to study the mechanotransduction pathways implicated in 
different ECM interactions and unveil the cellular behavior 
under the diverse stimuli. Integrin signaling is the central 

Fig. 2  ROS modulates CD133 
levels in a context-dependent 
manner. Increased ROS spe-
cies by aquaporin (AQ 3 y 
AQ9) channels can positively 
or negatively regulate CD133 
expression because of its role 
in signaling modulation. ROS 
could favor JNK activation and 
downstream signaling. JNK 
induces FOXO3a release from 
14–3-3 protein and subsequently 
its entry to the nucleus, wherein 
it competes with TCF4 to bind 
to β-catenin, leading to CD133 
downregulation. By contrast, 
ROS also can improve CD133 
expression by enhancing STAT3 
and PI3K signaling. Created 
with BioRender.com
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mechanism in 2D models by which cells sense ECM stiff-
ness. While some studies reported the importance of integ-
rins in mediating changes in CD133 levels [158, 164], oth-
ers do not explore the upstream signals of transcriptional 
regulators [165, 166]. You et al. (2016) and Tao et al. (2021) 
reported CD133 upregulation by increasing ECM stiffness 
in HCC and glioblastoma, respectively. Akt/mTOR acti-
vation downstream of integrin-ECM interaction in HCC 
could increase CD133 synthesis via mTORC1 activation 
and PROM1 gene expression via Akt-mediated SOX2 pro-
tein stabilization [158, 165]. On the other hand, in glioma 
cell lines, increasing ECM stiffness causes an increase in 
BCL9L, a transcriptional coactivator of the β-catenin/TCF 
complex that favors the gene transcription of its target genes, 
including PROM1 (gene-coding CD133 protein). mTORC1 
inhibition and β-catenin signaling inhibition override the 
CD133 increased levels triggered by the matrix in HCC and 
glioblastoma, respectively.

Alternatively, soft matrices can also induce changes in 
the CD133 expression in 3D models of HCC, as previously 
mentioned. Local soft spot microenvironment enhances 
CD133 expression via epigenetic modifications; neverthe-
less, the mechanism that regulates this process is unclear yet, 
and there are contrasting studies on changes in chromatin 

accessibility mediated by mechanical clues [157]. In addi-
tion, soft matrices in 3D models compared to rigid plastic 
plates enhance the CD133 mRNA levels and other cancer 
stem markers such as Oct4, Sox2, and Nanog in CRC cell 
lines. Although CD133 levels correlated with Nanog upregu-
lation and low levels of DAB21P [166], a negative regula-
tor of PI3K/Akt signaling, overexpression of DAB2P1 did 
not disturb CD133 mRNA levels, which suggest that other 
mechanisms triggered by matrix mechanical clues could be 
mediating this effect.

Regulation by Tumor Associated Cells

Tumoral cells constantly are exposed to numerous secreted 
factors from tumor-associated cells that regulate cell behav-
ior, quiescence, and stem/differentiation state. Numerous 
studies have demonstrated that CD133 expression increases 
as an outcome of the cell communication between tumoral 
cells and its niche in several cancers through cytokines 
secretion such as interleukins, TNFα/β, HGF, adipokines, 
and TGFβ (Table 1).

Interleukins appear as the most studied secreted factors 
involved in CD133 upregulation by macrophages, cancer-
associated fibroblasts (CAFs), mesenchymal stem cells 

Fig. 3  Mechanotransduction signaling mediated by integrin interac-
tion with extracellular matrix (ECM) modulates CD133 expression 
in response to stiffness changes. The impact of ECM-cell interaction 
in CD133 levels can differ between traditional 2D (monolayer) and 
3D  in vitro  models. A Monolayer cultures on stiffer matrices pro-
mote the establishment of focal adhesions that transduce mechanical 
forces in signaling activation, such as PI3K signaling. Also, contrac-
tile forces transmission to the nucleus can modulate pathways at the 
transcriptional level modulating transcription coactivators, transcrip-

tion factors, and chromatin accessibility. By contrast, cells embed-
ded in ECM sense mechanical clues such as stiffness via integrins, 
but the downstream signaling is unclear. B Soft matrices in 3D mod-
els increased CD133 expression through the improved expression 
of Sox2, Oct4, and regulation of chromatin accessibility to PROM1 
promoter while repressing the expression of THBS2. CD133 in cell 
surface improves PI3K /Akt signaling, which can increase Sox2 and 
Nanog levels. Created with BioRender.com
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(MSCs), and adipocytes in local niches. Interleukins can 
induce STAT3 activation and its target genes expression 
in tumoral cells [180, 189, 191, 192]. STAT3 binds to the 
PROM1 promoter and increases CD133 protein levels [171]. 
But also, STAT3 cross-talking with other signaling pathways 
produces a robust response to external signals to improve 
CD133 expression and cancer stem features. STAT3 can 
activate Notch signaling through improved Notch ligands 
and receptors expression. Kim et al. (2021) reported that 
IL6/IL8 secreted by myofibroblasts in CRC microenviron-
ment increased CD133 + /CD44 + cell subpopulation [180] 
probably through STAT3/Jagged1 axis that triggers Notch 
signaling activation in tumor-adjacent cells [193] which has 
shown to regulate positively CD133 expression [194, 195].

High-fat diets and an imbalance between energy expendi-
ture and food intake promote fat accumulation leading to 
adipocyte tissue dysfunction, metabolic disorders, and 
chronic inflammation associated with cancer development. 
Leptin is an adipokine secreted predominantly by adipo-
cytes to regulate food intake and metabolism. Its levels are 

highly upregulated in obese individuals and linked to the 
development of several cancers because of its role in cell 
proliferation, angiogenesis, ECM-remodeling, pro-inflam-
matory niche maintenance, apoptosis resistance, and cancer 
stemness [196]. Leptin/STAT3/Notch axis enhances CD133 
levels, clonogenic and self-renewal capacity, whereas STAT3 
inhibitor, γ-gamma secretase inhibitor, and leptin antagonist 
(LDFI), abrogated leptin effect on stem cells functions in 
glioblastoma [177]. CD133 + cells tended to accumulate 
around adipocytes in pancreatic tumors. Kesh et al. (2022) 
reported that conditioned media from patient-derived adipo-
cytes increased CD133, Sox2, and Oct4 expression, which 
suggests that peritumoral adipocytes are part of the homing 
niche that maintains CD133 + population partially because 
of interleukins secretion such as IL6 [190].

In addition, high-fat diets are associated with abnormal 
oxidative stress and hyperlipidemia. ROS overproduction 
produce higher levels of oxidized low-density lipoproteins 
(ox-LDL) that promotes tumor-associated macrophage 
(TAM) activation in cancer. Interleukins produced by 

Table1  CD133 regulation in tumor cells by soluble factors in the microenvironment

1 Soluble factors secreted by tumor-associated cells are referenced; in various studies its effect was evaluated by ectopic expression to resemble 
tumor-associated cells secretion. ND: no detected or not evaluated

Cancer Tumor-associated  cells1 Secreted factors Signaling induced in tumor cells Reference

HCC Stellate cells (CAFs transforma-
tion)

IL6/HGF ND [167, 168]
HGF ND [169]
SCUBE1 Shh/GLI-1 [170]

Ectopic IL6 STAT3/NFkB [171]
Ectopic LPS NFkB/HIF-1α [172]

HBx-infected hepatoma cells HUEVECs TGFβ TGFβ signaling [173]
Thyroid cancer M2-like macrophages Wnt ligands? (ND) β-catenin [174]

Neurons Acetylcholine M3R/p-Src/CD133/Akt [175]
Glioma T Regs TGF beta NFKB/IL6/STAT [176]

Ectopic Leptin ObR/STAT/Notch [177]
Medulloblastoma Astrocytes DN DN [178]
Colo-rectal cancer (CRC) Ectopic IL25 AMPK/SHH/GLI1 [179]

Myofibroblasts IL6, IL8 STAT3/Notch [180]
Jurkat cells TNFβ NFkB [181]
MSCs (placenta) IL8 CXCR2/ERK [182]
CD206 + macrophages Cytokines ND [183]
Tumor associated macrophages TAM-conditioned medium STAT3 [184]

Ovarian cancer Ectopic/CD68 + macrophages IL17 NFkB [185]
M2-like macrophages IL8 ND [186]

Oral Cancer M1-like macrophages TNFα, IL6, IL1β ND [187]
CAFs CXCL2/IL6 ND [188]

Pancreatic cancer Stellate cells (CAFs transforma-
tion)

IL6 STAT3 [189]

Adypocites Conditioned medium ND [190]
Lung cancer BM-MSC IL6 IL6R/STAT [191]
Esophageal squamous carcinoma Ectopic IL23 STAT3 [192]
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CD206 + macrophage cells could induce STAT signal-
ing in tumoral cells, which upregulate CD133 and CD44 
expression [183]. Further, ox-LDL could trigger ROS/
NFkβ/interleukins that act in an autocrine manner to acti-
vate STAT3 and subsequent target gene expression [197]. 
Also, other soluble factors such as TGFβ and TNFα/β from 
T Regs and T cells respectively, activate NFkB/Interleukins 
axis to probably reinforce STAT signaling in a feedback 
loop [176, 181]. IL17 promotes CD133 upregulation and 
enhanced clonogenic capacity, partially via NFkB activation 
in ovarian cancer cells. IL17 secretion by CD4 + lympho-
cytes and CD68 + macrophages in the local niche close to 
CD133 + ovarian cancer cells favor CD133 + cell mainte-
nance [185]. IL17B could enhance CD133 expression via 
the Akt/β-catenin axis in other cancers [198].

Beyond STAT signaling and its crosstalking with other 
signaling pathways, stromal cells can induce Hedgehog, 
and Wnt signaling activation led to CD133 upregulation in 
tumoral cells. Endothelial cells and CAFs promote CD133 
expression through Hedgehog pathway activation through 
Shh and SCUBE1 secretion in glioblastoma and HCC, 
respectively [170, 199]. SCUBE1 is a glycoprotein involved 
in Shh ligand secretion and membrane release; its overex-
pression in CAFs raises Shh, SMO, and GLI-1 levels with 
a concomitant increase in CD133 levels, whereas its down-
regulation displays an opposite effect, resulting in reduced 
migration and sphere-forming ability in tumoral cells [170]. 
Also, IL25 in CRC tissues could positively regulate Hedge-
hog signaling by p-AMPK reduction leading to Gli-1 sta-
bilization and nuclear translocation in cancer cells. How-
ever, it is not clear how IL25 disturbed AMPK levels and its 
phosphorylation in CRC [179]. M2-like macrophages could 
secrete Wnt ligands that enhance CD133, Oct4, and cMyc 
expression through β-catenin stabilization and nuclear trans-
location [200]. M2-like macrophages improved clonogenic 
anchorage-independent capacity, cell migration, and inva-
sion in thyroid cancer cells, whereas Wnt/β-catenin signal-
ing inhibition abolished it [174].

Endothelial cells also contribute to CD133 + subpopu-
lation maintenance in perivascular niches through TGFβ 
secretion and downstream signaling activation in hepatoma 
cells infected with the hepatitis B virus. CD133 appears 
essential to mediate the TGFβ effect on the EMT process in 
HBx-infected hepatoma cells [173]. TGFβ signaling regu-
late CD133 expression in a dose-dependent manner in part 
through the inhibition of DNA methyltransferases DNMT1 
and DNMT3β expression, resulting in CD133 (PROM1) 
promoter P1 methylation reduction, which favors its acti-
vation [51]. On the contrary, CD113 + cells of MHCC97H 
(HCC cell line) exhibit DNMT1 higher expression than 
CD133- cells; its knockdown results in stemness loss, 
miR34a transcription, and subsequent FOXM1 downregu-
lation. DNMT1/miR3a/FOXM1 axis plays an essential role 

in cancer stem-like traits in some liver cancer [201]. FOXM1 
regulation seems crucial in cancer progression and enhanced 
stemness in cancer [202–204]. DNMT1 loss could be detri-
mental to tumoral cells because of the multiple targets that 
it modulates (Fig. 4).

On the other hand, beyond CD133 levels regulation by 
tumor-associated cells, CD133 activity can be also mod-
ulated by secreted factors. Wang et al. (2020) found that 
acetylcholine secreted by neurons associated with thyroid 
cancer cells induces Y828 phosphorylation of CD133 and 
downstream PI3K/Akt activation, which enhances self-
renewal and restrains CD8 + T cell cytotoxicity [175]. Ace-
tylcholine binding to the M3R receptor and subsequent Src 
activation was essential to mediate CD133 function. Also, 
Wei et al. (2019) reported that CD133 + cells interact pref-
erentially with lymphatic endothelial cells in HCC tissues, 
and its interaction promotes IL17 secretion by endothe-
lial cells that stimulate STAT3 signaling and subsequent 
PD-L1 upregulation in tumoral cells. This interaction 
seems to depend on high-mannose glycans expressed on 
CD133 + cells and mannose receptors on endothelial cells; 
inhibition of this physical interaction abolished IL17 secre-
tion and CD133 + cells' resistance to CD8 + T cells [205]. 
This evidence suggests that hindering the CD133 function 
in tumor cells could impair not only self-renewal and tumo-
rigenicity, but also the ability of CD133 + cells to modify 
their niche. LDN193189 small molecule interacts with the 
C-terminus of CD133 and hampers p85 recruitment and 
downstream signaling, impairing self-renewal and tumori-
genicity of CD133 + cells in HCC. Also, LDN193189 down-
regulates galectin-3 transcription by impairing Y828/Y852 
phosphorylation of CD133 in HCC cells, leading to CD8 + T 
cells activation [206].

Cytotoxic Stress (Chemotherapy and Radiotherapy)

The acquisition of CD133 or pre-existence of CD133 + cells 
in the tumors is frequently associated with cancer stem-like 
cells with enhanced resistance to conventional therapy. 
CD133 promotes chemoresistance partially through Akt acti-
vation, which can modulate the activation of several proteins 
involved in drug efflux, apoptosis, and cell survival. CD133/
Akt inhibits pro-apoptotic proteins and promotes antiapop-
totic proteins and MDR1 expression via NFKB [208–210]. 
Also, CD133/Akt inhibits JNK and p38 downstream signal-
ing involved in drug-induced apoptosis and promotes p53 
degradation through MDM2 stabilization [211]. Whereas 
P53 could restrict CD133 expression under normal and 
stress conditions, CD133 upregulation abolishes p53 tumor 
suppressive function, indicating a mutual negative regulation 
that depends partially on the mutational background.

CD133 loss in different cancers can sensitize resistant 
cells to conventional chemotherapy by inducing PI3K/Akt 
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signaling reduction [212–214]. In addition, CD133 depletion 
frequently is accompanied by the suppressed expression of 
the pluripotent stem genes and slow proliferation pheno-
type in cancer [4, 215, 216], which suggests that CD133 
downregulation could impact several cellular processes via 
dependent and independent of PI3K/Akt signaling in a con-
text-dependent manner. CD133 acquisition during therapy 
emerges in response to cytotoxic stress as an adaptation 
mechanism to promote survival. Hereafter we will focus on 
the possible mechanisms triggered in the tumoral cell by its 
surrounding niche that promotes CD133 expression during 
or after drug treatment.

Tissue damage, inflammatory response, and cell death 
caused by chemotherapy or radiotherapy, can induce path-
ways activation or inhibition that promotes cell survival 
and tumor progression. Hou et  al. (2020) reported that 
irradiated mesenchymal cells (IR-MSCs) increase CD133 
expression and tumor growth in HCC through autocrine 
Wnt3a/β-catenin signaling activation. Disrupting CBP-
β-catenin interaction abolishes the IR-MSCs effect, but 
how IR-MSCs stimulate Wnt ligand secretion in tumoral 
cells is still unclear [217]. Cytokines secreted by stromal 
or cancer cells contribute to chemotherapy differential 

outcomes. Colony-stimulating factor (GM-CSF) upregula-
tion and secretion after 5FU and cisplatin treatment trigger 
STAT3 activation in residual gastric cancer cells. GM-CSF 
increased miR-877-3p expression, which suppresses SOCS2 
(suppressor of cytokine signaling 2), a negative JAK/STAT3 
signaling regulator, driving CD133 + cells to expansion and 
Sox2, Oct4, KLF4, and h-TERT upregulation [218]. IL6 
upregulation induced by MUC1/EGFR axis in tumoral cells 
results in CD133 + subpopulation expansion after chronic 
and acute paclitaxel treatment. MUC1 increased expression 
after paclitaxel treatment supports acquired chemoresist-
ance via MUC1-C/EGFR complex nuclear activity, thereby 
EGFR inhibition by Erlonitib sensitized cells to paclitaxel, 
abrogated CD133 + cells enrichment and prevented disease 
relapse of cervical cancer [219].

HCC early recurrence after radio-frequency ablation 
(RFA) treatment was associated with CD133 + cell growth 
partially due to VEGF and CXCL10 elevated levels after the 
treatment [220, 221]. Microvascular and tissue damage after 
RFA treatment could trigger HIF1α stabilization and subse-
quent VEGF expression to promote local angiogenesis and 
residual cell expansion characterized by CD133 enhanced 
expression [222]. Nanog increased expression induced by 

Fig. 4  The tumor microenvironment regulates CD133. Tumor-associ-
ated cells modulate CD133 levels in cancer cells through the secre-
tion of cytokines, growth factors, HMGB1, Shh, and Wnt ligands, 
and so forth. Also, toxins secreted such as LPS by bacteria could 

modulate CD133 expression [172, 184, 207].These factors induce 
signaling pathways that positively regulate CD133 expression. Cre-
ated with BioRender.com
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VEGF raises the frequency of CD133 + cells and enhances 
its clonogenic capacity [221]. Disturbing VEGF-VEGFR2 
interaction abrogates CD133 expansion driven by VEGF. 
Blocking CXCL10-CXCR3 interaction, CXCL10 fails to 
increase the c-Myc levels and proportion of CD133 + cells 
[220], but the molecular mechanism downstream VEGFR 
and CXCR3 after RFA treatment is unclear. In addition, 
Adini et al. (2013) demonstrated that CD133 interacts with 
VEGF, promoting its stabilization and dimerization, which 
favors VEGF binding to its receptor in endothelial cells and 
tumoral cells, indicating a possible feedback wherein CD133 
potentiates VEGF pro-angiogenic function in endothelial 
cells, and survival in tumoral cells via VEGF/Bcl-2 axis 
[223].

Tumors undergoing chemotherapy or radiotherapy dis-
play HMGB1 increased levels in the extracellular space that 
favors the acquisition of cancer stem-like features. HMGB1, 
a non-histone nuclear DNA binding protein involved in 
chromatin remodeling and gene transcription, also acts as 
an inflammation mediator by binding to TLR receptors. 
HMG1B can be released by damaged, dying cells, stromal 
cells or actively secreted by cancer cells in response to an 
external stimulus such as hypoxia and cytokines [224, 225]. 
Zhang et  al. (2019) demonstrated that CD133-negative 
tumoral cells acquired CD133 expression after exposure 
to HMGB1-released by irradiated-tumoral cells. HMG1B 
binds to TLR2 and induces YAP stabilization and YAP/
HIF-1α nuclear association, leading to pluripotency gene 
transcription. YAP binding to pluripotent gene promoters 
was dependent on HIF1α upon HMGB1 stimulus. Defi-
ciency of TLR2 and HIF-1α, abolished CD133 expres-
sion and clonogenic ability induced by HMG1B. TLR2/
YAP/HIF1α inhibitors delayed pancreatic tumor relapse in 
mice undergoing X-ray irradiation treatment [226]. Also, 
in response to temozolomide, GBM cells secrete HMG1B 
that triggers lncRNA NEAT1 (nuclear paraspeckle assembly 
transcript 1) upregulation favoring β-catenin/TCF signaling 
[227]. NEAT1 could regulate positively or negatively the 
Wnt signaling through mRNA or protein stabilization of 
proteins involved in the signaling cascade and the transcrip-
tional complex [228–230].

Conclusions and Perspectives 
for Therapeutic Strategies

The accuracy of CD133 as a biomarker for cancer stem-
like cells remains controversial, primarily due to the pres-
ence of CD133-negative cells that also possess a tumori-
genic potential and enhanced chemoresistance in several 
tumors [83, 231, 232]; and plasticity of stemness markers 
expression [233]. These findings suggest the existence 

of various subpopulations with distinct surface marker 
expressions with potential for tumor initiation and prob-
ably with a differential contribution to cancer progression, 
such as proliferation, latency, migration, and invasiveness. 
Additionally, the tumor microenvironment influences 
CD133 expression in tumoral cells and its modulation 
could be part of an adaptive response.

Remarkably, CD133 has been regarded as a therapeutic 
target for eradicating drug-tolerant cancer cells and pre-
venting cancer recurrence in various cancer types. Target-
ing CD133 enhances cell sensitivity to conventional chem-
otherapy by suppressing the overexpression of CD133 or 
preventing the enrichment of CD133 + cells in response to 
cytotoxic stress. In gastric cancer, the combined treatment 
of cisplatin and anti-CD133 CAR-T cells has demonstrated 
significant antineoplastic activity compared to individual 
therapeutic strategies [234].

Targeted immunotherapy utilizing antibodies that 
engage NK cells and T cells to CD133 + subpopulation 
has shown reduced outgrowth of CD133-overexpressing 
glioblastoma (GBM) tumors and decreased tumor burden 
in mice with myeloid leukemia, without impairing hemat-
opoietic stem cells, at concentrations effective against 
tumor cells [235, 236]. Furthermore, the development of 
vaccines incorporating modified CD133 mRNA into den-
dritic cells (DCs) has induced cytotoxic activity of both 
CD4 + and CD8 + T cells against triple-negative breast 
cancer (TNBC) and GBM cells, resulting in reduced tumor 
growth and increased survival in vaccinated mice [237, 
238]. Other drug delivery systems that employ CD133 
antibodies and CD133 peptides to eliminate CD133 + cells 
have shown heterogeneous efficacy and discrete responses 
in different in vitro and in vivo cancer models [239–241], 
likely due to the initial antigen expression on the cell sur-
face and changes in its expression during treatment [242].

As these therapeutic strategies rely on CD133 extracel-
lular domain recognition on the cell surface, understanding 
its internalization and potential functions in other cellu-
lar compartments may enable the development of more 
reliable CD133-targeted therapies with fewer limitations. 
Since CD133 expression is not limited to cancer stem-
like cells and also stem/progenitor cells and mature cells 
of various tissues, such as bone marrow, brain, kidney, 
liver, pancreas, and retina exhibit CD133, it is of para-
mount importance to elucidate the structural differences 
caused by post-translational modifications and alternative 
splicing variants that may mediate diverging functions 
between tumor and non-tumor cells, which is essential for 
designing precise therapeutic strategies against cancer and 
particularly CD133 + subpopulations. Additionally, the 
potential compensation by prominin-2 should be consid-
ered when developing therapies for particular cancer types.
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