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1. RESUMEN

El cancer es una patologia caracterizada por la proliferacion celular incontrolada.
Esta patologia es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo. En México, el cancer de colon (Ca-Co) es el cuarto tipo de cancer con
mayor incidencia y el séptimo tipo causante de muertes, afectando principalmente
a hombres y personas mayores de 60 afios. Actualmente, la terapia para tratar el
Ca-Co depende de la etapa o estadio en que este se encuentre. Las células
troncales del cancer (CTC) se han descrito como un pequefio subgrupo de células
presentes en los tumores, con capacidad de autorrenovacién y diferenciacion. Las
CTC son las responsables de la iniciacibn y mantenimiento de los tumores,
ademas de estar involucradas en la reincidencia y metéastasis, por lo que su
erradicacion podria generar terapias mas efectivas contra el cancer. Las células
troncales del cancer de colon (CTC-Co) se han identificado con base en la
expresion de marcadores de superficie, como la proteina CD133, o por alta
actividad de la enzima ALDH. Recientemente, algunos estudios han demostrado
que las células de Ca-Co que expresan la proteina CD44 poseen propiedades de
troncalidad, considerando que CD44 puede ser mejor marcador de CTC-Co que
CD133. El receptor CD44 es una glicoproteina transmembranal, cuyo principal
ligando es el acido hialurénico (HA). La via de sefializacion activada por la unién
HA/CD44 también estad involucrada en la regulacidon de la transcripcion de
supresores tumorales y genes asociados a pluripotencia. Nuestro grupo de trabajo
realiz6 previamente la busqueda de farmacos antagonistas de CD44 mediante
cribado virtual y los evalu6 en células de cancer de mama. Se demostré que el
etopdsido antagoniza CD44, induciendo la diferenciacién de las CTC de mama. En
este trabajo usamos como modelo la linea celular de Ca-Co HCT-15 para analizar
los efectos del bloqueo de CD44 con tres de los farmacos obtenidos en el cribado
virtual: emetina, etoposido y pictilisib. Primero, evaluamos por ensayos de MTT la
citotoxicidad de los farmacos a 48 h de exposicibn y obtuvimos las
concentraciones inhibitorias (Cl). Después, mediante ensayos de formacion de
tumoroesferas en presencia de farmaco evaluamos el efecto de cada uno en la

capacidad clonogénica de las células. Los resultados mostraron mayor

1



selectividad del etoposido hacia las CTC-Co, por lo que fue el farmaco elegido
para realizar experimentos posteriores. Después de exponer a las células durante
48 h a las CI 25, 50 o 75 del etopdsido, medimos por citometria de flujo la
poblacidon celular CD44* y observamos un aumento significativo con respecto al
control. Posteriormente, mediante ensayos de formacion de tumoroesferas en
ausencia de farmaco, evaluamos la capacidad clonogénica de las células
previamente expuestas a las Cl de etopésido y observamos una disminucién
significativa en el nimero de tumoroesferas formadas. Debido a la discrepancia de
los resultados entre el aumento de la poblacion CD44* y la disminucion en la
formacién de tumoroesferas, decidimos medir por citometria de flujo la
coexpresion de los marcadores CD44 y ALDH. Observamos que la poblacion
CD44*/ALDH* disminuyd, aunque no significativamente. Tras el tratamiento con
etopdsido, nuestros resultados sugieren que el bloqueo de CD44 en las células
HCT-15 afecta la clonogenicidad de las CTC-Co, sin embargo, el efecto del
etopdsido también podria afectar otras vias involucradas en la proliferacion vy
viabilidad celular en los subtipos troncal y no troncal. Por lo tanto, el etopdsido
podria ser un buen candidato para realizar estudios posteriores tanto in vitro como
in vivo para demostrar las ventajas de su posible uso en la quimioterapia contra el
Ca-Co.
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2. INTRODUCCION

2.1 El cancer

El cancer puede definirse como aquella patologia cuya principal caracteristica es
la proliferacion celular incontrolada, en donde las células se encuentran
comprometidas a sufrir mitosis indefinidamente (Boticario & Angosto, 2009). Esta
patologia engloba a un grupo de enfermedades caracterizadas por la presencia de
células anormales que crecen y se dividen de forma aberrante en cualquier parte
del cuerpo (Macarulla, Elez, Capdevila, & Tabernero, 2011), llegando a formar
masas llamadas tumores (NCI, 2015). Esto es debido a la acumulacion de
alteraciones genéticas que llevan a la desregulacion del programa celular que
controla la division y diferenciacion (R.W. Ruddon, 2007) y de los mecanismos
homeostéticos que determinan el equilibrio entre proliferacion y muerte celular (de
Baptista & Melo, 2014).

2.2 Carcinogénesis

La carcinogénesis es el proceso por el cual las células normales se transforman
en cancerosas (Catherine Sanchez, 2013). A nivel celular, es un proceso
irreversible (Loeb & Harris, 2008) de multiples etapas, que puede surgir de
mutaciones en genes supresores de tumores, alteracién de oncogenes, cambios
epigenéticos en el DNA, o de una combinacién de estos factores (Smith et al.,
2002). En general, se reconocen tres etapas principales de la carcinogénesis:

iniciacién, promocidén y progresiéon (Devi, 2004) (figura 1).
¢ Iniciacion

Ocurre cuando hay uno o mas cambios genéticos estables en la célula, que
surgen espontaneamente o son inducidos por la exposicion a un carcinGgeno
(Devi, 2004), virus (P. S. Moore & Chang, 2010) o por factores hereditarios (R.

W. Ruddon, 1995). Se ha relacionado con una alteracion genética ocurrida
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durante la replicacion del DNA (Waalkes, 1994) que afecta a los genes
relacionados con la proliferacion celular (Shibamoto & Bjeldanes, 2009). Dicha
mutacion puede ocurrir en tres clases de genes: los oncogenes, que estimulan
el crecimiento celular; los genes supresores, que inhiben el crecimiento; y los
genes supresores de tumores, que regulan la muerte celular programada o

apoptosis (Gallegos, 2004).
e Promocion

Comprende la expansion clonal selectiva de las células alteradas durante la
iniciaciéon (células iniciadas) (Weston & Harris, 2003). Es un evento
epigenético, ya que no implica cambios adicionales en el DNA (Shibamoto &
Bjeldanes, 2009). El desarrollo neoplasico esté influenciado por el ambiente
intracelular y extracelular, que puede producir un aumento del potencial del
crecimiento celular y/o un desacoplamiento de los procesos de comunicacion
intercelular que restringen la autonomia de la célula (Devi, 2004). Entonces, la
promocion contribuye a la expansion de una poblacién de células iniciadas que

estaran en riesgo de transformarse en malignas.
e Progresion

Es la fase irreversible entre una lesion premaligna y el desarrollo del cancer
invasivo (I. Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, & Mukhtar, 2015). Resulta de la
evolucion continua mutagénica de la célula cancerosa, y da lugar a otros
grados de invasividad, metastasis e independencia del microambiente, ya que
ellas mismas producen las sefales necesarias para activar sus factores de
transcripcion, que dan como resultado un aumento en el potencial de
invasividad y metastasis (Mbeunkui & Johann, 2009; Shibamoto & Bjeldanes,
2009). Es decir, a medida que el tumor crece, las células pueden sufrir
mutaciones adicionales que llevan a la expresion del fenotipo maligno y a la
tendencia de las células a adquirir caracteristicas mas agresivas a lo largo del
tiempo (Weston & Harris, 2003).

I



Ceélulas Célula Lesion ,
normales I iniciada I preneoplésicaT Tumor maligno
Iniciacion Promocion Progresion
Mutacién Expansion clonal de la Conversion maligna
genética célula iniciada. invasiva. -
ireversible| |Cambios no genéticos| | Cambios genéticos
reversibles y no genéticos,
reversibles e
irreversibles

Fig.1l. Etapas de la carcinogénesis. Imagen modificada de (Kusewitt & Ley, 1996).

2.3 Caracteristicas distintivas del cancer (hallmarks)

A diferencia de las células normales, las células cancerosas no son células
especializadas, ya que las células normales maduran en tipos celulares distintos
con funciones especificas, mientras que las células cancerosas no lo hacen y solo
se dividen sin detenerse formando tumores (NCI, 2015).

Actualmente se conocen mas de 100 tipos distintos de cancer, y la diversidad de
genotipos de las células cancerosas son resultado de la manifestacién de al
menos seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular que conducen a la
adquisicién de los rasgos malignos (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan &
Weinberg, 2011):

1) Mantenimiento de la sefial proliferativa

Las células cancerosas tienen una desregulacién en las sefiales promotoras
del crecimiento y la divisién celular. Para que las células normales proliferen
necesitan sefales de estimulacion que son transmitidas por la union de
factores de crecimiento, componentes de matriz extracelular (MEC), moléculas
de interaccion celular y moléculas de adhesion a receptores transmembranales

(Hanahan & Weinberg, 2000). Las células cancerosas producen los propios
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ligandos de sus factores de crecimiento, reduciendo asi la dependencia de la
estimulacién por su microambiente. También pueden cambiar los tipos de
receptores de componentes de la MEC, favoreciendo a los que transmiten las
sefales de crecimiento y proliferacién, y ademas son capaces de estimular a
las células normales del estroma asociado al tumor para que también secreten
factores de crecimiento (Cheng, Chytil, Shyr, Joly, & Moses, 2008; Hanahan &
Weinberg, 2011).

2) Evasion de los supresores de crecimiento

Las células cancerosas pueden evadir los programas que regulan
negativamente la proliferacion celular. Esos programas generalmente
dependen de la accion de los genes supresores de tumores que limitan el
crecimiento y la proliferacion. Los dos genes supresores de tumores
prototipicos codifican las proteinas RB (proteina del retinoblastoma) y p53
(Hanahan & Weinberg, 2011). Los defectos en las vias de sefalizacion de
estas proteinas provocan que se descontrole el ciclo celular y que las células
proliferen persistentemente (Hanahan & Weinberg, 2011).

3) Activacién de la invasion y metastasis

En carcinomas altamente agresivos esta alterada la expresion de genes que
codifican para moléculas de adhesion célula-célula y célula-componentes de
MEC (Hanahan & Weinberg, 2011). Esta favorecida la expresién de moléculas
asociadas a la migracién celular, como aquellas presentes durante la
embriogénesis y la inflamacién, por ejemplo N-cadherina, lo que permite que
las células cancerosas lleguen a otras partes del cuerpo (Cavallaro &
Christofori, 2004). El proceso de invasion y metastasis también se ha descrito
como una secuencia de varias etapas (Fidler, 2003; Talmadge & Fidler, 2010).
Comienza con la invasion local, seguida de la intravasacion de las células
cancerosas en los vasos linfaticos y sanguineos cercanos. Luego, la
diseminacién de las células cancerosas a través de los sistemas linfatico y

hematdgeno. Después ocurre la extravasacion, que es el escape de las células
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cancerosas del lumen de los vasos hacia el parénquima de los tejidos
distantes. Posteriormente la formacion de micrometastasis, que comprende la
formacién de pequefios nédulos de células cancerosas. Y finalmente la
colonizacion de las células cancerosas, dando como resultado el crecimiento
macroscopico de tumores (Hanahan & Weinberg, 2011; Talmadge & Fidler,
2010).

4) Potencial replicativo ilimitado

Se ha demostrado que las células normales cultivadas tienen un potencial
replicativo limitado (Hayflick, 1997). Una vez alcanzado el limite de
replicaciones, las células entran en un estado irreversible no proliferativo pero
viable, llamado senescencia. Generalmente, las células que logran evadir el
estado de senescencia entran después en otro estado llamado crisis, que
implica la muerte celular. En raras ocasiones, las células logran evadir la crisis
y presentan un potencial replicativo ilimitado. A este rasgo se le llama
inmortalizacion (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011). La
mayoria de las células tumorales parecen estar inmortalizadas al adquirir un
potencial replicativo ilimitado durante la progresion tumoral, que es esencial
para su desarrollo maligno (Hayflick, 1997). Ademas, no muestran evidencias

de senescencia o crisis (Hanahan & Weinberg, 2011).
5) Induccién de la angiogénesis

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren un sustento de oxigeno
y nutrientes, asi como una habilidad para evacuar los desechos metabdlicos y
el diéxido de carbono (CO2) (Hanahan & Weinberg, 2011). La neovasculatura
asociada al tumor generada por el proceso de angiogénesis responde a esas
necesidades. Durante la progresion tumoral se activa una especie de
“‘interruptor angiogénico” que provoca que la vasculatura se ramifique
continuamente, formando nuevos vasos que ayuden a sostener los
crecimientos neoplasicos en expansién (Hanahan & Folkman, 1996). La

angiogénesis esta regulada por factores que la inducen o la inhiben, algunos
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de estos reguladores son proteinas de sefalizacion que se unen a receptores
de superficie de las células endoteliales vasculares (Baeriswyl & Christofori,
2009). El factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A, por sus siglas
en inglés) es uno de los inductores de la angiogénesis mejor conocido,

involucrado en el crecimiento de nuevos vasos sanguineos (Ferrara, 2009).
6) Evasion de la apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es una serie de procesos
moleculares en la célula, que conducen a su muerte (D. 0. C. T. NCI, 2018). La
resistencia a la apoptosis es un sello distintivo de todos los tipos de cancer
(Hanahan & Weinberg, 2000). La maquinaria apoptotica tiene dos clases de
componentes, los sensores y los efectores (J. M. Adams & Cory, 2007). Los
sensores son responsables de monitorear el ambiente intracelular vy
extracelular para detectar anomalias como dafio en el DNA, sefalizacion
desequilibrada por accion de oncogenes, insuficiencia de factores de
supervivencia, hipoxia, supresion de la sefalizacion de moléculas de MEC,
sefalizacion de adherencia célula-célula, etc., que conducen a las células a
encender el programa apoptético (Evan & Littlewood, 1998; Giancotti &
Ruoslahti, 1999; Ishizaki, Cheng, Mudge, & Raff, 1995). Los efectores
consisten en una serie de proteasas intracelulares llamadas caspasas que
ejecutan la apoptosis, promoviendo la ruptura de la membrana celular, el
desensamble del citoesqueleto, la extrusiéon del citoplasma, la degradaciéon de
los cromosomas, fragmentacion del nucleo y la destruccidon selectiva de otras
estructuras subcelulares y organelos (Thornberry & Lazebnik, 1998; Wyllie,
Kerr, & Currie, 1980). La alteracion de los componentes de la maquinaria
apoptotica produce la inactivacion de la via, permitiendo que las células
dafiadas sigan proliferando. Una de las estrategias mas comunes de la evasion
de la apoptosis es mediante la pérdida de funcion de un regulador
proapoptotico, como p53, que es un sensor de dafio del DNA que puede
inducir la activacion de una cascada efectora apoptoética (Harris, 1996).
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2.4 Clasificacion del cancer

El cancer se puede clasificarse en funcion del tipo de tejido en donde se origina
(tipo histolégico) o por la ubicacién en el cuerpo donde se desarrolla (NCI, 2015;
SEER, 2017).

De acuerdo con el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos
Americanos (NCI, por sus siglas en inglés), dentro de la primera clase se
encuentran los siguientes tipos de cancer (NCI, 2015; SEER, 2017):

e Carcinoma: neoplasia maligna de origen epitelial o cancer del revestimiento
interno o externo del cuerpo. Los carcinomas a su vez se clasifican en
cuatro subtipos, segun el tipo de células epiteliales donde se originan:

a) Adenocarcinoma: se forma en tejidos glandulares, donde las células
epiteliales producen fluidos o mucosa (cancer de mama, colon,
préstata).

b) Carcinoma basocelular: comienza en la capa basal de la epidermis, es
decir, en la capa externa de la piel.

c) Carcinoma de células escamosas o carcinoma epidermoide: se forma en
las células epiteliales que se encuentran justo debajo de la superficie
externa de la piel. Las células escamosas también recubren otros
organos, como el estbmago, intestinos, pulmones, vejiga y rifiones.

d) Carcinoma de células de transicion: se forma en el urotelio, tejido que se
encuentra en el revestimiento de la vejiga, los uréteres y parte de los
rifiones.

e Sarcoma: cancer que se origina en los huesos y tejidos blandos, incluyendo
musculo, grasa, vasos sanguineos, vasos linfaticos y tejido fibroso (como
tendones y ligamentos). Es de origen mesenquimal (R.W. Ruddon, 2007).

e Leucemia: cancer que comienza en el tejido formador de sangre de la
médula Osea. Este tipo de cancer no forma tumores sélidos, pero las
células cancerosas se acumulan expulsando a las células normales. Las
leucemias se clasifican a su vez en cuatro subtipos: aguda o crénica, segun
la rapidez en que la enfermedad progresa; y a) linfoblastica o b) mieloide,

de acuerdo al tipo de célula en que se origina el cancer.
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a) Linfoma: cancer que comienza en los linfocitos (células T o células B),
los cuales se van acumulando en los ganglios y vasos linfaticos, asi
como en otros érganos del cuerpo.

b) Mieloma: cancer que se origina en las células plasmaticas, las cuales se
acumulan en la médula 6sea y forman tumores en los huesos de todo el
cuerpo.

e Melanoma: cancer que comienza en las células que se convierten en
melanocitos. Se forman en la piel o en otros tejidos pigmentados (como el

0j0).

La segunda clase es menos precisa, y es en general mas comun para el puablico,
ya que se relaciona con el 6rgano principal donde se desarrolla el cancer. Por
ejemplo cancer de piel, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de proéstata,

cancer de colon y recto, cancer de utero, etc. (SEER, 2017).

2.5 Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo. En el afio 2012, a nivel mundial se registraron mas de 14 millones de
nuevos casos de cancer y mas de 8.2 millones de muertes relacionadas a esta
enfermedad (Ferlay J. et al., 2013). Se ha determinado que una de cada seis
defunciones son causadas por cancer, y se prevé que el nUmero de nuevos casos
aumente aproximadamente en un 70% en los préximos 20 afios (OMS, 2017).

A nivel mundial, los tipos de cancer con mayor incidencia son el cancer de pulmén,
seguido del cancer de mama, el cancer colorrectal, y el cancer de prostata. Los
principales causantes de muertes son el cancer de pulmoén, el cancer de higado, el
cancer de estomago y el cancer colorrectal (Ferlay J. et al., 2013) (figura 2a).

En México, los tipos de cancer con mayor incidencia son el cancer de mama, el
cancer de proOstata, el cancer cervicouterino y el cancer colorrectal, y los
principales tipos causantes de muertes son el cancer de pulmén, el cancer de
prostata, el cancer de estbmago y el cancer de higado (Ferlay J. et al., 2013)
(figura 2b).



a) Incidencia y mortalidad por distintos tipos b) Incidencia y mortalidad por distintos tipos
de cancer a nivel mundial en el afio 2012 de cancer en México en el afio 2012
Pulmén Mama
Mama Prostata
Colorrectal Cervicouterino
Prostata Colorrectal
Estémago Pulmaén
Higado Estémago
Cervicouterino Higado
Esodfago Leucemia
Vejiga Limfoma no Hodking
Linfoma no Hodking Cerebro
0 1\000:000 2,000'.000 3._000I.000 0 10‘(l)00 ZO‘KI)OO 30,(I)00

Numero de casos Numero de casos

Incidencia
MMortalidad

Fig. 2. Graficas comparativas de los tipos de cancer, mostrando el nimero de casos de
incidencia y mortalidad, sin distincion de sexo. a) A nivel mundial y b) en México, en el afio
2012. Imagenes modificadas de (Ferlay J. et al., 2013).

2.6 Céancer de colon

El colon es un elemento que forma parte del intestino grueso, cuyas funciones
principales son la absorcion de agua y electrolitos del quimo, y el almacenamiento
y transporte de la materia fecal hasta su expulsion (Segarra, 2006). Se divide
anatémicamente en cuatro regiones: colon ascendente, colon transverso, colon
descendente y colon sigmoide (K. L. Moore, Dalley, & Agur, 2009) (figura 3a).

Histologicamente, el colon esta organizado en cuatro capas distintas (Ricci-Vitiani,
Fabrizi, Palio, & De Maria, 2009): mucosa, submucosa, muscular y serosa (AECC,
2014) (figura 3b). El epitelio colonico mucoso de la superficie luminal consiste en
una sola capa de células epiteliales columnares dispuesta a lo largo del eje radial,
formando invaginaciones llamadas criptas (Anderson, Hessman, Levin, Monroe, &
Wong, 2011; Ricci-Vitiani et al., 2009). Se distinguen tres tipos celulares que
componen las criptas: en la base se encuentran las células troncales epiteliales

del colon; cerca de la porcion inferior de la cripta se encuentran las células de
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amplificacion transitoria, involucradas en la expansion de la renovacion epitelial e
inicio de la diferenciacion celular; y en la parte superior de las criptas se
encuentran las células coldnicas diferenciadas (Anderson et al., 2011; Ricci-Vitiani
et al., 2009) (figura 3c).

Son cuatro los linajes celulares diferenciados en la cripta colénica: 1) colonocitos,
células primarias de absorcion; 2) células calciformes, encargadas de la secrecién
de mucina; 3) células enteroenddcrinas, productoras de hormonas; y en algunos
casos 4) células de Paneth, las cuales son células secretoras antimicrobianas
(Anderson et al., 2011; Ricci-Vitiani et al., 2009).

a)

Tenia

Colon descendente

Tenia C)

Células
diferenciadas

Apéndice vermiforme

Recto \
Colon sigmoide

Células de
amplificacién
transitoria

Compartimento de
células troncales

p “ i 0 / A
" /Células

Membrana mesenquimales
basal

Fig. 3. Colon humano. a) Disposicion y partes del colon (imagen tomada de
(www.cancerenpositivo.org, 2015)). b) Representacién de un corte transversal del colon,
sefialando las capas que lo componen (imagen modificada de (www.bbccolonic.ca, 2016)). ¢)
Estructura de una cripta coldnica (imagen modificada de (Anderson et al., 2011)).

El cancer de colon (Ca-Co) es aquella neoplasia que se desarrolla en el tejido del
intestino grueso (Donehower, 2007; Stokes, 2005) a partir de las células que
componen las criptas (S.-J. Lee & Yun, 2010). Frecuentemente, el cancer de colon
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y el cancer de recto se nombran en conjunto (colorrectal) debido a sus similitudes
(ACS, 2017).

Con base en estudios epidemiolédgicos se ha estimado que entre un 70% y 80% de
los casos de Ca-Co son esporadicos, en donde intervienen factores ambientales y
de estilo de vida (Franco, Sikalidis, & Solis Herruzo, 2005; Mdller, lbrahim, &
Arends, 2016). Por otro lado, el 20% o 30% restante de los casos estan asociados
a causas hereditarias, debido a sindromes de susceptibilidad de alto riesgo, como
la poliposis adenomatosa familiar (PAF) o el cancer colorrectal hereditario no
polipdsico (CCHNP), y/o como consecuencia de enfermedades inflamatorias del
intestino (Munkholm, 2003; Whiffin et al., 2014).

De acuerdo con Vogelstein y colaboradores, el desarrollo del Ca-Co inicia con una
delecibn en el cromosoma 5q, que provoca la mutacion del gen APC
(Adenomatous Poliposis Coli) en una célula de la cripta (Fearon & Vogelstein,
1990; Kinzler & Vogelstein, 1996; Vogelstein et al., 1988). La mutacion en APC
conduce a la hiperproliferacion del epitelio (Fodde, Smits, & Clevers, 2001), dando
lugar a un adenoma (tumor no canceroso) temprano (Kinzler & Vogelstein, 1996;
Vogelstein et al., 1988).

En el adenoma temprano se lleva a cabo una siguiente mutacion, en el oncogén
K-RAS, ubicado en el cromosoma 12p (Kinzler & Vogelstein, 1996; Vogelstein et
al.,, 1988). Este evento permite que la célula mutada continie proliferando,
incrementando el tamafio del adenoma, dando lugar a un adenoma intermedio
(Kinzler & Vogelstein, 1996; Vogelstein et al., 1988).

Una segunda delecién ocurre, afectando la region especifica del cromosoma 18q
(Vogelstein et al.,, 1988) que contiene los genes supresores de tumores DCC,
DPC4 y JV18-1 (Kinzler & Vogelstein, 1996). Esta mutacion provoca una
alteracion que afecta la adhesion celular y la apoptosis inducida por DCC (Tanaka,
2009). Las células siguen proliferando, hasta formar un adenoma tardio (Kinzler &
Vogelstein, 1996; Vogelstein et al., 1988).

Posteriormente ocurre una tercera delecion, esta vez en el cromosoma 17p
(Fearon & Vogelstein, 1990; Kinzler & Vogelstein, 1996; Vogelstein et al., 1988),

causando una sustitucion de aminoacidos en el gen supresor de tumor TP53
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(Vogelstein et al., 1988). La mutacion de TP53 provoca que las células con dafios
en el DNA evadan la apoptosis y continien proliferando, dando lugar a la
progresion del adenoma tardio a carcinoma (Tanaka, 2009).

La progresion tumoral continba una vez que el carcinoma se ha formado
(Vogelstein et al., 1988). Durante esta etapa otras alteraciones genéticas pueden
llevarse a cabo, conduciendo a la metéastasis del carcinoma (Kinzler & Vogelstein,
1996; Vogelstein et al., 1988). La figura 4 ilustra el desarrollo tumoral y las

mutaciones ocurridas durante la carcinogénesis del Ca-Co.

DCC
DPC4 Otros
APC K-RAS JV18-1 TP53 cambios
s Epitelio
Epnelx: -Lhiper- — g:"m }l& i‘l\l‘::mio :;dred!;oma -l- CarcinomaL Metastasis
norma proliferativo P

Células Hiperproliferacion Adenoma Carcinoma
normales celular

Fig. 4. Formacion de un tumor y cambios genéticos asociados a la carcinogénesis del
Ca-Co. Imagen modificada de (Janne & Mayer 2000; Kinzler & Vogelstein, 1996).

El Ca-Co es una enfermedad altamente heterogénea, pero se puede clasificar en
diferentes subtipos que se caracterizan por alteraciones moleculares vy
morfologicas especificas (Muller et al., 2016). De acuerdo con el consenso de
subtipos moleculares (CMS, por sus siglas en inglés), el Ca-Co se clasifica en
cuatro subtipos diferentes mas un grupo mixto (Guinney et al., 2015). Esta
clasificacion se basa en los perfiles de expresidn génica, integrando otras
caracteristicas como mutaciones, niamero de copias, metilaciones y proteémica
(Guinney et al., 2015). La tabla 1 resume los subtipos moleculares y sus

caracteristicas.



Tabla 1. Clasificacion molecular del Ca-Co. Caracteristicas moleculares significativas de
cada subtipo. Tabla modificada de (Graham, Coyle, Kennedy, & Wilson, 2016).

CMS1 CMS2 CMS3 CMS4 Mixto
MSI Inmune Candnico Metabolico Mesenquimal
14% de los casos | 37% de los casos 13% de los casos 23% de los casos 13% de los casos
Hipermutacién, . CIN/MSI
MSI MSS, CIN CIN baja heterogéneo No determinado.
L, Activacion o
Activacion inmune Ac:‘tlvauon de la moderada de la Act|\_/aC|on Posible fenotipo
via WNT/MYC via WNT/MYC Mesenquimal/TGF- de transicion o
Mutacién en Mutacién en IP53. Mutaciéon en Sobreexpresion hgterogeneidad
BRAF Sobreexpresiéon de | KRAS, PIK3CA e NOTCH3/VEGER2 intratumoral.
EGFR IGFBP2

CIN, inestabilidad cromosémica; MSS, microsatélite estable; MSI, microsatélite inestable.

En México, el Ca-Co tiene mayor incidencia en hombres que en mujeres (Ferlay J.
et al., 2013), y el riesgo de desarrollarlo aumenta con la edad, pues la mayoria de
los casos se presentan en personas mayores de 60 afios, mientras que en jovenes
menores de 20 afios el numero de casos representa sélo el 1% del total (Adrouny,
2002).

A pesar de ser el cuarto tipo de cancer mas comun y el séptimo causante de
muertes asociadas a esta enfermedad, en México, la mortalidad es
sustancialmente inferior a la incidencia (Ferlay J. et al., 2013). La mortalidad se
atribuye principalmente al desarrollo de metastasis (S. Ju, Huang, Huang, & Su,

2015).

2.7 Tratamiento contra el cancer de colon

El tratamiento contra el Ca-Co se clasifica en dos tipos (ACS, 2017; NCI, 2015):
1) Tratamiento local: es directamente en el tumor, por medio de:
e Cirugia: extirpacion del tumor.
¢ Radioterapia: uso de rayos X de alta energia u otro tipo de radiacion
para destruir a las células cancerosas.
e Ablacion: destruccion de tumores pequefios con etanol, radiofrecuencia

0 criocirugia.




Embolizacion: destruccion de tumores mayores a 5 cm por bloqueo del

suministro sanguineo.

2) Tratamiento sistémico: es a traves del torrente sanguineo, por medio de:

Quimioterapia: uso de farmacos para para destruir o bloquear la

multiplicacion de células cancerosas. Se puede administrar antes

(neoadyuvante) o después (adyuvante) de la cirugia. Se utilizan

combinaciones para potenciar el efecto.

Terapia dirigida: uso de farmacos o compuestos para identificar y atacar

células cancerosas especificas. Frecuentemente son farmacos que
inhiben al factor de crecimiento VEGF o al receptor del EGF (EGFR).

Actualmente, la terapia para tratar el Ca-Co depende de la etapa o estadio en que

este se encuentre. Cada estadio se caracteriza por la extension o progresion del

cancer (ACS, 2017). La tabla 2 resume los tratamientos y farmacos mas utilizados

en la terapia contra el Ca-Co por etapa.

Tabla 2. Estadios y tratamiento del Ca-Co. Tabla obtenida de (ACS, 2017; NCI, 2015).

Estadio 0 | Il 1l [\
Propagado a
Propagado travres ddde Ila Propagado a otros
hacia la cgﬁ)re] ha56ta Propagado a drganos (como
Progresion del | Carcinoma pared del tejidos ganglios linfaticos, higado, pulmény
cancer in situ colon, pero . pero sin invadir otras | cerebro), y tejidosy
K circundantes, NP
sin : partes del cuerpo ganglios linfaticos
atravesarla | > ”egaf a los distantes
ganglios
linfaticos
Tratlir;w;?nto Cirugia Cirugia Cirugia Cirugia Cirugia
capecitabina,
cetuximab,
irinotecan,
5-FU + leucovorin, panitumumab,
Tratamiento No No 5-FU, 5-FU + capecitabina, regorafenib,
sistémico . . leucovorin, FOLFOX, 5-FU + leucovorin,
(farmacos) necesario necesario oxaliplatino CapeOx trifluridina + tipiracil,
FOLFOX,
FOLFIRI,
FOLFOXIRI,
CapeOx

5-FU, 5-fluorouracilo; CapeOx, capecitabina + oxaliplatino; FOLFIRI, 5-FU + leucovorin +
irinotecan; FOLFOX, 5-FU + leucovorin + oxaliplatino; FOLFOXIRI, 5-FU + leucovorin + oxaliplatino
+ irinotecan.
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Cuando el cancer regresa después del tratamiento, se le llama reincidencia,
recidiva o recurrencia (NCI, 2015), la cual puede ser local (en el mismo sitio donde
se origind inicialmente el cancer), regional (en los ganglios linfaticos o tejidos
cercanos al sitio de origen) o distal (en érganos o tejidos lejanos al sitio de origen)
(NCI, 2015). El tipo de tratamiento contra el Ca-Co reincidente involucra
generalmente cirugia, seguida de quimioterapia, o viceversa, siendo los posibles
regimenes los mismos para tratar la enfermedad en etapa IV (ACS, 2017).

El tratamiento contra el Ca-Co puede provocar efectos secundarios, los mas
comunes son dolor, pérdida de cabello, Ulceras bucales y en la garganta, pérdida
de apetito, nduseas y vomitos, diarrea, fatiga, anemia, sangrado y hematomas,
estrefiimiento, delirios, edemas, problemas para dormir, problemas sexuales, etc.
(ACS, 2017; NCI, 2015). Otros efectos secundarios dependen especificamente del
tipo y la dosis de los farmacos administrados (ACS, 2017). Por ejemplo, la
capecitabina puede producir el sindrome mano-pie; el oxaliplatino puede causar
neuropatia y reacciones de alergia o de sensibilidad, provocando erupciones
cutaneas, dolor de espalda y dificultad para respirar; el 5-FU y la leucovorin se
asocian al desarrollo de estomatitis y neutropenia (ACS, 2017; Wolpin & Mayer,
2008).

2.8 Células troncales del cancer

Las células troncales (CT) son definidas como aquellas células que tienen la
capacidad de perpetuarse mediante autorrenovacion y de diferenciarse para
originar células maduras de un tejido particular (Reya, Morrison, Clarke, &
Weissman, 2001). Otras propiedades funcionales que definen a las CT son su
multipotencia, quiescencia reversible o estados de dormancia, y mayor resistencia
a farmacos citotoxicos (Baccelli & Trumpp, 2012).

Estudios recientes confirman la idea de que células con propiedades de
troncalidad son las responsables de la tumorigénesis (Dean, Fojo, & Bates, 2005).
Ademas de que juegan un papel importante en la metastasis y la reincidencia (Yu
et al., 2015).



El modelo de las células troncales del cancer (CTC) propone que, al igual que los
tejidos normales, los tumores también estan jerarquicamente organizados (Muraro
et al., 2012). S6lo una pequefa poblacién de las células tumorales indiferenciadas,
dotadas de capacidad de autorrenovacion y diferenciacion, son responsables de la
iniciacion y el matenimiento del tumor, en contraste con la mayoria de las células
que componen la masa tumoral, las cuales no poseen la capacidad de
regeneracion (Polyak & Hahn, 2006; Reya et al., 2001).

La explicacion del posible origen de las CTC se debate entre dos hipétesis
(Rajasekhar, 2014). La primera indica que las CTC podrian originarse a partir de
CT normales, ya que al igual que las CT embrionarias, las CTC tienen capacidad
de autorrenovacion casi ilimitada (Baccelli & Trumpp, 2012). La segunda hipotesis
sugiere que las CTC podrian originarse a partir de células progenitoras
diferenciadas, las cuales posteriormente adquieren las propiedades de troncalidad
debido a la acumulacion de anormalidades genéticas o epigenéticas (Baccelli &
Trumpp, 2012).

Las poblaciones de CTC han sido identificadas con base en la expresion de
marcadores de superficie especificos y de genes relacionados a troncalidad, junto
con otras caracteristicas funcionales, como alta clonogenicidad, capacidad de
diferenciacion, formacion de esferas y esferoides, y la capacidad para reproducir el
tumor original al ser transplantadas en ratones inmunodeficientes (Clevers, 2011;
Dalerba, Cho, & Clarke, 2007; Gires, 2011). También muestran mayor resistencia

a la radiacion y a la quimioterapia (Sanders & Majumdar, 2011).

2.9 Células troncales del cancer de colon

Las células troncales del cancer de colon (CTC-Co) fueron identificadas
originalmente como como un pequefio grupo de células CD133* (O'Brien, Pollett,
Gallinger, & Dick, 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). Otros estudios han demostrado
que las CTC-Co también expresan los marcadores de superficie CD166 y EpCAM
(Epithelial Cell Adhesion Molecule) (Dalerba, Dylla, et al., 2007). Adicionalmente,
algunos autores incluyen otros marcadores, como CD24, CD26, CD29, Msi-1y



Lgr-5 (Khalek, Gallicano, & Mishra, 2010; Vaiopoulos, Kostakis, Koutsilieris, &
Papavassiliou, 2012).

Recientes estudios sugieren que las células de Ca-Co CD44* también poseen
propiedades de troncalidad (Dalerba, Dylla, et al., 2007). Se ha considerado que
CD44 es mejor marcador que CD133 para identificar a las CTC-Co (S. Y. Ju,
Chiou, & Su, 2014), e incluso podria usarse como unico marcador de seleccién
(Chu et al., 2009; Du et al., 2008).

La actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), involucrada en la
produccion de acido retinoico (Khorrami, Zavaran Hosseini, Mowla, & Malekzadeh,
2015), también se ha descrito como un valioso marcador de CTC-Co, ya que las
células ALDH* muestran mayor tumorigenicidad que las células ALDH- (Huang et
al., 2009).

La coexpresiéon de marcadores como CD166/CD44, CD44/CD24, CD24/CD29,
CD133/ALDH, CD44/ALDH y EpCAM/CD44/CD166 se han propuesto como
fenotipos alternativos que permiten un enriguecimiento para la identificacion de
células con capacidad de iniciar un tumor (Dalerba, Dylla, et al., 2007; Khalek et
al., 2010; Khorrami et al., 2015; Yeung, Gandhi, Wilding, Muschel, & Bodmer,
2010).

Por otro lado, la expresion de los genes de pluripotencia OCT4, SOX2, NANOG,
LIN28, KLF4 y c-MYC, y la actividad Wnt/3-Catenina también han sido
considerados como marcadores prometedores para identificar a las CTC-Co (Saiki
et al., 2009; Vaiopoulos et al.,, 2012). Dichos genes se asocian con el estado
indiferenciado de células normales y cancerosas de diferentes tejidos (Saiki et al.,
2009).

La presencia de todos los marcadores antes mencionados se han usado para
aislar a las posibles CTC-Co, demostrando que cumplen con caracteristicas

funcionales de troncalidad tanto in vitro como in vivo (Vaiopoulos et al., 2012).

2.10 El marcador CD44

CD44 es una glicoproteina transmembranal, compuesta por 341 aminoacidos
(David Naor, Sionov, & Ish-Shalom, 1997) y con un peso molecular entre 85y 200
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kDa (Basakran, 2015). Es codificada por el gen CD44, ubicado en el cromosoma
11, cuyo transcrito experimenta un complejo procesamiento postranscripcional que
puede dar lugar a isoformas diferentes de CD44 mediante splicing alternativo,
como la isoforma estandar (CD44s) o isoformas variantes (CD44v) (Nieto &
Suarez Nieto, 2015; Xu et al., 2015).

El gen CD44 esta conformado por aproximadamente 60 kb (Coleman & Tsongalis,
2001). Contiene 20 exones, donde los exones 1 a 5y 16 a 18 estan conservados
en todas las isoformas; las isoformas variantes estan codificadas por los exones 6
a 15; y los exones 19 y 20 son insertados por splicing alternativo (Basakran, 2015;
Louderbough & Schroeder, 2011) (figura 5a).

La proteina CD44 es una molécula de cadena simple compuesta por un dominio
extracelular N-terminal (que contiene los sitios de unién al ligando), una regién
proximal a la membrana, un dominio transmembranal (DTM) y una cola o dominio
citoplasmico (DC) (Goodison, Urquidi, & Tarin, 1999; David Naor et al., 1997)
(figura 5b).

a) D -—chrm\or\cooug CD44s
445 SRR R s
exones 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19 20
Dominio extracelular DM DC
b) CD44s CD44v

Dominio

2 Insercion
N-terminal

variable
(v1-v10)

X | OO0 X O OO X X XX

RRRRRR LR ARRRARRRARRRAAANRANND Il

LU UL UL

XOOOOOEOOOOOO0O0X XOOOOOOOOOO0X X X X
Dominio

¢ o Dominio
citoplasmico transmembranal

Fig. 5. Estructuras del gen y proteina CD44. a) Gen compuesto por 20 exones. Los
exones 1 a 17 codifican para el dominio extracelular, el exon 18 codifica para el dominio
transmembranal (DTM) y los exones 19 y 20 para el dominio citopldsmico (DC). b)
Disposicion de los dominios de la proteina CD44 en la membrana celular. SS indica
puentes disulfuro. Imagen modificada de (Basakran, 2015; Louderbough & Schroeder,
2011).



CD44 es el principal receptor del acido hialurénico (HA, por sus siglas en inglés),
pero también se puede unir a otros componentes de la MEC, como el colageno, la
fibronectina, el sulfato de condroitina y la laminina (David Naor et al., 1997;
Orian-Rousseau & Ponta, 2008). Otros ligandos de CD44 no relacionados con la
MEC son la adresina mucosa, la serglicina y la osteopontina (David Naor et al.,
1997).

El receptor CD44 es una molécula de adhesién involucrada en multiples procesos
bioldgicos, como interacciones célula-célula y célula-MEC; degradacién del HA,
migracion 'y agregacion celular; localizacibn y activacion de linfocitos;
hematopoyesis, inflamacién, desarrollo embrionario, apoptosis, produccion de
quimosinas y factores de crecimiento para células migratorias; y transmision de
sefales de crecimiento (Goodison et al., 1999; David Naor et al., 1997; Sneath &
Mangham, 1998).

CD44 esta expresado en muchas enfermedades, entre ellas enfermedades
inflamatorias, autoinmunoldgicas y cancer (Basakran, 2015). En muchos tipos de
cancer estd involucrado en la proliferacion celular, migracion, invasion,
diferenciacion, angiogénesis y metéastasis (D. Naor, Nedvetzki, Golan, Melnik, &
Faitelson, 2002). En el Ca-Co diversos estudios han demostrado que CD44 es de
gran importancia para la iniciacién y progresion del cancer (Chu et al., 2009; Du et
al., 2008).

En lineas celulares de Ca-Co como HCT-15 y HCT-116 se ha propuesto que la via
de sefializaciébn activada por la union HA/CD44 estd involucrada en el
mantenimiento del fenotipo troncal, al regular la transcripcién de marcadores de
troncalidad, de factores de transcripcion de supresores tumorales y de genes
asociados a pluripotencia, ademas de regular la autorrenovacién, anclaje celular
independiente y crecimiento tumoral en xenotransplantes (Du et al., 2008; S. Y. Ju
et al., 2014).



3. ANTECEDENTES DEL PROYECTO

Aguirre-Alvarado y colaboradores reportaron la blsqueda de ligandos
antagonistas del receptor CD44 por cribado virtual (CV). EI CV es un método
computacional utilizado para identificar estructuras quimicas con propiedades
particulares que permiten su interaccion con una proteina blanco (Alvarez &
Shoichet, 2005; Nature.com, 2017). Este CV se realiz6 por acoplamiento
molecular (AM), una herramienta computacional que permite entender y predecir
el modo de union y la afinidad entre dos moléculas estructuralmente conocidas,
donde el ligando es flexible y el receptor rigido (Morris & Lim-Wilby, 2008).

Para el CV se usoO la estructura del dominio de union del HA al receptor CD44
humano, disponible en la base de datos del PDB (Protein Data Bank) con nimero
de acceso 1UUH (Teriete et al., 2004), y se utilizé la base de datos ZINC'?, |a cual
cuenta con las estructuras de compuestos aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) para su evaluacion clinica en humanos (Irwin & Shoichet, 2005).
Se obtuvieron 13,066 compuestos y se evalud la probabilidad de unién de cada
uno al dominio de union del HA en CD44 mediante AM con los programas
AutoDock 4.2, AutoDock Vina 1.1.2 y DSX 089. La evaluacion del AM fue
estimada con el valor de energia libre de unién ligando-receptor. Posteriormente,
con cada uno de los programas se obtuvo un valor de Z-score, que es un valor
traducido en unidades de desviaciones estandar que estan por encima o por
debajo de la media de un conjunto de datos (Black, 2009), y finalmente un Z-score
consenso, que considera los Z-scores de los diferentes programas.

Con base al Z-score consenso se seleccionaron 10 compuestos como posibles
antagonistas de CD44 y se refind la seleccion a través de simulaciones de
dindmica molecular (DM), un método similar al CV pero que considera flexibles
tanto al ligando como al receptor (Hospital, Gofi, Orozco, & Gelpi, 2015). La DM
se realizo con el programa AMBER 11 y se realiz6 la simulacion durante 100 ns,
utilizando un ensamble a temperatura y presion estandar. Con las 2,500 poses de
los ultimos 25 ns de la simulacion de cada compuesto, se obtuvo el célculo de la

energia libre. Mientras que la unién CD44-HA tiene una energia libre de -5.9



Kcal/mol (Vuorio, 2013), la del etopésido fue de -13.1081 Kcal/mol, por lo que se
selecciond para su evaluacion in vitro (Aguirre-Alvarado et al., 2016).

Los experimentos in vitro se realizaron con la linea celular de cancer de mama
MDA-MB-231. Para estudiar el bloqueo de CD44 por etopésido, llevaron a cabo
ensayos de union a HA, donde incubaron a las células previamente con un
anticuerpo bloqueador monoclonal de CD44 o con el farmaco, y posteriormente
expusieron a las células a HA acoplado al fluorocromo FITC. Mediante citometria
de flujo midieron la intensidad de fluorescencia de las células y observaron que
esta disminuy0 significativamente en las células que fueron expuestas al
etopdsido, de la misma manera que en aquellas expuestas al anticuerpo
monoclonal, comprobando asi que el etopdsido bloquea al receptor, inhibiendo la
unién de su ligando (HA).

Para analizar la capacidad del etopdsido como inhibidor de la adhesion celular
inducida por HA, llevaron a cabo ensayos de adhesion estatica. Observaron que el
etopdsido disminuy6 significativamente el porcentaje de células adheridas a la
capa de HA. Esta fue otra evidencia para demostrar que el etopdsido inhibe la
unién de HA a CD44 y la activacion de funciones celulares, con lo que se

demostré que el etopdsido actiia como antagonista de CD44.

4. JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En México,
el Ca-Co es el cuarto tipo de cancer con mayor incidencia y el séptimo tipo
causante de muertes (Ferlay J. et al., 2013). Las CTC se han identificado como las
responsables de la iniciacion y el mantenimiento de los tumores (Reya et al.,
2001), por lo que su erradicacion farmacologica podria generar terapias mas
efectivas contra el cancer. Hasta ahora no existen tratamientos dirigidos para
atacar las CTC-Co. El receptor CD44 es un marcador de CTC-Co (Du et al., 2008),
su via de sefalizacién favorece la iniciacion, progresion y metastasis del Ca-Co, y

esta involucrada en la regulacion de la expresion de otras moléculas supresoras
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de las propiedades de troncalidad (S. Y. Ju et al., 2014). Por lo tanto, CD44 puede
usarse como blanco terapéutico para desarrollar antagonistas que afecten el
fenotipo y funciones caracteristicas de troncalidad. Esto nos podria conducir a

encontrar mejores tratamientos para el Ca-Co.

5. HIPOTESIS

Dado que el receptor CD44 es un marcador de troncalidad en la linea celular de
Ca-Co HCT-15, su bloqueo por medio de farmacos antagonistas reducira la
poblacion troncal, provocando una disminuciébn en la capacidad de formar

tumoroesferas y/o en la expresion del marcador ALDH.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Analizar el efecto de farmacos antagonistas del receptor CD44 sobre el fenotipo

troncal en células de cancer de colon HCT-15.

6.2 Objetivos particulares

e Evaluar la citotoxicidad de tres farmacos antagonistas de CD44 (emetina,
etopdsido y pictilisib) en la linea celular de Ca-Co HCT-15.

e Determinar el efecto de los tres farmacos en la formacion de tumoroesferas.

e Seleccionar aquel farmaco que muestre mayor selectividad hacia las CTC-
Co.

e Medir la expresion de los marcadores de troncalidad CD44 y ALDH en

células HCT-15 tratadas con el farmaco seleccionado.



7. MATERIALES Y METODO

7.1 Cultivo celular

La linea celular de carcinoma colorrectal humano HCT-15 fue adquirida del
American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron cultivadas en medio
RPMI-1640 (Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB; Corning)
a 37 °C y en atmosfera con 5% de COz. Los cultivos con aproximadamente 80%
de confluencia celular se lavaron con 2 ml de buffer salino de fosfatos (PBS, por
sus siglas en inglés), se les adicion6 1 ml de Tripsina al 0.05% en EDTA (Gibco), y
se incubaron durante 5 min a 37 °C. Posteriormente las células se cosecharon con
3 ml de medio RPMI-1640 suplementado con SFB y se centrifugaron por 5 min a
5000 revoluciones por minuto (rpm). Se retir6 el sobrenadante y los pellets
celulares fueron resuspendidos en medio de cultivo. Se realizaron diluciones de
las suspensiones celulares de 1:2 — 1:10 para generar subcultivos o para realizar
conteos celulares en hematocitometro (Bright-Line), evaluando simultdneamente la
viabilidad celular por el método de exclusién de azul tripan (Sigma Aldrich). Para

los experimentos posteriores se emplearon cultivos con 295% de células viables.

7.2 Ensayos de citotoxicidad

En placas de 96 pozos (Nunc) se sembraron 10,000 células HCT-15 en cada pozo
en 100 pl de medio de cultivo RPMI-1640 con 10% de SFB y se dejaron adherir
por 24 h. Posteriormente se adicioné a cada pozo 100 pl de medio conteniendo
farmaco a una concentracion 2X. El rango de concentraciones evaluadas fue de
1.5625 a 200 puM para etoposido, de 0.195 a 25 yuM para pictilisib y de 100 fM a
100 uM para emetina. Los farmacos fueron obtenidos de Sigma Aldrich (para mas
informacion de los farmacos, consultar la tabla A1 del anexo). Como controles sin
tratamiento (absolutos) se utilizaron pozos con células en medio con SFB, y como
controles de disolvente se emplearon pozos con células, medio con SFB y
dimetilsulféxido (DMSO) para pictilisib y etoposido (0.05% vy 0.4%,



respectivamente) o PBS (0.2%) para emetina. Las placas se incubaron durante 48
ha 37 °Cy 5% de CO..

Transcurrido el periodo de incubacion se retiraron 100 pl de medio de los pozos,
se les agregaron 20 pl de bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT; Sigma Aldrich) de un stock a 5 mg/ml y se incubaron nuevamente las placas
a 37 °C y 5% de CO:2 por 2 h. Posteriormente se retir6 el volumen completo de los
pozos, se adiciond a cada uno 100 ul de DMSO (Sigma Aldrich) y las placas se
agitaron 5 min a 200 rpm para disolver los cristales de formazan. Finalmente se
hizo una lectura espectrofotométrica en un lector de placas EPOCH (BioTek) a
una longitud de onda de 570 nm. Como blanco se utilizaron pozos sin células.

Con los resultados obtenidos se construyeron curvas de dosis-respuesta,
considerando como 100% de viabilidad celular la sefal obtenida en los controles
de disolvente. Con las curvas se obtuvieron las concentraciones inhibitorias (ClI)

25, 50 y/o 75 de los farmacos en la viabilidad celular.

7.3 Ensayos de formacion de tumoroesferas

En placas de 96 pozos de ultra baja adherencia (Corning) se sembraron 100
células HCT-15 por pozo en 100 pl de medio de cultivo DMEM/F-12 libre de SFB y
suplementado con 10 ng/ml de factor de crecimiento epidermal (EGF, por sus
siglas en inglés; Gibco), 10 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF,
por sus siglas en inglés; Gibco), suplemento N2 1X (Gibco), suplemento B27 1X
(Gibco) y 50 pg/ml de gentamicina (Sigma Aldrich). Las células se incubaron
durante 10 dias a 37 °C y 5% de CO..

Se realizaron dos estrategias experimentales. En los experimentos para obtener
las Clso de tumoroesferas se usaron células sin previo tratamiento y se agrego al
medio para tumoroesferas etopdésido, pictilisib (0.1, 1 y 10 uM) o emetina (1, 10,
100 y 1000 nM). En otros experimentos se emplearon células pretratadas por 48 h
con etoposido (Clzs, Clso y Clzs) y no se adiciond farmaco al medio para
tumoroesferas. En todos los casos se utilizaron controles absolutos y controles de
disolvente. El medio fue reconstituido con 50 pl en dos ocasiones cada tres dias

para mantener las concentraciones de los suplementos y farmacos.



Transcurridos 10 dias se tomaron micrografias de cada pozo en un microscopio
invertido (Nikon) con el software Nis Elements Basic Research y finalmente con el
mismo software se cuantificaron las tumoroesferas, considerando como tal a

aguellas colonias cuyo diametro fuera 250 pm.

7.4 Citometria de flujo

Para la evaluacion de la actividad de la enzima ALDH en células HCT-15
pretratadas por 48 h con etopésido (Clzs, Clso y Cl7s) se prepararon suspensiones
celulares de 800,000 células/ml en buffer de ensayo del kit Aldefluor (Stem Cell
Technologies). A las suspensiones celulares se le adicionaron 5 pl de sustrato
Aldefluor e inmediatamente se traslado la mitad del volumen total a otro tubo con 6
pl del inhibidor dietilaminobenzaldehido (DEAB). Las muestras se incubaron 45
min a 37 °C, en oscuridad y agitaciébn constante. Posterior a la incubacién, las
muestras se centrifugaron durante 5 min a 5000 rpm y se retiré el sobrenadante.
Las células fueron resuspendidas en 300 ul de buffer de ensayo y se analizaron en
el citdmetro de flujo (Attune NxT), considerando como sefial negativa la obtenida
en la muestra con inhibidor DEAB.

La evaluacién de la expresion del receptor CD44 se realizd en células HCT-15
pretratadas por 48 h con etopdsido (Clzs, Clso y Cl7s), estas se cosecharon con
Tripsina TripLE Express (Gibco) y se prepararon suspensiones celulares de
400,000 células en 198 pl de buffer de ensayo. Para medir la autofluorescencia
(AF) basal de las células se traslado la mitad de la suspension celular a otro tubo y
se le agregé 1 ul mas de buffer de ensayo, mientras que a la otra mitad se le
agreg6 1 pl del anticuerpo Anti Human CD44 acoplado al fluorocromo Violeta
Brillante 421 (BD Horizon). Las muestras se incubaron durante 30 min a 4 °C, en
oscuridad y agitacion constante. Posteriormente las muestras se centrifugaron 5
min a 5000 rpm y se les hizo un lavado con buffer de ensayo. Finalmente, las
células se resuspendieron en 300 pl de buffer de ensayo y se analizaron en el
citbmetro de flujo, considerando como sefial negativa la obtenida en la muestra de
la AF.



7.5 Andlisis estadistico

Los datos de todos los experimentos se representaron como la media + el error
estandar de la media (E. E. M.). Para las curvas de los ensayos de citotoxicidad y
tumoroesferas se realizaron analisis de regresion no lineal con los modelos de
ecuaciones de dosis-respuesta de inhibicion Y=100/(1+10%*L09!C50)) o Y=respuesta
minima+(respuesta maxima-respuesta minima)/(1+1009'C50)-X*pendiente), seglin
mejor se ajustaran los datos. Para las comparaciones estadisticas respecto a los
controles en todos los casos se realizaron pruebas de ANOVA de una via por el
método de Dunnett. El nivel de significancia considerado fue de 0.05%. Todas las

pruebas se realizaron con el software GraphPad Prism 6.

8. RESULTADOS

8.1 Ensayos de citotoxicidad

Mediante ensayos de reduccion de MTT se evaluo el efecto citotoxico del pictilisib,
etopdsido y emetina en la linea celular HCT-15 después de 48 h de exposicién. En
la figura 6 se muestran las curvas de citotoxicidad de cada uno de los farmacos.

Encontramos que el farmaco menos citotdéxico fue pictilisib, ya que adn con la
concentracion maxima evaluada (25 uM, debido a su limitada solubilidad) no se
alcanz6 una Clso de la viabilidad celular. El etopésido, cuya solubilidad es mayor,
se evalud hasta una concentracion maxima de 200 puM, alcanzando una Clso a
33.73 uM y la maxima concentracion evaluada inhibié aproximadamente el 90% de
la viabilidad celular. Por otro lado, la emetina fue el farmaco mas citotéxico ya que

la Clso se alcanz6 a 84 nM. La tabla 3 muestra las Clso de los farmacos.
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Fig. 6. Curvas de dosis-respuesta del efecto citotdxico a 48 h de los farmacos evaluados a) pictilisib,
b) etopdsido y c¢) emetina en la linea celular HCT-15. Experimentos representativos de tres
independientes. Las comparaciones estadisticas se hicieron contra los respectivos controles de
disolvente mediante pruebas de ANOVA con el método de Dunnet. Cada punto representa la media +
el E. E. M. (*) P <0.05, (**) P <0.01, (***) P <0.001, (***) P < 0.0001.

Tabla 3. Clso de los farmacos en la viabilidad de las células HCT-15 a 48 h de exposicion.

pictilisib etopdsido

emetina

Clso

> 25 uM 33.73 uM

84.65 nM

8.2 Ensayos de formacion de tumoroesferas

Para obtener las Clso de los farmacos en la formacién de tumoroesferas, se

cultivaron las células con diferentes concentraciones de farmaco como se describe

en el punto 2 de la metodologia. Las concentraciones evaluadas de los farmacos

se determinaron a partir de las curvas de citotoxicidad, eligiendo algunas que
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afectaron en menor medida la viabilidad celular (como maximo 30%). Para
pictilisib y etoposido se evaluaron las concentraciones de 0.1, 1y 10 uM, mientras
que para emetina, el farmaco mas citotdxico, se evaluaron las concentraciones de
1, 10, 100 y 1000 nM. Los numeros totales de tumoroesferas formadas con cada
farmaco se normalizaron con los respectivos controles de disolvente,
considerando como el 100% el nimero de tumoroesferas formadas en estos. La
figura 7 muestra las curvas de dosis-respuesta construidas con los datos
obtenidos. Como se puede observar, se necesitd una mayor concentracion de
pictilisib para inhibir la formacion de tumoroesferas y a 10 uM no se alcanzo la
Clso. Por otro lado, el etoposido desde 1 uM disminuyd significativamente el
namero de tumoroesferas formadas y la emetina lo hizo desde 1 nM. En la tabla 4

se muestran las Clso de los farmacos.
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Fig. 7. Curvas de dosis-respuesta del efecto de los farmacos evaluados a) pictilisib, b) etopdsido y c)
emetina en la formacién de tumoroesferas en la linea celular HCT-15. Experimentos independientes.
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(**) P <0.01, (***) P < 0.0001.
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Tabla 4. Clso de los farmacos en la formacion de tumoroesferas en la linea celular HCT-15
durante 10 dias de exposicion.

pictilisib etopdsido emetina

Clso >10 puM 0.46 pM 17.06 nM

8.3 Eleccion del farmaco con posible mayor selectividad hacia células

troncales del cancer en la linea celular HCT-15

Con las Clso de citotoxicidad y de formacion de tumoroesferas se calculd un
cociente de selectividad hacia células troncales del cancer de colon. Para ello se
dividio el valor de Clso de citotoxicidad entre el valor de Clso de formacion de
tumoroesferas de cada farmaco, ya que en condiciones adherentes (cultivos 2D) la
mayoria de las células que forman colonias son no troncales, mientras que soélo
aguellas con capacidad clonogénica, una propiedad de las células troncales,
pueden formar colonias en condiciones no adherentes (cultivos 3D).

El valor méas alto del cociente obtenido indica una posible mayor selectividad hacia
las células troncales. En la tabla 5 se muestra que el valor del cociente de
selectividad del etopésido es mayor respecto al de pictilisib y emetina, por lo tanto,

fue el farmaco elegido para realizar experimentos posteriores.

Tabla 5 COCientes de Se|eC'[IVIdad de IOS fél’maCOS (CISO citotoxicidad / C|50 formacion de tumoroesferas)

pictilisib etopodsido emetina

Cociente de
selectividad >25 73.32 4.96

Dado que el etopésido fue el farmaco seleccionado, a partir de la curva de
citotoxicidad (fig. 6b) se obtuvieron los valores de las Clzs, Clso y Cl7s para utilizar
en los experimentos posteriores, con el fin de evaluar si los efectos del farmaco

sobre caracteristicas fenotipicas y funcionales asociadas a troncalidad dependen
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de la concentracion a la que se expusieron las células. La tabla 6 muestra las

concentraciones que se evaluaron.

Tabla 6. Concentraciones Inhibitorias del etopésido en la viabilidad de células HCT-15
utilizadas en experimentos posteriores.

Clas Clso Clss

12 pM 35 pM 105 pM

8.4 Citometria de flujo: expresién de CD44

Se midié por citometria de flujo la expresion del marcador de troncalidad CD44 en
células previamente expuestas por 48 h a las Clzs, Clso y Clzs del etopésido. Para
comparar, se utilizaron controles absolutos y de disolvente DMSO al 0.21%, este
altimo por ser la concentracion de disolvente que se alcanza al utilizar la Clzs de
farmaco en la viabilidad celular.

Encontramos que los cultivos celulares que fueron expuestos previamente a
etopdsido tuvieron un mayor porcentaje de células CD44*. La poblacién CD44* en
el control absoluto y control de DMSO fue de 19.741% y 21.593%,
respectivamente. En las células tratadas con las Clzs, Clso y Cl7s de etopésido la
poblacion CD44* aument6 a 49.737%, 51.409% y 52.235%, respectivamente. La
figura 8 muestra los porcentajes de células que expresaron el marcador CD44,

obtenidos con el citdmetro de flujo.
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Fig. 8. Resultados de un experimento representativo cuantificado de las poblaciones CD44-
y CD44* en el a) control absoluto, b) control de disolvente (DMSO al 0.21%), c) tratamiento
con Clzs de etopdsido, d) tratamiento con Clsg de etopdsido y €) tratamiento con Clss de
etoposido. Regiones obtenidas en la adquisicion en el citometro de flujo con el software
Attune NxT 2.5. f) Grafica de los porcentajes de células CD44* en las diferentes
condiciones evaluadas, obtenida a partir de dos experimentos independientes. La
comparacion estadistica se realizd contra el control de disolvente mediante pruebas de

ANOVA por el método de Dunnet. Las barras representan la media + el E. E. M.
(**) P<0.01.

Ademas, también se observd que las células que fueron expuestas a etopésido
presentaron mayor tamafio y granularidad en comparacién con las células de los
controles. En la figura 9 se puede observar la dispersion del tamafio y granularidad
de las células de las diferentes condiciones evaluadas.
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Fig. 9. Poblaciones de células del a) control absoluto, b) control de disolvente (DMSO al
0.21%), c) tratamiento con Clzs de etoposido, d) tratamiento con Clso de etopdsido y e)
tratamiento con Clzs de etop6sido. Resultados obtenidos en la adquisicion en el citdmetro
de flujo con el software Attune NxT 2.5. Experimento representativo de dos
independientes.

8.5 Ensayos de formacién de tumoroesferas con células pretratadas

con etopésido

Posteriormente a la exposicidon de las células durante 48 h a las Clzs, Clso y Cl7s de
citotoxicidad del etopdsido, y dado que en el analisis fenotipico por citometria de
flujo se observé un incremento en la poblacion celular que expreso el marcador de
troncalidad CD44, se evaluo el efecto del farmaco en la capacidad de formacion
de tumoroesferas a partir de las células vivas que se recuperaron de la exposicion
de 48 h.

Transcurridos 10 dias de incubacion, se cuantificaron las tumoroesferas formadas
por células de las diferentes condiciones evaluadas. En los controles se formaron

en promedio 16 tumoroesferas por cada 100 células sembradas. De las células
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sembradas provenientes de la exposicion a la Clzs del etopésido se formé como
méaximo una tumoroesfera en algunos pozos, mientras que las células
provenientes de las Clso y Cl7s no formaron tumoroesferas. Es decir, la previa
exposicion a Clzs, Clso y Clzs de citotoxicidad del etopésido reduce =97.5%, 100% y
100%, respectivamente, la formacion de tumoroesferas en la linea celular HCT-15.

En la figura 10 se observan micrografias representativas de cada condicion de los

ensayos de tumoroesferas, asi como la grafica de la cuantificacion.

Namero de tumoroesferas

50&1m

Condicién

Fig. 10. Micrografias representativas de los ensayos de formacion de tumoroesferas con
células previamente expuestas a etopdésido. a) Control absoluto, b) control de disolvente
(DMSO al 0.21%), c) tratamiento con etopésido Clzs, d) tratamiento con etopésido Clsg, €)
tratamiento con etopoésido Clys. f) Grafica del nUmero de tumoroesferas formadas por cada
100 células sembradas por condicion, obtenida a partir de cinco experimentos
independientes. La comparaciéon estadistica se realizé respecto al control de solvente
mediante pruebas de ANOVA por el método de Dunnet. Las barras representan la media +
el E. E. M. (****) P < 0.0001.



8.6 Citometria de flujo: coexpresion CD44/ALDH

Debido a la discrepancia observada entre el aumento de la poblacién celular que
expresd el marcador CD44 y la disminucién en el nimero de tumoroesferas
formadas después de la exposicién de las células a etoposido, se decidié hacer
una segunda medicion de marcadores de troncalidad, cuantificando tanto CD44
como ALDH. La medicién de la coexpresion de estos marcadores se realizd en
células HCT-15 previamente expuestas 48 h a las Clzs, Clso y Cl7s de citotoxicidad
del etopédsido. La figura 11 muestra los porcentajes de células que expresaron los
marcadores obtenidos con el citbmetro de flujo en las diferentes condiciones a las
gue se expusieron las células.

Al cuantificar la poblacion CD44*/ALDH*, los porcentajes de células ALDH* fueron
de 2.580% y 3.634% en el control absoluto y control de disolvente,
respectivamente, y de 2.025%, 1.530% y 0.629% en las células tratadas con las

Clzs, Clso y Clzs de etoposido, respectivamente.
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Fig. 11. Porcentajes de células HCT-15 pretratadas 48 h con diferentes concentraciones
de etoposido que expresan los marcadores CD44 y ALDH. a) Regiones CD44 y CD44" y
b) regiones CD44*/ALDH*. Resultados de un experimento representativo obtenidos en la
adquision en el citometro de flujo con el software Attune NXT 2.5.



La figura 12 muestra la cuantificacion de los porcentajes de células CD44*/ALDH".
El porcentaje de células que coexpresaron los marcadores CD44 y ALDH
disminuy6 1.609%, 2.104% y 3.025% en las células pretratadas con las Clzs, Clso y
Clzs de etoposido, respectivamente. A pesar de los cambios en los porcentajes de
células dobles positivas, las diferencias no fueron estadisticamente significativas,

respecto al control.

% de células CD44"/ ALDH"
(+E.E.M.)

O o RN W B g B N
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Fig. 12. Grafica de los porcentajes de células HCT-15 CD44*/ALDH* en las diferentes
condiciones evaluadas. Experimento representativo de tres independientes. La
comparacion estadistica se realizé respecto al control de disolvente mediante pruebas
de ANOVA por el método de Dunnet. Las barras representan la media £ el E. E. M.

9. DISCUSION

El descubrimiento de las CTC ha cambiado la vision del desarrollo de terapias
contra el cancer, ya que estas ceélulas juegan un papel fundamental en la iniciacion
tumoral, progresion, metastasis y recurrencia (Yu et al.,, 2015). Por esto, la
erradicacion de las CTC podria ser Gtil en la cura del cancer (Chen et al., 2012).
Como ya se ha mencionado previamente, estudios recientes han demostrado que

las CTC-Co pueden ser aisladas usando CD44 como Unico marcador de seleccion
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(Chu et al., 2009; Du et al., 2008). Por esta razon en el presente trabajo se evalud
el bloqueo de CD44 en la linea celular de Ca-Co HCT-15 con tres farmacos
antagonistas del receptor: pictilisib, etoposido y emetina. Los farmacos fueron
seleccionados previamente en nuestro laboratorio por cribado virtual (Aguirre-
Alvarado et al., 2016).

Para caracterizar el nivel de expresion de CD44 en la linea celular HCT-15 se
realizaron ensayos de citometria de flujo. La poblacion CD44* fue de
aproximadamente 20%. Este valor se encuentra dentro del rango esperado, el cual
se ha reportado entre 14.1% y 32.4% en esa linea celular (S. Ju et al., 2015; S. Y.
Ju et al., 2014; Stuelten et al., 2010).

El potencial clonogénico en condiciones no adherentes se ha descrito como una
caracteristica de las células con propiedades de troncalidad (Calvet, André, & Mir,
2014), es por esto que decidimos realizar ensayos de formacion de tumoroesferas
para evaluar el efecto de los farmacos en una de las funciones de las CTC. El
etopdsido disminuy6 la formacion de tumoroesferas a concentraciones menores a
las requeridas para producir citotoxicidad en cultivos adherentes, los cuales estan
enriquecidos con células no troncales. Por esta razon se eligié al etoposido como
el farmaco con mayor selectividad hacia las CTC-Co y como el mejor candidato
para los experimentos posteriores.

El etopésido es un agente antineoplasico semisintético derivado de la
podofilotoxina, sustancia extraida de la raiz de la planta Podophyllum peltatum (D.
D. NCI, 2017), cuyo mecanismo de accion es inhibir la funcion de la enzima
topoisomerasa Il (Topo-Il), induciendo el rompimiento de la doble cadena de DNA
(Law et al.,, 2014; M. F. Siddiqui, Mugaddas, & Sarwar, 2015) al evadir la
formacion del complejo de corte Topo-II-DNA, que evita el sobreenrollamiento de
la cadena (Baldwin & Osheroff, 2005). Este tipo de dafio al DNA es uno de los
principales causantes de la activacion de la apoptosis (Karpinich, Tafani, Rothman,
Russo, & Farber, 2002; J. M. Lee & Bernstein, 1995). Por otro lado, recientemente
se ha demostrado que este farmaco disminuye la union del HA a CD44 (Wang,

Peyrollier, & Bourguignon, 2007) con la misma eficiencia que un anticuerpo



bloqueador monoclonal (Aguirre-Alvarado et al., 2016), es decir, bloquea al
receptor.

Después de 48 h de exposicion al etopdsido, la poblacion celular CD44* aument6
significativamente. Esto podria indicar que el bloqueo farmacolégico de CD44
estimula la expresion del mismo. Existen evidencias que demuestran que el
microambiente que rodea a las células tumorales puede influir en su fenotipo
(Ladeda, 1998). Otra posibilidad es que la poblacién CD44* sea mas resistente al
farmaco. Se ha reportado que las CTC pueden presentar mayor resistencia a
farmacos quimioterapéuticos a través de diferentes mecanismos, por ejemplo:
quiescencia, capacidad de reparaciéon del DNA, o por la sobreexpresion de
proteinas antiapoptoticas, de transportadores para expulsion del farmaco o de
enzimas destoxificantes (Vinogradov & Wei, 2012). Con base en nuestros
resultados sugerimos que las células HCT-15 CD44* son mas resistentes al
etopdsido, pues a mayor concentracion de farmaco a la que se expusieron las
células, menor fue la proporcién de la viabilidad celular y mayor el porcentaje de
células CD44*.

Por otro lado, la exposicion previa al etopésido también inhibe significativamente la
capacidad de las células HCT-15 para formar tumoroesferas. Efectos similares se
han reportado en células de cancer de mama MDA-MB-231, donde la formacién
de tumoroesferas disminuye en mas del 90% (Aguirre-Alvarado et al., 2016).

El tratamiento con etopésido también incrementé el rango del tamafio y
granularidad en las células que fueron expuestas a las tres concentraciones del
farmaco, lo que podria ser consecuencia de un arresto en el ciclo celular
producido por este, ya que actia principalmente en las fases Gz y S del ciclo e
impide la entrada en la fase mitética (Law et al., 2014). Se ha demostrado en
células leucémicas que el rompimiento del DNA inducido por la inhibicién de la
Topo-Il puede conducir al arresto del ciclo celular y posteriormente a la apoptosis
(Dubrez, Goldwasser, Genne, Pommier, & Solary, 1995).

El arresto en el ciclo celular y la induccion de apoptosis por el etopésido requiere
de la proteina p53 (Tang, Luo, Zhang, & Gu, 2006). Como ya se menciond

anteriormente, p53 es una proteina supresora de tumores que juega un papel
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importante en la apoptosis inducida por el dafio al DNA, actuando como un factor
de transcripcion para dirigir la expresion de mediadores apoptéticos (Jamil, Lam,
Majd, Tsai, & Duronio, 2015). Se ha reportado que las células tumorales que
expresan p53 mutante son mas resistentes a efectos citotoxicos de farmacos
quimioterapéuticos, ya que pueden evadir la apoptosis inducida por los dafios
causados por estos (Blandino, Levine, & Oren, 1999). A pesar que las células
HCT-15 expresan p53 mutante (Bottone, Baek, Nixon, & Eling, 2002), el etopésido
es citotoxico en esa linea celular desde concentraciones de 1.5 uM después de 48
h de exposicion. En contraste, en otras lineas celulares que también expresan p53
mutante, como MDA-MB-231, se ha observado que el etopoésido disminuye
significativamente la viabilidad celular a partir de concentraciones mayores a 30
UM (Guerrero-Rodriguez, 2015).

No hay suficiente informacion que demuestre que el bloqueo de CD44 en células
de Ca-Co induzca muerte celular, pero si afecta la formacién de colonias, la
regulaciéon positiva de genes marcadores de troncalidad y la regulacion negativa
de inhibidores de troncalidad (S. Y. Ju et al., 2014).

Sin embargo, nuestros resultados muestran una discrepancia en considerar a
CD44 como unico marcador de troncalidad en células de Ca-Co, ya que con el
aumento en el porcentaje de las poblaciones CD44* esperariamos también un
aumento en el numero de tumoroesferas formadas. Por lo tanto, decidimos
estudiar el efecto del etopdsido en la expresiéon de ALDH.

En otros tipos de carcinomas mucoepidérmicos se ha observado que las
subpoblaciones CD44*/ALDH* presentan propiedades de troncalidad y mayor
potencial tumorigénico (A. Adams et al., 2015). Al medir la coexpresion de CD44 y
ALDH encontramos que el etoposido disminuyé la poblacion CD44*/ALDH* en
células HCT-15, sin embargo, la disminucion no fue estadisticamente significativa.
A pesar de esto, identificamos un patron en el que a mayor concentracion de
etopdsido a la que se expusieron las células, menor fue el porcentaje de células
dobles positivas. La disminucién no significativa podria deberse a que la linea
celular HCT-15 expresa normalmente niveles bajos de actividad de la enzima
ALDH, menores del 1% (Stuelten et al., 2010).



Todo lo anterior sugiere que el etoposido afecta la proliferacion y/o viabilidad de
los subtipos troncal y no troncal de la linea celular HCT-15. El efecto sobre las
CTC representa una ventaja, pues no existen terapias dirigidas para atacar las
CTC en el Ca-Co.

El etopdsido esta aprobado por la FDA para uso en humanos en el tratamiento del
cancer testicular y cancer de pulmoén de células pequefias. Ademas también ha
mostrado actividad contra otras neoplasias malignas como linfoma, leucemia y
glioblastoma (Law et al., 2014; Sinkule, 1984), y se ha demostrado que revierte el
fenotipo mesenquimal en células de cancer de mama (Aguirre-Alvarado et al.,
2016), sin embargo son escasos los estudios de su actividad contra el Ca-Co.
Para conocer mas acerca de los efectos del etopdsido en las células de Ca-Co
hace falta realizar diversos estudios, entre ellos, la determinacion de la fase del
ciclo celular en la que posiblemente arresta a las células para saber si induce
quiescencia o senescencia; el andlisis de los niveles de expresion de marcadores
asociados a diferenciacion, como CDX2 o CK20 (Du et al., 2008), para saber si
esta induciendo a las células a diferenciarse; asi como el efecto del farmaco sobre
la migracion e invasion de las células y en la expresién de otros supresores
tumorales, como microRNAs asociados a la via de sefalizacion de CD44.
Ademas, para corroborar los efectos del etopdsido obtenidos in vitro contra el Ca-
Co, es necesario realizar experimentos in vivo para confirmar las ventajas del uso
del farmaco contra esta neoplasia, y asi poder proponer su reposicionamiento o
combinacién con otros agentes terapéuticos para erradicar el Ca-Co con mayor
efectividad.

10. CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que considerar a CD44 como unico marcador no es
suficiente para identificar a la poblacién de CTC-Co, sino que su coexpresioén con

ALDH puede ser un marcador mas confiable.



El bloqueo de CD44 por etoposido en células de Ca-Co HCT-15 disminuye la
clonogenicidad de las células y la poblacion CD44*/ALDH*. Adema4s, este farmaco
tiene un efecto citotoxico en las células, por lo que podria afectar directamente a
las CTC-Co.

Los efectos del etopdsido en células de Ca-Co no solo son consecuencia del
blogueo de CD44, sino que pueden involucrar otras vias de supervivencia y/o
proliferacion celular.

El uso y/o combinacion del etopdsido con otros agentes antineoplasicos
potenciaria la efectividad quimioterapéutica contra el Ca-Co, evitando su

recurrencia y favoreciendo la esperanza de vida de los pacientes.



11. ANEXO

Tabla Al. Informacién complementaria de los tres farmacos evaluados. Informacién
obtenida de (Kim et al., 2016; Law et al., 2014; www.druginfosys.com, 2016).

Efectos
Nombre Estructura Uso .
secundarios
Debilidad muscular,
mareos, nauseas,
vomitos, dolor de
cabezay de
articulaciones,
Tratamiento fatiga, diarrea,
emetina contra la trastorno
amebiasis. gastrointestinal,
taquicardia,
formacion de
abscesos, neurosis,
miocarditis.
PN Tratamiento de
tumores
testiculares
refractarios, .
. Alopecia,
cancer de I
. estrefiimiento,
pulmoén de . .
, . i diarrea, nauseas,
etoposido células -y :
~ vomito, y neoplasias
o pequefias, :
~ i secundarias (como
linfoma, .
: leucemias).
oH leucemia no
linfociti
4 s nfoc ticay
~ glioblastoma
multiforme.
/—o Estudio_ en el
{ _) tratamiento
N g8 contra el cancer
M N ef
7R g de mama,
ictilisib el B N7 CHg linfoma no No determinado.
— N I
N AN~ Hodgkin y otros
N tumores sélidos.
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