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RESUMEN 

 

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la vía de señalización no canónica Wnt 

en el cáncer de colon. Este tipo de cáncer ocupa el tercer lugar de causas de muerte por 

tumores malignos en México y en el mundo1.  

Las células epiteliales del colon residen en uno de los ambientes de mayor estrés mecánico y 

químico de nuestro organismo. El epitelio colónico está en continuo proceso de renovación 

para reponer las células perdidas, y lo hace a partir de células troncales. Esta elevada tasa de 

renovación (de 4 días en promedio) lo hace más susceptible a la transformación maligna que 

otros tejidos. La homeostasis de este epitelio está basada en el balance preciso entre 

proliferación celular, diferenciación y apoptosis. La evidencia indica que la ruta de 

señalización Wnt es la fuerza dominante en el control de la capacidad de auto renovación de 

células troncales. La evidencia también apunta a suponer que cuando la señalización Wnt 

está alterada se produce cáncer, ya que: estudios moleculares han demostrado mutaciones 

activadoras de la vía Wnt aproximadamente en el 90% de los casos.  

Existen varios ligandos Wnt que activan diversas rutas de señalización río abajo. Las vías de 

señalización Wnt se clasifican en dos: 1) ruta canónica, que es la que produce respuestas 

celulares mediadas por la acumulación y actividad transcripcional de la proteína beta-

catenina, y 2) las rutas no canónicas, que son aquellas rutas Wnt que no dependen de la 

acumulación ni de la actividad transcripcional de beta-catenina. La activación aberrante de 

la señalización canónica Wnt/β-catenina es un sello distintivo de la mayoría de los cánceres 

de colon2. Por otro lado, aunque se ha observado incremento en los niveles de los ligandos 

no canónicos como Wnt5a, y la activación de componentes no canónicos de Wnt como 

ROR23, proteína cinasa C (PKC) y cinasa del extremo N-terminal de c-Jun (JNK) en líneas 

celulares de cáncer de colon metastásico4, el papel de la señalización Wnt no canónica en la 

carcinogénesis y la progresión del cáncer colorrectal (CCR) aún se desconoce. Los 

mecanismos subyacentes que involucran a los diez diferentes receptores Frizzled (FZD) de 

mamíferos, sus 19 ligandos Wnt y los eventos de iniciación de señales en la membrana aún 

no están claros. Además, aunque se ha demostrado que el reclutamiento selectivo y la 

participación de co-receptores influyen en el resultado de la señalización, varios aspectos 

como el grado de especificidad de unión de Wnt / FZD, la selectividad de acoplamiento de 
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proteínas G y la discriminación de los elementos efectores activados por FZD / co-receptores 

para las vías de señalización río abajo siguen siendo desconocidos5,6.  

Hay varias vías de señalización que son independientes de beta-catenina, entre ellas las más 

conocidas son las vías Wnt/Ca2+ y la vía de polaridad celular plana (PCP). La activación o 

inhibición aberrante de la señalización de Wnt no canónica es crucial en la progresión del 

cáncer, ejerciendo efectos oncogénicos y supresores de tumores. Se ha demostrado que 

también la señalización Wnt no canónica regula múltiples funciones celulares, incluida la 

proliferación, diferenciación, adhesión, polaridad, motilidad y migración. Estudios recientes 

muestran además una participación importante de la vía Wnt no canónica en la regulación 

del metabolismo, la invasión y metástasis de las células cancerosas. 

Para caracterizar la vía Wnt no canónica en células de cáncer de colon utilizamos el ligando 

no canónico Wnt5a en comparación con Wnt3a, un ligando canónico activador de β-catenina. 

El análisis del perfil de expresión de los receptores Wnt en líneas celulares de cáncer de colon 

mostró un claro aumento tanto en el nivel de expresión como en la variedad de tipos de 

receptores Frizzled expresados en células de cáncer de colon en comparación con las células 

no malignas. Encontramos que: 1) Wnt5a activa la vía de señalización no canónica Wnt/Ca2+ 

en células malignas de colon; 2) Wnt5a induce la hiperfosforilación de Dvl1, Dvl2 y Dvl3; 

3) este ligando induce la movilización de Ca2+ como resultado de la activación de la 

fosfolipasa C (PLC) a través de una proteína G sensible a la toxina pertussis; y finalmente, 

4) Wnt5a también induce la migración celular dependiente de PLC. También encontramos 

que, si bien la actividad de tirosina cinasa del correceptor Ror2 no es necesaria para la 

movilización de Ca2+ inducida por Wnt5a, es necesaria para los efectos inhibidores de Wnt5a 

sobre la actividad transcripcional dependiente de β-catenina. Inesperadamente, encontramos 

que, aunque el ligando canónico Wnt3a estimula la actividad transcripcional dependiente de 

β-catenina (ruta canónica), también activa simultáneamente PLC, promueve la movilización 

de Ca2+ e induce la migración celular dependiente de Rho-cinasa y PLC (ruta no canónica). 

Esto es muy interesante, porque inicialmente se consideraba que un ligando sólo activaba la 

ruta canónica o la no canónica. Recientemente se ha probado que un ligando canónico o uno 

no canónico pueden, en ciertas circunstancias, no activar su vía típica sino la otra. Nuestros 

datos van más allá, porque indican que un ligando Wnt puede activar al mismo tiempo las 
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llamadas vías Wnt canónicas y no canónicas induciendo la formación de complejas redes de 

señalización para integrar ambas vías en las células de cáncer de colon.  

En conclusión, demostramos que la vía no canónica Wnt5a/Ca2+ está activa y es funcional 

en el cáncer de colon; y que un ligando wnt puede activar simultáneamente una vía canónica 

y una vía no canónica. 
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ABSTRACT 

 

The present work aimed to characterize the non-canonical Wnt signaling in colon cancer. 

This type of cancer is the third leading cause of death from malignant tumors in Mexico and 

worldwide1. 

Colon epithelial cells reside in one of the environments with the greatest mechanical and 

chemical stress in our body. The colonic epithelium is in a continuous process of renewal 

from stem cells. This high turnover rate (4 days on average) makes it susceptible to malignant 

transformation. The homeostasis of this epithelium is based on the precise balance between 

cell proliferation, differentiation and apoptosis. Current evidence indicates that the Wnt 

signaling pathway is the dominant force in controlling the self-renewal capacity of stem cells. 

Current evidence also suggests that when Wnt signaling is altered, cancer occurs: molecular 

studies have shown activating mutations of the Wnt pathway in approximately 90% of cases. 

Aberrant activation of canonical Wnt / β-catenin signaling is a hallmark of most colon 

cancers2. On the other hand, although an increase in the levels of non-canonical ligands such 

as Wnt5a has been observed, and the activation of non-canonical components of Wnt such 

as ROR23, protein kinase C (PKC) and c-Jun N-terminal kinase (JNK) in metastatic colon 

cancer cell lines4, the implication of non-canonical Wnt signaling in colorectal cancer (CRC) 

carcinogenesis and progression is still unknown. The underlying mechanisms involving the 

ten different mammalian Frizzled receptors (FZDs), their 19 Wnt ligands, and membrane 

signal initiation events remain unclear. Furthermore, although selective recruitment and the 

participation of co-receptors have been shown to influence the outcome of signaling, several 

aspects such as the degree of binding specificity of Wnt / FZD, selectivity of G-protein 

coupling and discrimination of activated FZD / co-receptors for downstream signaling 

pathways remain unknown5,6. 

Aberrant activation or inhibition of non-canonical Wnt signaling is crucial in cancer 

progression, exerting oncogenic and tumor suppressor effects. Previous research has shown 

that also non-canonical Wnt signaling regulates multiple cellular functions, including 

proliferation, differentiation, adhesion, polarity, motility, and migration. Recent studies show 

the participation of non-canonical Wnt in the regulation of metabolism, invasion and 

metastasis of cancer cells. 

This work aimed to characterize the non-canonical Wnt signal transduction pathway in colon 



 14 

cancer cells. To do this, we used the prototype non-canonical ligand, Wnt5a, compared to 

Wnt3a, the prototype for a β-catenin activating canonical ligand. Analysis of the expression 

profile of Wnt receptors in colon cancer cell lines showed a clear increase both in the level 

of expression and in the variety of types of Frizzled receptors expressed in colon cancer cells 

compared to non-malignant cells. We found that: 1) Wnt5a activates a typical non-canonical 

Wnt / Ca2+ signaling pathway in malignant colon cells, 2) inducing hyperphosphorylation of 

Dvl1, Dvl2 and Dvl3, 3) promoting Ca2+ mobilization because of activation of phospholipase 

C (PLC) through a pertussis toxin-sensitive G protein, and 4) induces PLC-dependent cell 

migration. We also found that while the tyrosine kinase activity of the Ror2 coreceptor is not 

required for Wnt5a-induced Ca2+ mobilization, it is required for the inhibitory effects of 

Wnt5a on β-catenin-dependent transcriptional activity. Unexpectedly, we found that, 

although the prototype Wnt3a canonical ligand was unique in stimulating β-catenin-

dependent transcriptional activity, it also simultaneously activated PLC, promoted Ca2+ 

mobilization, and induced Rho-kinase- and PLC-dependent cell migration. Our data therefore 

indicate that a Wnt ligand can activate the so-called canonical and non-canonical Wnt 

pathways at the same time, inducing the formation of complex signaling networks to integrate 

both pathways in colon cancer cells. 

 



 15 

1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Cáncer colorrectal 

 

El cáncer es un padecimiento con un amplio espectro de manifestaciones clínicas, con 

orígenes y desarrollo diversos. Sin embargo, todos los tipos de cáncer involucran la 

multiplicación descontrolada de células anormales, las cuales se pueden extender más allá de 

sus nichos habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 

órganos en un proceso denominado “metástasis”. Las metástasis son la principal causa de 

muerte por cáncer6. 

Como se ve en la Figura 1, los tumores malignos se han ubicado entre las tres principales 

causas de muerte en México6-10 en las últimas décadas. En el mundo ha crecido la incidencia 

de cáncer hasta ubicarse dentro de los primeros tres lugares1. Los tipos de cáncer 

diagnosticados con mayor frecuencia en los hombres son: de próstata (21,7%), pulmón 

(9,5%), y colorrectal (8,0%). En las mujeres, los cánceres más frecuentes son: de mama 

(25,2%), pulmón (8,5%), y colorrectal (8,2%). De acuerdo con la tendencia actual, se prevé 

que para el 2030, el número de personas recién diagnosticadas con cáncer aumentará en 32% 

y ascenderá a más de 5 millones de personas por año en el continente americano, debido a 

que la población está envejeciendo, los estilos de vida están cambiando y a la exposición a 

factores de riesgo va en aumento10. 

Entre 1922 y 2006 la proporción de muertes por cáncer en México pasó de 0.6 a 12.9% de 

las defunciones totales ocurridas por todas las causas y en toda la población11. El grupo más 

afectado corresponde al de las mujeres de entre 30 y 64 años, con un porcentaje de muertes 

por tumores malignos del 25.2% en 20087,9. En 2019 se registraron 88 683 defunciones por 

tumores malignos, que representan 12% de las defunciones totales. En México en 2020, 

dentro de las neoplasias malignas, el cáncer colorrectal ocupó el segundo lugar en incidencia 

en hombres (8.9 %) y el cuarto lugar en mujeres (6.6 %). El cáncer colorrectal es el cuarto 

cáncer más común en el continente americano. Cada año se producen en la región más de 

240.000 nuevos casos y aproximadamente 112.000 muertes debidas a esta enfermedad. 

Canadá, Uruguay y Barbados presentan las tasas de incidencia más altas mientras que los 

países de América Central presentan las más bajas. Si no se toman acciones al respeto, se 

prevé que, para el año 2030, la incidencia de cáncer colorrectal aumente en un 60 %. Por 
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estas razones, es importante continuar con el estudio de esta enfermedad, aportando datos 

que ayuden a esclarecer sus causas y establecer terapias efectivas10.   

 

     

Figura 1. Datos estimados de incidencia de las principales neoplasias malignas en México 

para el 2020. Fuente: GLOBOCAN 20201 

 

1.2 El epitelio intestinal. 

 

El intestino forma parte del aparato digestivo, el cual absorbe y después suministra al 

organismo un aporte continuo de agua, electrolitos y nutrientes. Las funciones del intestino 

comprenden el tránsito de los alimentos a lo largo de todo el tubo digestivo; la secreción de 

los jugos digestivos y la digestión de los alimentos; la absorción de los productos digeridos, 

el agua y los distintos electrolitos. Estas funciones, así como la circulación de la sangre a 

través de los órganos gastrointestinales para transportar las sustancias absorbidas son 

controladas, en parte por los sistemas nervioso y endócrino12. 

El epitelio intestinal se caracteriza por su alta tasa de autorrenovación, lo que lo hace 

susceptible a la transformación maligna y además presenta los paradigmas de la biología de 

las células troncales, establecida para otros tejidos con gran capacidad de autorrenovación13-

16. Debido a que la homeostasis del epitelio intestinal se fundamenta en el balance preciso 

entre proliferación celular, diferenciación y apoptosis, representa un atractivo modelo 

experimental para el estudio integrado de la homeostasis de estos procesos celulares. Este 

epitelio, como la epidermis, constituye una barrera entre el cuerpo y el exterior. A nivel 

microestructural, mientras la epidermis está constituida de múltiples capas celulares, el 

epitelio intestinal consiste en una sola capa de células epiteliales. Estas células absorben el 
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líquido y electrolitos resultante de los alimentos aprovechados mientras mantienen el quimo 

indigerible y la microflora asociada dentro del lumen13.   

La capa epitelial intestinal posee una topología única; está formada por una estructura 

bidimensional plegada en valles (criptas) y crestas (vellosidades). En la base de las criptas 

proliferativas residen las células troncales, las cuales por división asimétrica dan origen a 

células hijas, una de las cuales permanece como troncal y la otra comienza el programa de 

diferenciación llamada célula progenitora. La progenie de esta última, después de 

experimentar dos o tres ciclos de división, va migrando hacia arriba para diferenciarse al 

alcanzar las crestas en células absortivas (enterocitos) o en células secretoras de hormonas o 

de mucus13-16. En estas crestas, finalmente, degeneran las células a través de apoptosis y son 

desprendidas al lumen del intestino para su expulsión, este proceso ocurre en un plazo 

promedio de 5 días13 (Fig. 1).  

Dos linajes principales de células diferenciadas se observan dentro del epitelio intestinal: el 

linaje absortivo o enterocitos y el linaje secretor. Éste último comprende a las células 

caliciformes, al linaje entero-endócrino, y en el intestino delgado también a las células 

Paneth. Los enterocitos son las células más abundantes en el intestino, secretan hidrolasas y 

absorben nutrientes. Las células caliciformes secretan moco protector e incrementan en 

número a través del duodeno al colon. Las células del linaje enteroendócrino secretan 

hormonas (serotonina, sustancia P, secretina) y las células Paneth, que sólo se encuentran en 

el intestino delgado, secretan agentes antimicrobianos como criptidinas, defensinas y 

lisozima para controlar el contenido microbiano en el intestino delgado13,14 (Fig. 2). 
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Figura. 2. Anatomía del intestino. A) El epitelio del intestino delgado está formado por criptas 

y vellosidades. B) En el colon no hay células de Paneth, ni crestas prominentes, la superficie 

es lisa, con criptas mucho más profundas que en el intestino delgado. Las células troncales 

se encuentran en la base de cripta, mientras que las células proliferativas ocupan dos tercios 

de la cripta y las células diferenciadas ocupan el resto de la cripta y la superficie plana del 

epitelio. Modificado13,14 de Ratdke et al. 2005 y Sancho et al. 2004.  

 

Durante el estudio del complejo proceso de renovación del epitelio intestinal, distintas 

investigaciones han mostrado que la vía de señalización Wnt está alterada en 

aproximadamente 90% de los CCR y se ha demostrado que la señalización Wnt es crucial 

para la homeostasis del epitelio colónico17-19. 

 

1.3 Señalización Wnt canónica 

 

La vía de señalización Wnt está implicada en una variedad de procesos celulares tales como 

la proliferación celular, diferenciación, apoptosis y movilidad celular19. En mamíferos se han 

descrito diecinueve diferentes genes WNT, los cuales codifican para un grupo altamente 

conservado de glucoproteínas de señalización ricas en cisteína, que se modifican por 

palmitoilación en un residuo conservado de cisteína20. Tradicionalmente, las proteínas Wnt 

se clasifican según su habilidad para activar la llamada vía canónica, la cual se caracteriza 
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por regular los niveles citoplásmicos y localización nuclear del coactivador transcripcional 

β-catenina (Figura 3, panel a). La señalización canónica inicia cuando el ligando Wnt se une 

al complejo de receptores formado por el receptor de siete dominios transmembranales de la 

familia “Frizzled” y la proteína relacionada con lipoproteínas de baja densidad (LRP 5/6). 

En ausencia de ligandos Wnt, la β-catenina es degradada por un complejo de proteínas el 

cual incluye a Axina, el supresor tumoral APC, la proteína fosfatasa 2A (PP2A) y dos cinasas: 

la glucógeno sintasa cinasa 3β (GSK3β) y la caseína cinasa 1α (CK1α). La fosforilación 

secuencial de β-catenina dentro de este complejo, primero por CKIα y posteriormente por 

GSK3β, provoca que ésta sea ubiquitinada por β-TrCP del complejo E3 ubiquitina ligasa, y 

posteriormente degradada vía el proteosoma17. Cuando el ligando Wnt interacciona con el 

complejo formado por el receptor Frizzled y el co-receptor LRP-5/6, el complejo de 

degradación es reclutado hacia la membrana plasmatica mediante la proteína de andamiaje 

Dishivelled (Dvl), esto provoca la desestabilización e inactivación del complejo de 

degradación, provocando la acumulación de β-catenina en el citosol. Esta acumulación 

citoplásmica de β-catenina es un factor clave para su posterior translocación al núcleo, donde 

interacciona con los miembros de la familia de factores de transcripción Lymphoid Enhancer 

Factor/T-Cell Factor (TCF/LEF), para formar un complejo bipartito activo21. Este complejo 

provoca la transcripción de programas de expresión génica involucrados principalmente en 

proliferación, tales como el oncogén MYC, cuya proteína c_Myc es bien conocida por su 

papel en la proliferación y la oncogénesis, así como de la ciclina D1 entre otros14,22. Dentro 

de este complejo, la β-catenina funciona como puente para unir a LEF/TCF con complejos 

remodeladores de la cromatina, y con los coactivadores Wnt Bcl-9/Lgs y Pygopus.  

 

1.4 Señalización Wnt no canónica 

 

Además de las vías de señalización Wnt dependientes de β-catenina, existen otras vías de 

Wnt denominadas no canónicas que no requieren la actividad transcripcional de β-catenina. 

En los vertebrados, estas vías están implicadas en diversos procesos, como los movimientos 

de células de extensión convergentes durante la gastrulación, la polaridad de las células del 

oído interno, el patrón dorsoventral, la separación de tejidos, la migración neuronal y el 

cáncer (figura 3, panel b).  Muchos Wnt, incluidos Wnt1, Wnt3a y Wnt8 activan la vía de 
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señalización canónica. Sin embargo, un conjunto de proteínas Wnt, de las cuales Wnt5a es 

un miembro prototípico, es capaz de producir respuestas independientes de β-catenina23. Las 

vías no canónicas son transducidas a través de algunos receptores de la familia Frizzled y/o 

los receptores con actividad de tirosina cinasa Ror1/2 y Ryk24-26. Río abajo, las proteínas G 

pequeñas27 (Rho a, Rho u, Rac y CDC42) y la cinasa c-jun NH2-terminal28 (JNK) son 

moléculas efectoras de la ruta no-canónica dependientes de Dvl, mientras que la cinasa de 

tipo Nemo (NLK) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT) son las moléculas 

efectoras no canónicas dependientes de calcio29-31. Mientras que las proteínas G pequeñas 

están implicadas en la reorganización del citoesqueleto durante la invasión y la metástasis32, 

la proteína NLK fosforila a los factores de transcripción de la familia TCF/LEF e inhibe la 

vía de señalización Wnt canónica. El factor de transcripción NFAT está implicado en la 

extensión convergente durante la embriogénesis temprana, así como en la metástasis en la 

carcinogénesis33. Por otro lado, el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular y la 

producción de diacilglicerol por esta vía denominada Wnt/Ca2+, lleva a la activación de la 

proteína cinasa C34 (PKC) y de otras cinasas dependientes de calcio35. La PKC ha sido el 

foco de atención de investigadores interesados en estudiar el cáncer, ya que no solamente es 

el blanco de moléculas promotoras de tumores, sino que está implicada en la regulación 

transcripcional de oncogenes, en el control de la proliferación celular y de la apoptosis, y por 

tanto es un enzima clave en el proceso de carcinogénesis.  

Aunque se empiezan a dilucidar los mecanismos moleculares mediante los cuales funciona 

la señalización Wnt no canónica, se conoce poco acerca de los posibles eventos de 

señalización independientes de β-catenina en el mantenimiento de tejidos adultos de 

autorrenovación, como es el caso del mantenimiento de células troncales y su posible 

convergencia con otras vías intracelulares de señalización, incluyendo la vía Wnt canónica. 

De este modo, el grado de entrecruzamiento de la ruta de señalización Wnt con otras vías de 

señalización celular, apenas empieza a considerarse y es, sin duda, una importante área de 

investigación dado el potencial de la ruta Wnt de interaccionar con la actividad de otros 

oncogenes y la pérdida de supresores tumorales. 

 

 



 21 

 

 

 

Figura 3. Principales vías de señalización Wnt. Modificado de Angers y Moon (2009)23. a) 

Señalización Wnt dependiente de β-catenina. El control postranscripcional de la estabilidad 

de la proteína β-catenina es fundamental para la vía Wnt-β-catenina. La proteína de la 

poliposis adenomatosa de colon (APC) y la Axina son proteínas de andamiaje que forman el 

complejo de degradación de β-catenina. Una fosforilación en serinas específicas de β-

catenina, por el complejo de degradación conformado por las cinasas Glucógeno Sintasa 
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Cinasa 3 (GSK3) y Caseína Cinasa 1α (CK1α), forma la señal para el reconocimiento de β-

catenina por SKP1–Culina 1–F-box (SCFβ–TrCP) E3 ligasa (no se muestra) y la consiguiente 

degradación por la vía de la ubiquitina-proteasoma. Por lo tanto, en condiciones basales, 

existe un bajo nivel de proteína β-catenina y los genes diana de la vía Wnt son reprimidos 

por la familia de represores transcripcionales Groucho, que se unen a las proteínas Factor 

Potenciador Linfoide (LEF) y Factor de Células T (TCF). Tras la activación de Wnt de 

Frizzled- LRP5 (Proteína 5 relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad) o 

los complejos del receptor Frizzled-LRP6, las proteínas G heterotriméricas y las proteínas 

Disheveled se activan y conducen al reclutamiento de Axina al correceptor LRP5 o LRP6. 

Esto inhibe el complejo de degradación, promueve la acumulación de β-catenina y su 

translocación al núcleo donde desplaza a Groucho de LEF y TCF y actúa como coactivador 

transcripcional para modular la transcripción dependiente del contexto. α, β y γ indican 

subunidades de proteína G citoplasmática. b) Vías Wnt independientes de β-catenina. Las 

vías de señalización Wnt independientes de β-catenina pueden activarse mediante 

combinaciones específicas de ligandos Wnt y receptores Frizzled, o pueden depender del 

contexto de receptores específicos. Una vez activados, se propone que los receptores Frizzled 

se unen a proteínas G heterotriméricas (compuestas por subunidades α, β y γ) y/o proteínas 

Disheveled para iniciar la señalización. Una de las vías no canónicas implica la activación de 

proteínas G pequeñas Rho y Rac para regular el citoesqueleto de actina. Cuando DAAM1 

(activador de morfogénesis 1 asociado a Disheveled) forma un complejo con Disheveled y 

Rho, regula a ROCK1 (Proteína cinasa 1 asociada a Rho) y al complejo Dishevelled-Rac 

GTPasa para iniciar la remodelación de actina mediada por la cinasa JNK (cinasa del extremo 

N-terminal de JUN). Otra vía Wnt no canónica, se define por un aumento en los niveles de 

Ca2+ intracelular mediado por fosfolipasa C (PLC), en esta vía los flujos de Ca2+ conducen a 

la activación de la proteína cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina (CAMKII), proteína 

cinasa C (PKC) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT). Se ha demostrado que 

esta rama de señalización media el patrón dorsoventral y la separación de tejido en embriones 

y se opone a la señalización de Wnt-β-catenina (línea roja). En vertebrados, la señalización 

de ROR2 conduce a la inhibición de la señalización dependiente de Wnt-β-catenina (línea 

roja) y a la activación transcripcional del gen de la protocadherina paraxial (PAPC), mediada 

por JNK y JUN-ATF2. 
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1.5 Receptores Frizzled 

 

Las proteínas frizzled son los principales receptores de la familia de las moléculas de 

señalización Wnt, y se encuentran en todo el reino animal, incluso en los metazoos más 

primitivos, pero no están presentes en plantas ni en eucariotas unicelulares, como la 

levadura36. La estructura de las proteínas frizzled presenta un dominio extracelular rico en 

cisteína (CRD) conservado, este CRD es seguido por un dominio con siete pases 

transmembrana. Las proteínas frizzled se encuentran exclusivamente en la membrana 

plasmática. Están ubicados en la superficie de las células que responden a Wnt, aunque la 

evidencia reciente ha sugerido que pueden internalizarse como parte de un mecanismo para 

regular el nivel extracelular de proteína Wnt y/o la respuesta celular a Wnt37, 38. La expresión 

tisular específica de los receptores frizzled es compleja, dado que se han descrito numerosos 

frizzled en metazoos. Se han descrito patrones de expresión específicos de frizzled en 

organismos modelo39-42. Respecto al cáncer, se ha observado cambios en el perfil de 

expresión de algunos receptores Fzd en el cáncer de colon en comparación con las células 

normales del colon43,44. Curiosamente, Holcombe et al.37 encontraron que los tumores de 

colon poco diferenciados exhiben un alto grado de expresión del receptor FZD, 

especialmente en el margen de la invasión celular. Se han identificado diez diferentes genes 

de receptores Frizzled en mamíferos40.  

 

1.6 Wnt5a 

 

Se ha demostrado que algunos miembros de la familia Frizzled son receptores de Wnt5a45-48, 

así como los receptores con actividad de tirosina cinasa Ror 1, Ror 249,50 y Ryk51. También 

se ha encontrado que las señales de Wnt5a pueden ser transducidas a través de las cascadas 

de señalización β-catenina-TCF/LEF52,53, Dvl-Rac-ROCK54, Dvl-RhoB-Rab455, Dvl-Rac-

JNK56, Dvl-aPKC57, Ca2+-Calcineurin-NFAT58, Ca2+-MAP3K7-NLK29,54, Ca2+-

MAP3K7-NF-κB59, y DAG-PKC60, en una manera dependiente del contexto31,52,61. 

Se ha encontrado expresión de Wnt5a en una variedad de tumores, que incluye cáncer de 

mama62-65 (8,26-28), cáncer de pulmón63,66, melanoma63,67, osteosarcoma63, cáncer de 

próstata63,68,69, cáncer uterino endometrial70,71, cáncer colo-rectal71-73, cáncer pancreático74,75, 
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cáncer gástrico71, cáncer esofageal76, tumor embrionario76, sarcoma de Ewing77, 

neuroblastoma78, carcinoma de piel de células basales79 (BCC), carcinoma de piel de células 

escamosas80 (SCC), y leucemia81,82. Entre los genes blanco de la vía activada por Wnt5a se 

encuentran SNAI1 (Snail), CD44, G3BP2 y YAP1. Wnt5a ha sido involucrado en invasión, 

diseminación peritoneal y metástasis distante de células tumorales vía RhoB y Snail54,55,60,83. 
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2. ANTECEDENTES 

 

Reportes indican que tanto el ligando Wnt5a, prototipo de ligando no canónico en múltiples 

sistemas celulares, como algunos de sus receptores típicos (Fzd2, Fzd4, Fzd6 y Ror2) podrían 

estar presentes en líneas celulares de cáncer de colon84-86. De ser así, podríamos esperar que 

la señalización mediada por Wnt5a esté activa y desempeñe algún papel en el proceso de 

tumorigénesis en estas células. Recientemente, nuestro equipo de trabajo encontró que al 

estimular a las células RKO con Wnt5a se provoca la relocalización subcelular de las 

proteínas Dvl 2 y PKCβII. ¿Cuál o cuáles son las rutas de señalización que se activan para 

provocar estas relocalizaciones? 

 

 

Figura 4. Imágenes de microscopía confocal de las células RKO. Podemos apreciar el cambio 

de localización de las proteínas PKC y Dvl en respuesta al estímulo con ligando Wnt5a 

 

Como ya se ha mencionado, existen varias rutas por las que Wnt5a puede transducir una 

señal. Se ha reportado que, dependiendo del contexto, el ligando Wnt5a puede activar o 

inhibir la señalización mediada por β-catenina. En este sentido, mediante un ensayo de gen 

reportero se descartó que el ligando Wnt5a active a la vía Wnt canónica. Se demostró en 

nuestro laboratorio que mientras que el ligando canónico Wnt3a activa la transcripción 

mediada por β-catenina, el ligando Wnt5a no activa por sí mismo la vía Wnt canónica (Fig 

5).  
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Figura 5. Actividad transcripcional mediada por β-catenina en las células RKO. (Se 

transfectaron células RKO con plásmido reportero para medir la actividad de Beta-catenina 

inducida por el ligando no canónico Wnt5a o el ligando canónico Wnt3a. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La vía de señalización Wnt canónica regula la homeostasis epitelial en el intestino, colon y 

recto. El 90 % de los cánceres colo-rectales tienen alguna alteración en las proteínas de la 

ruta Wnt canónica. Por otro lado, está demostrado que la ruta Wnt no canónica regula 

negativamente la actividad de la ruta canónica. Además de esto, la ruta no canónica está 

involucrada en la progresión maligna mediante el favorecimiento de la migración y 

metástasis en melanoma.  

Dado que encontramos que en las líneas celulares de cáncer de colon el ligando Wnt5a no 

induce la activación de la actividad transcripcional mediada por β-catenina, pero sí induce 

cambios en la localización de la proteína Dvl,  en este trabajo se planteó investigar el 

mecanismo de señalización no canónico activado por el ligando Wnt5 en células de cáncer 

de colon.  

 

4. HIPÓTESIS 

 

En el epitelio del colon, la ruta de señalización Wnt no canónica es funcional, es activada por 

el ligando Wnt5a y regula características del fenotipo canceroso. 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Investigar si la ruta Wnt no canónica es funcional en las células de cáncer de colon, cuál es 

su mecanismo de señalización y cuál es su papel en el fenotipo canceroso 

 

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Analizar el perfil de expresión de receptores para ligandos Wnt en las células de cáncer 

de colon 

2. Analizar los efectos de ligandos Wnt3a y Wnt5a en la actividad transcripcional de beta-

catenina 

3. Investigar el efecto del ligando Wnt5a en la activación de PLC y movilización de calcio 

intracelular, usando como control Wnt3a 

4. Investigar si en la señalización Wnt participa una proteína G sensible a toxina pertussis 
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(PTx) 

5. Investigar la participación de Ror2 en la señalización inducida por Wnt 

6. Investigar el efecto de ligandos Wnt en la fosforilación y activación de Dvls 

7. Investigar el efecto de los ligandos Wnt en migración celular 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1. REACTIVOS Y ANTICUERPOS 

 

Los anticuerpos utilizados en los experimentos contra los receptores Frizzled procedieron de 

las siguientes fuentes: anti-h-Frizzled-4 (sc-6645), anti-h-Frizzled-2 (sc-66328) y anti-ROR2 

(sc-98486). de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Sta. Cruz, CA, EUA); anti h-Frizzled-6 

(número de cat. AF3149), Frizzled-7-Phycoerythrin antihumano / ratón (número de cat. 

FAB1981P) y Frizzled-7 antihumano / ratón (número de cat. MAB1981) eran de R&D 

Systems (Minneapolis), Min, EE. UU.); anti-hRor2 [6F2D10] (ab201962) se obtuvo de 

Abcam (Cambridge, MA, EE.UU.). Se obtuvieron anti-Dvl3 de conejo (nº de cat. 3218), anti-

Dvl2 de ratón (nº de cat. 3216) y anti-β-tubulina de conejo (nº de cat. 21289) de Cell 

Signaling Technology (Danvers, MA, EE.UU.). Anti-Dvl1 de ratón (sc-8025), anti-Dvl2 de 

ratón (10B5, sc.8026), anti-Dvl3 de ratón (4D3, sc-8027), anti-TCF-4 de conejo (sc-13027) 

y anti-Snail (sc-28199) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, 

EE. UU.). Los conjugados de cabra anti-ratón y anti-conejo IgG-peroxidasa de rábano se 

obtuvieron de Pierce (Rockford, IL. EE.UU.). El inhibidor U-73122 específico de la 

fosfolipasa C se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.), y el inhibidor Y-27632 

específico de RhoK se adquirió de Calbiochem /Merck (Darmstadt, Alemania). Los ligandos 

Wnt3a humano recombinante (nº de cat. 5036-WN-010) y Wnt5a recombinante de humano 

/ ratón (nº de cat. 645-WN-010 / CF) se adquirieron en R&D Systems (Minneapolis, Min, 

EE.UU.). Todos los demás productos químicos eran de grado reactivo. 

 

7.2. PLÁSMIDOS 

 

Los plásmidos reporteros pTOPFlash y pFOPFlash se obtuvieron de Upstate Biotechnology 

(Lake Placid, NY, EE.UU.). El plásmido que codifica Ror2 de ratón de tipo silvestre (pEF1a-

mRor2WT Addgene plásmido 22613) y el plásmido que codifica Ror2 de ratón mutado en 

Tyr641, 645 y 646 (pEF1a-mRor2Y641,645,646F Addgene plasmid 22638) se obtuvieron de 

Addgene. 
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7.3. CULTIVO DE CÉLULAS 

 

Las líneas celulares de cáncer de colon utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:  

 

Células RKO malignas humanas que muestran una señalización Wnt canónica normal, 

ya que expresan la proteína APC de tipo silvestre y los niveles y la actividad de β-catenina 

se elevan en respuesta al ligando wnt3a. Estas células son el prototipo de las células 

cancerosas impulsadas por BRAF (mutaciones Braf V600E y PIK3CA H1047R) [14 - 

(Ahmed, 2013)].  

 

Células SW480 de carcinoma humano que expresan una versión truncada de APC, tienen 

una señalización Wnt canónica constitutivamente activa (β-catenina sobreexpresada) y 

son el prototipo de células cancerosas impulsadas por KRAS (KRAS G12V, APC 

A1457T / K1462R, FGFRS400R, TP53 R273H y mutaciones STK11 G58S) [14 - 

(Ahmed, 2013)].  

 

Células 112CoN inmortalizadas de embrión humano con ruta Wnt normal. 

 

Para cultivar a las células RKO y las células112CoN se utilizó medio Eagle modificado de 

Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%, antibióticos (200 mg 

/ ml de estreptomicina y 120 mg / ml de penicilina) y L-glutamina 2 mM. Las células SW480 

se mantuvieron en DMEM F-12 suplementado con FBS al 5%, antibióticos y glutamina 2 

mM. Todas las células se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC) 

(Manassas, VA, EEUU) y fueron autenticadas en junio de 2017 mediante un análisis de perfil 

de ADN Short Tandem Repeat realizado en el Instituto Nacional de Medicina Genómica 

(INMEGEN) en la Ciudad de México. 
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7.4. ANÁLISIS FACS 

 

Para la tinción de la membrana, las células se separaron y se disociaron en una solución de 

EDTA 10 mM. La suspensión celular se lavó, se resuspendió en tampón de tinción (PBS 

suplementado con suero fetal bovino al 4%), se incubó con el anticuerpo primario 

correspondiente y luego con el anticuerpo secundario. Las células teñidas con el solo 

anticuerpo secundario se utilizaron como control negativo. Las células se obtuvieron en un 

Attune Nxt (Thermo Scientific) y los datos se analizaron con el software FlowJo (Tree 

Star®). 

Para la tinción intracelular, las células se separaron de la misma manera, pero inmediatamente 

se fijaron con paraformaldehído al 1% (m / v) en PBS durante 10 min a 4°C. A continuación, 

las células fijadas se permeabilizaron con metanol absoluto durante 20 min en hielo y se 

incubaron con BSA al 3% (m / v) en PBS para evitar interacciones inespecíficas. Se 

agregaron anticuerpos y se incubaron durante 30 min a 4 ° C en oscuridad. Las células se 

lavaron e incubaron con anticuerpos secundarios anti-ratón acoplados con FITC o anti-conejo 

acoplados con FITC. Las células se lavaron con PBS. Finalmente, las muestras se analizaron 

con un citómetro FACScalibur. Todos los datos fueron analizados por el software FlowJo X. 

 

7.5. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA EN 

TIEMPO REAL 

 

Se utilizó PCR cuantitativa en tiempo real para medir el nivel de transcripción de ARN de 

los genes del receptor de FZD. La expresión del gen housekeeping de la β-actina se analizó 

con fines de normalización. La amplificación por PCR se realizó con 20 ng de ADNc, 

cebador directo e inverso 200 nM y Taqman Master Mix (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Alemania Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un volumen final de 10 µl. La Tabla 

complementaria 1 muestra los detalles de los diseños del cebador y el número de UPL 

(Universal Probe Library, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) utilizados para el 

ensayo de RT-PCR. Las reacciones de PCR se realizaron en un Light Cycler 480 (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Alemania) durante 45 ciclos, cada ciclo consiste en 

desnaturalización durante 15 s a 95 °, hibridación del cebador durante 15 s a 55 ° C y 



 32 

extensión durante 30 s a 72 ° C y enfriamiento 30 s a 40 ° C. Para el control de calidad de los 

ensayos de q-PCR, se evaluó la determinación de linealidad y reproducibilidad (VC <10%). 

La cuantificación relativa del ARNm de los genes diana se realizó utilizando el software 

Light Cycler 4.1, según el método 2-delta-delta Ct. 

 

7.6. ENSAYO DE GEN REPORTERO  

 

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 1,2 - 1,8 x 105 células 

por pocillo. Veinticuatro horas después de la siembra, las células se colocaron en medio libre 

de suero y se transfectaron con 1 μg del plásmido reportero (pTOPFlash) o plásmido de 

control (pFOPFlash) y con 0,05 μg del plásmido pRL luciferasa o plásmido CMV-GFP 

(transfección control). La actividad de la proteína reportera en los lisados celulares se midió 

24 h después de la transfección usando el kit de ensayo de luciferasa dual (Promega, Madison, 

WI, EE. UU.). La actividad se normalizó con respecto a la actividad de la luciferasa de 

Renilla o con respecto al contenido de proteína en cada muestra. 

 

7.7. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE CALCIO 

INTRACELULAR 

 

Las células se privaron de suero durante la noche y luego se cargaron con 2,5 μM del 

indicador fluorescente de Ca2 + Fura-2 / AM en Krebs-Ringer-HEPES que contenía albúmina 

de suero bovino al 0,05%, pH 7,4, durante 1 h a 37 ° C, y luego se lavaron tres veces para 

eliminar el FURA no incorporado. Las células se separaron mediante tripsinización suave 

con EDTA 10 mM y se incubaron 5 min en ausencia o presencia del inhibidor de PLC 4 µM 

U-73122. Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo con ligandos Wnt3a o Wnt5a 

(1 μg / ml) a longitudes de onda de excitación de 340 y 380 nm y a una longitud de onda de 

emisión de 510 nm, con un intervalo de corte establecido en 0,5 s, utilizando un Aminco-

Bowman Series 2 Espectrómetro de luminiscencia (Rochester, NY). El [Ca2 +] se estimó de 

acuerdo con el método de Grynklewicz et al. [15 - (G Grynkiewicz, 1985)] utilizando el 

software proporcionado por AMINCO-Bowman. En algunos experimentos, las células se 

preincubaron durante la noche con toxina de Pertussis (PTX) (100 ng / ml) para inactivar las 
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proteínas G sensibles a PTX antes de cargarlas con 2,5 μM de Fura-2 / AM en Krebs-Ringer-

HEPES que contiene 0,05% de BSA, pH 7,4, durante 1 h a 37 ° C. 

 

7.8. DETERMINACIÓN DE FOSFATO DE INOSITOL 

 

Cultivos celulares confluentes, crecidos en placas de 35 mm, se marcaron con myo- [2-3H] -

inositol [22,9 Ci / mmol, PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA, EE.UU.)] durante 18-24 

h. Las células se lavaron dos veces con amortiguador Krebs-Ringer-Hepes que contenía 

CaCl2 1,3 mM y se incubaron durante 20 min en 2 ml del mismo amortiguador que contenía 

LiCl 10 mM a 37 ° C en una atmósfera de CO2 al 5%. Las incubaciones con ligandos Wnt5a 

o Wnt3a se realizaron durante el tiempo indicado y la estimulación se detuvo mediante la 

adición de cloroformo / metanol enfriado con hielo (1: 2, v / v). Los fosfatos de inositol 

totales se separaron mediante cromatografía Dowex AG1-X8 [16 - (M J Berridge, 1983)]. 

 

7.9. ENSAYO DE MIGRACIÓN POR CIERRE DE HERIDA 

 

Se sembraron células RKO o SW480 hasta la confluencia en portaobjetos recubiertos de poli-

L-lisina en medio de cultivo suplementado con FBS al 5% durante 24 h. Luego se produjo 

un rasguño usando una punta de pipeta estéril. Los cultivos se lavaron con PBS. En este 

momento (t = 0 h), se fotografiaron los márgenes de la herida. A continuación, las células se 

cultivaron en medio suplementado con FBS al 0,05% y 5-bromoxiuridina 0,1 µM (añadida 1 

h antes de los tratamientos para descartar que los cambios en el número de células migratorias 

se debieran a un aumento de la proliferación). Sin retirar el medio, se añadieron entonces 300 

ng / ml de Wnt3a o Wnt5a en ausencia o presencia del inhibidor de PLC U-73122 (4 µM) o 

inhibidor de RhoK Y-27632 (10 µM) hasta 48 h. Pasado este tiempo, se analizaron los 

márgenes de la herida en las fotografías utilizando el programa Image J. El porcentaje de 

cierre se calculó como "área de superficie celular migrada / área de superficie total × 100". 
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7.10. WESTERN BLOT 

 

Las células se homogeneizaron en amortiguador RIPA helado (Tris-HCl 50 mM, pH 8, NaCl 

150 mM, NP40 al 1%, EDTA 1 mM, SDS al 0,1%, desoxicolato de sodio al 0,5%, fluoruro 

de fenilmetilsulfonilo 1 mM, leupeptina 10 μg / ml e inhibidor de tripsina 0,1 mg / ml). Las 

muestras de proteína (100 µg) se separaron mediante SDS-PAGE al 8 o 10%, seguido de 

transferencia electroforética sobre membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las membranas 

se bloquearon con leche en polvo descremada al 5% y se incubaron durante la noche a 4ºC 

con el correspondiente anticuerpo primario. La detección se logró utilizando el kit 

SuperSignal (Pierce) con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rábano. La 

señal obtenida usando anticuerpos de actina o β-tubulina se utilizó como control para una 

carga igual. 

 

7.11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media (SEM). El análisis 

estadístico entre grupos comparables se realizó utilizando ANOVA de una vía con la prueba 

posterior de Bonferroni o con la prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. En ambos 

casos, el software incluido en el programa GraphPad Prism. En todas las comparaciones 

estadísticas, p <.05 se consideró significativo. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1. EL PERFIL DE EXPRESIÓN DEL RECEPTOR WNT MUESTRA 

DIFERENCIAS ENTRE LAS CÉLULAS DEL COLON NO MALIGNAS Y 

MALIGNAS 

 

Se ha reportado que las células de cáncer de colon presentan de forma característica una 

expresión aberrante de los receptores Wnt88. Para explorar la presencia de diferentes 

receptores de Wnt, se analizó por citometría de flujo el perfil de expresión, tanto de Frizzled 

(FZDs) como del correceptor no canónico Ror2, en líneas celulares de colon. Se eligieron las 

líneas celulares de cáncer de colon humano RKO y SW480 por representar dos condiciones 

distintas de funcionalidad de la ruta Wnt: 1) como representativas de la señalización Wnt 

normal a las células RKO, que expresa la proteína APC normal; y 2) como representativas 

de la señalización Wnt constitutivamente activa a las células SW480, que expresa una versión 

truncada de APC. Asimismo, se eligieron a las células 112CoN de colon como modelo de 

colon normal humano. La figura 6 (Panel A y B) muestra el claro contraste en los niveles de 

expresión y variedad de receptores Wnt presentes entre las células de cáncer de colon y las 

células no malignas, lo que concuerda con informes anteriores89 donde se utilizó histoquímica 

para analizar tejidos de colon humano. Como se puede observar, mientras que las células no 

malignas apenas expresan Fzd4, Fzd7 y Ror2, las células cancerosas muestran altos niveles 

de expresión de los receptores Fzd2, Fzd4, Fzd6, Fzd7 y Ror2 localizados tanto 

intracelularmente, como en la membrana celular. Sorprendentemente, aunque se ha 

considerado que las células cancerosas RKO tienen señalización Wnt "normal", su perfil de 

expresión de receptores es similar al perfil mostrado por las células cancerosas SW480, que 

presentan señalización Wnt canónica alterada, y muy diferente al mostrado por las células 

112CoN no malignas. Este perfil de expresión de receptores Wnt se hizo utilizando 

anticuerpos selectivos disponibles comercialmente, y además fue validado mediante un 

análisis cuantitativo de PCR en tiempo real (Figura 6, panel C). Se midió el nivel de 

transcripción de ARNm de los genes FZD y Ror2 en células malignas y se comparó con el 

nivel de expresión encontrado en células no malignas. Se analizó la expresión del gen de 

mantenimiento actina con fines de normalización. Los resultados mostrados en la Figura 6 

(Panel C) confirmaron que mientras que las células 112CoN no malignas expresan niveles 
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bajos de genes FZD4, FZD7 y Ror2, las células RKO y SW480 de cáncer de colon expresan 

niveles altos de genes FZD2, FZD4, FZD6, FZD7 y Ror2. 
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Fig. 6. Perfil de expresión de los receptores Wnt en células RKO o SW480 de cáncer de 

colon comparado con el de células de colon 112CoN no malignas. A) En los histogramas 

del FACS se muestran la cantidad de eventos (células) asociada a la fluorescencia relativa 

(expresión del receptor), a mayor fluorescencia mayor presencia de proteína. Para la tinción 

de la membrana (línea naranja), las células se resuspendieron en tampón de tinción con el 

anticuerpo primario correspondiente y luego se incubaron con el anticuerpo secundario. Para 

la expresión total del receptor (expresión del receptor citoplásmico + de membrana; línea 

rosa), las células se prepararon de la misma manera, pero se fijaron inmediatamente y luego 

se permeabilizaron como se describe en la sección Materiales y Métodos. B) Se presenta la 

cuantificación de la fluorescencia relativa promedio de las tinciones del FACS. Los datos 

representan las medias ± SEM de tres ensayos independientes (*) p = 0.05; (**) p = 0.01. C) 

Análisis de expresión génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real. La amplificación por 

PCR se llevó a cabo con 20 ng de ADNc, cebador 200 nM y Taqman Master Mix (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Alemania Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un 

volumen final de 10 µl. Se muestran diferencias significativas en la abundancia relativa de 

los receptores de Wnt entre las células cancerosas y las no malignas. La expresión del gen de 

la β-actina se analizó con fines de normalización. Para el control de calidad de los ensayos 

de q-PCR, se evaluó la determinación de linealidad y reproducibilidad (VC <10%).  
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8.2. Wnt3a PERO NO Wnt5a ESTIMULA LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL 

DE β-CATENINA EN CÉLULAS DE CÁNCER DE COLON RKO 

 

A continuación, examinamos la capacidad de los ligandos Wnt para estimular en las células 

de cáncer de colon la actividad transcripcional de la β-catenina utilizando el sistema reportero 

pTOPFlash / FOPFlash. Para ello, medimos la respuesta provocada por el prototipo de 

ligando canónico Wnt3a, en comparación con Wnt5a, el prototipo del ligando Wnt no 

canónico. La expresión de estos ligandos se ha reportado en células de colon, y en el caso de 

Wnt5a, se ha encontrado regulada positivamente en células de cáncer de colon, 

particularmente en las metastásicas90. Veinticuatro horas después de la transfección con los 

plásmidos pTOPFlash o pFOPFlash, las células malignas RKO y SW480 se privaron de suero 

durante 12 h y luego se incubaron en ausencia o presencia de 300 ng / ml de Wnt3a, Wnt5a 

o ambos durante 8 h. Como se puede ver en la Figura 7 (Panel A), en las células RKO cada 

Wnt usado se comportó como se esperaba: solo el prototipo canónico Wnt3a fue capaz de 

disparar la actividad transcripcional mediada por β-catenina. Además, Wnt5a fue suficiente 

para bloquear la actividad transcripcional inducida por Wnt3a - β catenina, como se esperaba 

para un ligando Wnt no canónico típico. Cuando comparamos estos resultados con los 

obtenidos en las células SW480 (Fig.7, panel B), que tienen señalización Wnt canónica activa 

constitutiva, encontramos que la presencia de Wnt5a no afectó la actividad transcripcional 

de β-catenina. Además, Wnt3a no indujo un aumento adicional en la actividad transcripcional 

de β-catenina, ya activa en estas células. Para confirmar que solo Wnt3a es capaz de activar 

de una manera dependiente de la dosis la actividad transcripcional mediada por β-catenina 

en células RKO, se incubaron células privadas de suero en ausencia o presencia de 

concentraciones crecientes de ligandos Wnt3a o Wnt5a durante 8 h. Como se puede observar 

en la Figura 7 (Panel C), la actividad transcripcional de β-catenina se incrementó de forma 

dosis-dependiente sólo por Wnt3a. En contraste, Wnt5a no estimuló la actividad 

transcripcional de β-catenina en ninguna concentración probada. Consistente con esto, los 

niveles de proteína, tanto de β-catenina como de los genes diana canónicos de Wnt, axin2, 

sólo aumentaron de manera dependiente de la dosis en células estimuladas con Wnt3a (Fig. 

7, panel D), lo que confirma que Wnt3a se comporta como un prototipo de ligando canónico 

de Wnt en Células RKO. 
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Fig. 7. Inducción por Wnt de la actividad transcripcional mediada por β-catenina en células 

RKO y SW480. Las células se cotransfectaron con el plásmido pRL y los plásmidos 

reporteros TOPFlash o FOPFlash. Veinticuatro horas después de la transfección, las células 

se privaron de suero durante 12 h y luego se incubaron con las concentraciones indicadas de 

Wnt3a, Wnt5a o ambas para estimular las células durante un período de 8 h. Después de la 

incubación, las células se lavaron, lisaron y se midió la actividad de luciferasa. La actividad 

se normalizó con respecto a la actividad de la luciferasa de Renilla o con respecto al contenido 

de proteína total en cada muestra. Los resultados representan las medias ± SEM de al menos 

tres experimentos independientes. * p <0.05; ** p <0.01; *** p 0.001; **** p 0.0001. A) En 

células RKO, la adición de 300 ng/ml de solo Wnt3a fue suficiente para activar la actividad 

transcripcional mediada por β-catenina. La adición de solo Wnt5a (300 ng/ml) no tuvo 

efectos en la actividad transcripcional mediada por β-catenina. Cuando se adicionó una 

combinación de ligandos, el Wnt5a bloqueó la actividad transcripcional de β-catenina 

inducida por Wnt3a. B) En las células SW480, Wnt5a solo, o en combinación con Wnt3a, no 

afectó a la actividad transcripcional constitutiva de β-catenina, y Wnt3a solo no indujo 

ningún aumento en la actividad transcripcional constitutiva de β-catenina. C) Curva de dosis-

respuesta de la actividad transcripcional mediada por β-catenina inducida por Wnt3a o Wnt5a 

en concentraciones crecientes en células de cáncer de colon RKO. D) Western blot de los 

niveles de proteína β-catenina y axina2 en función de la concentración de ligandos Wnt. Se 
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utilizó GAPDH como control de carga igual. Se muestra un análisis densitométrico de los 

cambios en los niveles de proteína β-catenina o axina2 inducidos por Wnt con respecto a los 

niveles de GAPDH. Los datos representan las medias ± SEM de tres ensayos independientes. 

 

8.3. TANTO Wnt5a COMO wnt3a ESTIMULAN LA MOVILIZACIÓN 

INTRACELULAR DE CALCIO EN LÍNEAS CELULARES DE CÁNCER DE 

COLON 

 

Se planteó como objetivo caracterizar la señalización inducida por Wnt5a en el cáncer de 

colon. Hay varias rutas activadas por ligandos no canónicos, principalmente la señalización 

de Wnt/PCP (polaridad celular planar) y la señalización de Wnt-/Ca2 +. Primero examinamos 

si Wnt5a activaba la vía Wnt / Ca2 + en células RKO. En vista de que Wnt3a estimuló la 

señalización de Wnt/β-catenina en estas células, decidimos utilizar este ligando como control 

negativo para comparar con los posibles efectos inducidos por Wnt5a en la movilización de 

calcio intracelular. Se cargaron células RKO privadas de suero con el indicador fluorescente 

de Ca2+ Fura-2 / AM, como se describe en la sección Materiales y Métodos, y se llevaron a 

cabo mediciones de fluorescencia durante la estimulación de células con ligando Wnt3a o 

Wnt5a. Se encontró que Wnt5a inducía claramente la movilización de Ca2+ en las células 

RKO, tal y como se esperaría de un ligando Wnt no canónico. Sorprendentemente, el ligando 

de Wnt3a canónico también indujo movilización de Ca2 + en estas células como se muestra 

en la Figura 8 (Panel A). Inesperadamente, tanto Wnt5a como Wnt3a indujeron en las células 

RKO la movilización de Ca2+ de una manera dependiente de la dosis, como se puede observar 

en la Figura 8 (Panel C y D). Además, y también de forma inesperada, cuando realizamos el 

mismo experimento en células SW480, encontramos que en estas células tanto los ligandos 

Wnt3a como los ligandos Wnt5a eran capaces de estimular también la movilización de Ca2 

+, como se muestra en la Figura 8 (Panel B). Los efectos fueron relativamente pequeños 

usando 1 µg / ml de ligandos Wnt, pero se observaron de manera consistente. Por lo tanto, 

estos resultados indicaron que el ligando Wnt3a podría acoplarse simultáneamente, en las 

mismas células, a la activación de las rutas Wnt / β-catenina canónica y Wnt / Ca2 + no 

canónica.   
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Figura 8. Wnt5a, así como como Wnt3a movilizan Ca2+ en células de cáncer de colon. Se 

muestra un curso temporal de la concentración de calcio intracelular estimulada por el 



 42 

ligando Wnt5a o por el ligando Wnt3a, tanto en células RKO (panel A) como en células 

SW480 (panel B), se utilizó LPA como control. En los paneles C y D se muestra un curso 

temporal de la concentración de calcio intracelular en respuesta a diferentes concentraciones 

del ligando Wnt5a o del Wnt3a. Las células se privaron de suero durante la noche y luego se 

cargaron con 2,5 μM de Fura-2 / AM en Krebs-Ringer-HEPES que contenía BSA al 0,05%, 

pH 7,4, durante 1 hora a 37 ° C. Las células se lavaron y separaron mediante tripsinización 

suave con EDTA 10 mM. Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo con ligandos 

Wnt3a o Wnt5a (1 µg / ml) utilizando un espectrómetro de luminiscencia Aminco-Bowman 

Serie 2. Se utilizó LPA como control positivo. Las trazas son representativas de cuatro 

experimentos que utilizan diferentes preparaciones de células y los gráficos de barras 

corresponden a las cuantificaciones obtenidas de los cuatro experimentos (media ± SEM) 

normalizando con respecto a la concentración basal de Ca2+. * P <0.05; ** P<0.01 

 

8.4. TANTO Wnt-5a COMO Wnt3a ACTIVAN PLC EN CÉLULAS RKO 

 

A continuación, se investigó si la movilización de calcio inducida por Wnt5a o por Wnt3a en 

células RKO dependía de la activación de la fosfolipasa C (PLC). Las células cargadas con 

el indicador fluorescente de Ca2 + Fura-2 / AM se incubaron previamente durante 10 min en 

ausencia (control) o presencia del inhibidor de PLC 4 µM U-73122. A continuación, las 

células se incubaron en ausencia o presencia de Wnt5a (1 µg / ml) o Wnt3a (utilizando 1,75 

µg / ml para aumentar la señal y la posibilidad de observar un efecto negativo del inhibidor). 

Los cambios de fluorescencia inducidos por cada ligando se muestran en la Figura 9, Panel 

A (Wnt5a) y Panel B (Wnt3a). Se puede observar que la capacidad de Wnt5a o Wnt3a para 

aumentar la concentración de calcio en el citosol se bloqueó significativamente mediante el 

tratamiento previo de las células RKO con el inhibidor específico de PLC U-73122. Por lo 

tanto, estos resultados confirmaron que tanto Wnt5a como Wnt3a están acoplados a la 

estimulación de PLC en células RKO. 
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Figura 9. Wnt5a, así como Wnt3a activan a la PLC en las células RKO. Se muestran un 

curso temporal en la concentración intracelular de calcio. También se muestra un histograma 

con el aumento relativo máximo en la concentración intracelular de calcio, en presencia o 

ausencia de la U73122. La inhibición selectiva de la PLC en las células fue suficiente para 

disminuir significativamente la liberación de calcio inducida por Wnt5a (panel A) y Wnt3a 

(panel B). Las células RKO se privaron de suero durante la noche y luego se cargaron con 

2,5 µM de Fura-2 / AM en Krebs-Ringer-HEPES que contenía BSA al 0,05%, pH 7,4, 

durante 1 hora a 37ºC. Las células se lavaron y separaron mediante tripsinización suave con 

EDTA y se incubaron durante 10 minutos en ausencia o presencia del inhibidor de PLC 4μM 

U-73122. Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo en ausencia (vehículo) o 

presencia de Wnt5a (1 µg / ml) o Wnt3a (1,75 µg / ml) utilizando un espectrómetro de 

luminiscencia Aminco-Bowman Serie 2. Las trazas son representativas de cuatro 

experimentos que utilizan diferentes preparaciones de células y el gráfico de barras 

corresponde a las cuantificaciones obtenidas de los cuatro experimentos (media ± SEM) 

normalizando con respecto a la concentración basal de Ca ++. * p <0,05; ** p <0,01  
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8.5. Wnt-5a ACTIVA PLC VÍA UNA PROTEÍNA G SENSIBLE A LA TOXINA 

PERTUSSIS EN CÉLULAS RKO 

 

Se ha informado que los receptores FZD se acoplan con proteínas G heterotriméricas, como 

las de la subfamilia Gi y Gq
91. Por lo tanto, también se exploró la posibilidad de que en las 

células cancerosas de colon se activara PLC en respuesta a una estimulación de proteína Gi / 

0 inducida por Wnt5a o por Wnt3a.  Para esto se preincubaron las células RKO con toxina 

Pertussis (PTX), que ADP-ribosila las proteínas Gi / 0 dando como resultado su inactivación. 

Las células se incubaron durante la noche con PTX (100 ng / ml) porque se ha reportado que 

este tratamiento inactiva las proteínas G sensibles a la PTX92. Como se puede observar en la 

Figura 10 (Panel A), el pretratamiento de las células RKO con PTX disminuyó notablemente, 

la respuesta de movilización de Ca2 + mediada por Wnt5a, lo que sugiere que tanto las 

proteínas G sensibles como las insensibles a la PTX (no se abolió la señal por completo) 

pueden participar en la transducción de señales inducida por Wnt5a. En contraste, el 

pretratamiento de las células con PTX no afectó la movilización de Ca2 + inducida por Wnt3a 

en comparación con la movilización de Ca2 + parcialmente afectada promovida por LPA, 

utilizada como control positivo de la eficacia del pretratamiento de PTX (Fig. 10, panel B). 

Curiosamente, la capacidad de Wnt3a para estimular la actividad transcripcional de la β-

catenina tampoco se vio afectada por el pretratamiento de las células con PTX, como se puede 

ver en la Figura 10 (Panel C) y no dependen de una estimulación de la proteína Gi / 0. Para 

determinar si la movilización de Ca2 + observada es resultado del uso de las reservas del 

retículo endoplásmico a través de inositol trifosfato (IP3), se midió mediante cromatografía 

Dowex AG1-X8 los fosfatos de inositol totales producidos por la estimulación con Wnt5a y 

mediada por PLC. El curso temporal de IP3 producido se muestra en la Figura 10 (Panel D). 

Estos resultados indicaron que hubo un aumento del pico de IP3 45 minutos después de la 

estimulación de las células con Wnt5a. Juntos, nuestros resultados indican que la señalización 

no canónica de Wnt / Ca2 + en las células de cáncer de colon RKO inducidas por Wnt5a opera 

activando PLC a través de una proteína Gi / 0 sensible a PTX para generar IP3, que a su vez 

induce la liberación de Ca2 + del RE. 
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Figura 10. La señalización de Wnt5a es inhibida por PTx, pero la de Wnt3a no. A y B) Se 

muestran un curso temporal en la concentración intracelular de calcio. También se muestra 

un histograma con el aumento relativo máximo en la concentración intracelular de calcio, en 

presencia o ausencia de la PTx. Mientras que la movilización de Ca2+ inducida por Wnt5a 

depende de la proteína Gi / 0 sensible a la toxina Pertussis, la movilización de Ca2+ inducida 

por Wnt3a no depende de la activación de Gi / 0. Las células se preincubaron durante la 

noche con PTX (100 ng / ml) para inactivar las proteínas G sensibles a PTX y luego se 

cargaron con 2,5 μM de Fura-2 / AM en Krebs-Ringer-HEPES que contenía 0,05% de BSA, 
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pH 7,4, durante 1 hora. a 37 ° C para medir la movilización de Ca ++, las células se lavaron 

y separaron mediante tripsinización suave con EDTA. Las mediciones de fluorescencia se 

llevaron a cabo con 1 µg / ml de Wnt5a (panel A) o Wnt3a (panel B), utilizando un 

espectrómetro de luminiscencia Aminco-Bowman Serie 2. C) El pretratamiento de células 

con PTX no afecta la actividad transcripcional mediada por β-catenina inducida por Wnt3a. 

Las células se cotransfectaron con los plásmidos reporteros pRL y TOPFlash. Veinticuatro 

horas después de la transfección, las células se privaron de suero durante 12 horas y se 

incubaron durante la noche en ausencia o presencia de PTX (100 ng / ml). Luego, las células 

se incubaron en ausencia o presencia de Wnt3a (500 ng / ml) durante un período de 8 h. 

Después de la incubación, las células se lavaron, lisaron y se ensayó la actividad luciferasa. 

La actividad se normalizó con respecto a la actividad de la luciferasa de Renilla o con 

respecto al contenido de proteína total en cada muestra. ** p <0.01 D) Las células RKO se 

marcaron con myo- [23H] -inositol durante 18-24 h, se lavaron con tampón Krebs-Ringer-

Hepes que contenía CaCl2 1.3 mM y se incubaron durante 20 min en el mismo tampón que 

contenía LiCl 10 mM a 37 ° C en 1 atm de CO2 al 5%. Las incubaciones con Wnt5a se 

realizaron durante los tiempos indicados y la estimulación se detuvo mediante la adición de 

cloroformo / metanol enfriado con hielo (1: 2, v / v). Los fosfatos de inositol totales se 

separaron mediante cromatografía Dowex AG1-X8 y se evaluó el IP3 producido en los 

tiempos indicados. Los resultados presentados en cada panel son representativos de al menos 

tres experimentos que utilizan diferentes preparaciones de células. * p <0.05; ** p <0.01 

 

8.6. LA FUNCIÓN DE TIROSINA CINASA DE ROR2 NO ES NECESARIA PARA 

ACTIVAR PLC EN LAS CÉLULAS RKO, PERO ES NECESARIA PARA 

ANTAGONIZAR LA SEÑALIZACIÓN CANÓNICA WNT INDUCIDA POR Wnt3a 

 

Es bien sabido que Wnt5a puede unirse no sólo a los receptores de FZDs sino también al 

receptor tipo tirosina cinasa Ror2. Ror2 también puede unirse a los ligandos canónicos y no 

canónicos como correceptor junto a FZD 93. También se ha informado de que la actividad 

tirosina cinasa de Ror2 es necesaria para los efectos inhibidores de Wnt5a sobre la 

señalización de Wnt / β-catenina 93,94. En contraste, otros autores han encontrado que el 

dominio citoplásmico de Ror2, donde se encuentra el dominio cinasa, es prescindible para su 

función95. Dado que se encontró que las células de cáncer de colon expresan Ror2 y que 
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Wnt5a antagoniza la actividad transcripcional mediada por β-catenina inducida por Wnt3a 

en células RKO, se investigó a continuación si la actividad de cinasa de Ror2 se requiere para 

la movilización de Ca2+ inducida por Wnt5a, así como para la capacidad de Wnt5a de 

antagonizar la actividad transcripcional de β-catenina inducida por Wnt3a. Con este fin, se 

transfectaron células RKO con el gen silvestre de Ror2 o con el gen de Ror2 con la función 

de tirosina cinasa inactiva para examinar los efectos de su sobreexpresión en las células RKO. 

La Figura 11 (Panel A) muestra que tanto el tipo silvestre como el mutante deficiente en 

cinasa Ror2 Y641,645,646F se expresaron a niveles equivalentes en células RKO 

transfectadas. Curiosamente, los resultados presentados en la Figura 11 (Panel B) mostraron 

claramente que la movilización de Ca2+ inducida por el tratamiento con Wnt5a de las células 

RKO no se vio afectada en absoluto por la expresión del mutante Ror2 deficiente en  cinasa 

de Tyr en comparación con las células que expresan Ror2 de tipo silvestre. Sin embargo, en 

las células RKO transfectadas con el reportero de señalización Wnt canónico, junto con el 

Ror2 de tipo silvestre o con el Ror2 mutado deficiente en acividad de Tyr cinasa, la capacidad 

de Wnt5a para antagonizar la actividad transcripcional mediada por β-catenina inducida por 

Wnt3a (expresada como unidades relativas de luciferasa) se vio afectada negativamente de 

manera significativa en comparación con el control o con las células que expresan Ror de 

tipo silvestre, como se puede observar en la Figura 11 (Panel C). Por lo tanto, estos resultados 

indican que la señalización de Wnt5a opera de forma dual, activando la vía Wnt / Ca2+ de 

una manera independiente de la actividad de Tyr cinasa de Ror2 e inhibiendo la actividad 

transcripcional de la β-catenina de una manera dependiente de la actividad de Tyr cinasa de 

Ror2 en las células de cáncer de colon. 
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Figura 11. No se requiere la actividad de tirosina cinasa de Ror2 para que Wnt5a 

induzca la movilización de Ca2+. A) Se transfectaron células RKO con cantidades crecientes 

de plásmido que codifica Ror2 de tipo silvestre o Ror2 sin actividad cinasa (Y641, 645, 

646F), se utilizó el plásmido vacío (MOCK) como control. B) 24 h después de la 

transfección, las células RKO se privaron de suero durante la noche y luego se cargaron con 

2,5 μM de Fura-2 / AM en Krebs-Ringer-HEPES que contenía BSA al 0.05%, pH 7.4, durante 
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1 hora a 37 ° C. Las células se lavaron y separaron mediante tripsinización suave con EDTA. 

Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo con Wnt5a (1 µg / ml) utilizando un 

espectrómetro de luminiscencia Aminco-Bowman Serie 2. Se utilizó LPA como control 

positivo. Las trazas son representativas de tres experimentos que utilizan diferentes 

preparaciones de células. C) Se requiere actividad de Ror2-tirosina cinasa para antagonizar 

la señalización de Wnt canónica por Wnt5a en células de cáncer de colon RKO. Las células 

se cotransfectaron con el plásmido pTOPFlash y con el vector de plásmido vacío (MOCK) o 

con el plásmido que codifica Ror2 de tipo silvestre o Ror2 sin actividad de cinasa (Y641, 

645, 646F). 24 horas después de la transfección, las células RKO se privaron de suero durante 

12 h y luego se incubaron con Wnt3a (200 ng / ml), Wnt5a (200 ng / ml) o ambos para 

estimular las células durante un período de 8 h. Después de la incubación, las células se 

lavaron, lisaron y se ensayó la actividad luciferasa. La actividad se normalizó con respecto a 

la actividad de la luciferasa de Renilla o con respecto al contenido de proteína en cada 

muestra. Los resultados representan las medias ± SEM de al menos tres experimentos 

independientes. * p <0.05; *** p <0.001. 

 

8.7. TANTO Wnt5a COMO Wnt3a INDUCEN HIPERFOSFORILACIÓN Y 

ESTABILIZACIÓN SIMULTÁNEAS DE Dvl1, Dvl2 Y Dvl3 

 

La proteína Dvl actúa como punto de ramificación en la vía de señalización mediada por los 

distintos ligandos Wnt, por esto son componentes esenciales de la señalización tanto canónica 

como no canónica. Se ha reportado anteriormente que Dvl1, Dvl2 y Dvl3 se sobreexpresan 

en las células de cáncer de colon en comparación con las células de colon no malignas. 

También se ha reportado que el tratamiento con Wnt3a induce rápidamente la 

hiperfosforilación y estabilización de Dvl2 y Dvl3 y que la fosforilación de Dvl3 inducida 

por Wnt3a-PKCζ es necesaria para evitar la degradación de Dvl3 a través del proteasoma. 

Para caracterizar mejor la señalización no canónica en las células de cáncer de colon, 

examinamos aquí el efecto del tratamiento de células con Wnt5a en comparación con el 

tratamiento con Wnt3a sobre la fosforilación y la ubicación intracelular de Dvl. Las líneas 

celulares de carcinoma de colon RKO y SW480 se seleccionaron de nuevo como ejemplos 

representativos de señalización Wnt normal y señalización Wnt canónica constitutivamente 

activa, respectivamente. La Figura 12 (Páneles A, B y C) muestra los cursos temporales de 
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fosforilación para cada isoforma de Dvl en respuesta a Wnt5a o Wnt3a, comparando los datos 

obtenidos en células RKO contra los de células SW480. La especificidad de los anticuerpos 

Dvl contra cada isoforma Dvl se confirmó en células HEK-293, como se muestra en la Figura 

S1 complementaria. La fosforilación se visualizó como un cambio inducido por Wnt en la 

movilidad electroforética de las tres isoformas de Dvl, visualizadas en el Western blot como 

dos bandas correspondientes a Dvl fosforilado (P-Dvl, banda superior) y Dvl (banda inferior). 

Sorprendentemente, se puede ver en estas figuras que ambos ligandos indujeron la 

fosforilación y acumulación simultáneas de las tres isoformas de Dvl en ambos tipos de 

células de cáncer de colon. 
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Figura 12. DVL1, 2 y 3 se fosforilan y estabilizan en respuesta a los ligados Wnt5a y 

Wnt3a. Se presentan los cursos temporales de fosforilación de isoformas Dvl inducida por 

Wnt3a y Wnt5a en células RKO y SW480 de cáncer de colon. Las células RKO y SW480 se 



 52 

incubaron en ausencia (basal o Tiempo 0) o presencia de Wnt3a o Wnt5a (300 ng / ml) 

durante 30 o 60 min. A continuación, las células se lavaron, lisaron y las muestras de 

extractos celulares totales (100 µg) se sometieron a SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a 

membranas de PVDF. El análisis del Western Blot se realizó usando anticuerpos contra cada 

isoforma de Dvl como se indica en cada panel o contra GAPDH (usado como un control de 

carga igual). Se realizó un análisis densitométrico para estimar el nivel total de cada 

expresión de isoforma Dvl (bandas P-Dvl y Dvl) en células malignas RKO y SW480 que se 

normalizaban con respecto a la fosforilación basal endógena. Los datos representan las 

medias ± SEM de al menos tres experimentos independientes * p <0,05; ** p <0,01 *** p 

<0,001; **** p <0,0001. 

 

8.8. TANTO Wnt5a COMO Wnt3a PROMUEVEN LA MIGRACIÓN CELULAR 

DEPENDIENTE DE PLC EN RKO Y EN CÉLULAS DE CANCER DE COLON 

SW480 

 

Las cascadas de señalización Wnt independientes de β-catenina están involucradas en la 

regulación de la polaridad celular, el movimiento celular direccional y la migración celular, 

activando efectores río abajo tales como ROCK (inhibido por Y27632) o PLC (inhibido por 

U73122).  Para investigar los efectos de Wnt5a y Wnt3a sobre la migración celular, 

realizamos ensayos de cierre de heridas (Wound-healing) en células de cáncer de colon RKO 

y SW480. Con este propósito, las células se cultivaron hasta la confluencia y luego se 

hicieron raspaduras en la monocapa celular. Los márgenes de la herida se fotografiaron en 

este momento (t = 0 h). A continuación, las células se cultivaron en medio complementado 

con FBS al 0,05% en ausencia o presencia de ligandos Wnt5a o Wnt3a y en ausencia o 

presencia del inhibidor de PLC U-73122 o el inhibidor de RhoK Y-27632 durante un máximo 

de 48 h, para explorar la posibilidad de dependencia de la activación de PLC y/o de RhoK de 

la migración celular. Los resultados obtenidos en las células RKO (Fig. 13, panel A) y 

SW480 (Fig. 13, panel B) mostraron que tanto el ligando Wnt5a (prototipo no canónico) 

como el ligando Wnt3a (prototipo canónico) estimularon la migración celular en células de 

cáncer de colon RKO (Fig. 13, panel A) y SW480 (Fig. 13, panel B). Además, se puede ver 

en la Figura 13 (Panel A) que mientras que la migración inducida por Wnt5a o por Wnt3a en 

células RKO se bloqueó principalmente con el inhibidor de PLC U73122 y muy poco con el 
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inhibidor de RhoK Y-27632, sorprendentemente, la migración de células SW480 (Fig. 13, 

panel B) inducida por Wnt5a o por Wnt3a se bloqueó significativamente tanto por el 

inhibidor de PLC como por el inhibidor de RhoK. 
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Figura 13. El ligando canónico Wnt3a y el ligando no canónico Wnt5a promueven la 

migración dependiente de PLC en células de cáncer de colon RKO o SW480. Las células 

se sembraron hasta la confluencia en portaobjetos revestidos con poli-D-lisina en medio de 

cultivo al que se le añadió FBS al 5%. Después de 24 h, se hizo un surco (herida) a la 

monocapa celular utilizando una punta estéril de micropipeta. Los cultivos se lavaron con 

PBS. En este momento (t = 0 h), se fotografiaron los márgenes de la herida. A continuación, 

las células se cultivaron en medio suplementado con FBS al 0,05% en ausencia o presencia 

de 300 ng / ml de ligandos Wnt3a o Wnt5a y en ausencia o presencia del inhibidor de PLC 

U-73122 (4 µM) o inhibidor de RhoK Y-27632. (10 µM) durante un máximo de 48 h, y se 

fotografiaron los márgenes de la herida. Las imágenes se analizaron usando el programa 

Image J y luego se calculó el porcentaje de cierre de la herida de al menos tres experimentos 

independientes. Los datos representan las medias ± SEM de al menos tres experimentos 

independientes * p <0.05; ** p <0.01 **; *** p <0.001: **** p <0.0001.  
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9. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

 

La señalización Wnt se ha definido como uno de los contribuyentes más importantes a la 

tumorigénesis. Aunque está bien establecido que la señalización Wnt canónica se activa de 

forma aberrante en la mayoría de los cánceres colorrectales (CCR), la implicación de la 

señalización Wnt no canónica en la carcinogénesis y en la progresión del CCR aún no está 

clara. La señalización no canónica Wnt, la cual es independiente de la actividad 

transcripcional de la β-catenina, abarca varias cascadas de señalización, que regulan la 

migración celular y la polaridad durante la morfogénesis embrionaria. Es importante destacar 

que la pérdida de la adhesión normal y la polaridad celular, junto con la adquisición de 

motilidad e invasividad, también son pasos fundamentales durante la progresión del tumor y 

la metástasis. 

Los Frizzleds (FZD) funcionan como receptores no convencionales acoplados a proteína G 

(clase F) que son activados por la familia Wnt de lipoglucoproteínas secretadas. En 

mamíferos, diecinueve Wnts pueden unirse a 10 FZD, activando así diferentes vías tales 

como Wnt / β-catenina, Wnt / polaridad celular planar y Wnt / Ca2 + 17,18. Sin embargo, 

muchos aspectos de los eventos iniciales en la transducción de la señal siguen siendo poco 

conocidos. Por ejemplo, el reconocimiento selectivo de Wnts o la capacidad de 

"decodificación" sigue siendo enigmático porque las interacciones Wnt / Frizzled son en gran 

medida incompatibles con el reconocimiento monoespecífico. A este respecto, aunque 

recientemente se ha reportado la existencia de módulos de decodificación de Wnt en las 

células que distinguen entre los ligandos de Wnt y permiten que las células respondan a un 

ligando Wnt particular de forma selectiva25, el grado de especificidad de unión de Wnt / FZD 

en los mamíferos permanece poco claro. Además, también es poco comprendida la 

participación de las proteínas G heterotriméricas en la señalización Wnt, ya que algunas 

respuestas parecen ser independientes de ellas, así como de qué depende la especificidad de 

los FZD para acoplarse a una proteína G o a otra, y activar selectivamentelas vías de 

señalización río abajo 13,14. Históricamente, solo la ruta Wnt / Ca2 + ha sido reconocida como 

la ruta Wnt dependiente de proteína G, pero la evidencia experimental acumulada ha 

demostrado que las proteínas G heterotriméricas desempeñan un papel más global en la red 

de señalización Wnt, incluida la ruta Wnt / β-catenina 14. Kilander et al. 26 compararon las 
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capacidades de señalización de varios Wnt recombinantes en la línea celular tipo microglía 

N13 y observaron que solo Wnt3a inducía la señalización de Wnt / β-catenina, mientras que 

todos los Wnt sondeados (Wnt3a, Wnt-4, Wnt -5a, Wnt5b, Wnt-7a y Wnt-9b) condujeron a 

la activación de proteínas G heterotriméricas sensibles a la toxina pertussis (PTX) 14,36. 

Sorprendentemente, aquí encontramos que Wnt5a depende parcialmente de la proteína G (Gi 

/ 0) sensible a PTX para activar la fosfolipasa C, sugiriendo que alguna otra proteína G 

pudiera estar también involucrada en su señalización, tal como la proteína Gq. 

Gregorieff y col. 20 han informado previamente el patrón de expresión de FZD4, FZD6, FZD7 

y la proteína 5 relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LRP5) en las 

células epiteliales de la cripta, y la expresión de FZD4 y FZD6 en células epiteliales y 

mesenquimales diferenciadas del intestino delgado y el colon. En particular, Holcombe et al. 

21 reportaron que el cáncer de colon se caracteriza por la expresión aberrante de genes Wnt 

específicos y receptores FZD. Encontraron cambios en la expresión de algunos ligandos y 

receptores en el cáncer de colon en comparación con la mucosa colónica normal y, 

curiosamente, observaron un alto grado de expresión del receptor FZD, especialmente en el 

margen de invasión celular en tumores poco diferenciados. De acuerdo con esto, aquí 

encontramos un claro contraste entre los niveles de expresión y la variedad de receptores Wnt 

expresados en células de cáncer de colon en comparación con células de colon no malignas. 

Sin embargo, la cuestión de por qué las células de cáncer de colon necesitan tantas proteínas 

Wnts y receptores Frizzled sigue sin dilucidarse. 

El elemento de unión intracelular más ampliamente reconocido para los receptores de clase 

FZD es la proteína de andamiaje DVL, que funciona en la encrucijada de las vías Wnt / β-

catenina y Wnt no canónicas23. Se ha reportado que Dvl1, Dvl2 y Dvl3 se sobreexpresan en 

las células de cáncer de colon en comparación con las células de colon no malignas 24. 

Además, es bien sabido que la proteína cinasa C (PKC) es uno de los efectores claves de la 

señalización no canónica Wnt, particularmente en la vía Wnt / Ca2+, y también se ha 

demostrado previamente que la actividad de señalización y la estabilidad de Dvl están 

reguladas positivamente por fosforilación mediada por PKCα, δ y ζ en respuesta al 

tratamiento con Wnt3a 24. A este respecto, se ha demostrado que la fosforilación inducida 

por Wnt3a de Dvl3 por PKCζ es necesaria para evitar la degradación de Dvl3 a través del 

proteosoma 24. Sin embargo, aunque es bien sabido que un ligando Wnt puede estimular más 
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de una isoforma de Dvl, aquí encontramos que Dvl activado por ligando puede participar 

simultáneamente en las vías tanto canónicas como no canónicas de Wnt. Curiosamente, 

también mostramos aquí que, aunque tanto Wnt5a como Wnt3a estimulan simultáneamente 

las tres isoformas de Dvl, no producen los mismos efectos en ellas, ya que observamos que 

mientras Wnt5a indujo la reubicación de Dvl2 a la membrana celular y al núcleo después de 

30 min, Wnt3a indujo la reubicación de Dvl2 al citoplasma y al núcleo, pero después de 60 

min de tratamiento. 

Está bien establecido que Ror1 y Ror2 son receptores o correceptores para Wnts, 

particularmente para Wnt5a. A este respecto, se ha informado que Wnt5a es capaz de inducir 

homodimerización y autofosforilación de Ror2 19,27 y 28, que recuerda a los mecanismos de 

activación inducidos por ligandos descritos para otros receptores con actividad de Tyr cinasa 

(RTKs). Según esto, Mikels et al. 36 han demostrado mediante análisis de mutación y deleción 

del receptor Ror2 que la actividad de tirosina cinasa es necesaria para que Ror2 medie los 

efectos inhibidores de la señalización de Wnt5a sobre la señalización canónica de Wnt. 

Nuestros resultados concuerdan con esto, ya que encontramos en este estudio que las células 

RKO de cáncer de colon que expresaban Ror2 nulo en su actividad de tirosina cinasa 

mostraron una disminución en la capacidad de Wnt5a para antagonizar la señalización 

canónica / β-catenina inducida por Wnt3a, en comparación con células que expresaban el 

tipo silvestre de Ror2. Sin embargo, y de manera interesante, también encontramos que la 

movilización de Ca 2+ inducida por Wnt5a en estas células no se vió afectada por la expresión 

de Ror2 de tipo silvestre o mutante, de acuerdo con otros informes que indican que Ror2 

también puede producir respuestas independientes de su actividad de cinasa 22,23. 

El principal hallazgo obtenido en este trabajo fue la demostración de que las vías Wnt/ Ca2+ 

y Wnt / beta-catenina pueden ser activadas simultáneamente por un mismo ligando, en este 

caso Wnt3a, y que las rutas canónicas y no canónicas son interdependientes. Por lo tanto, los 

ligandos Wnt parecen inducir redes de señalización complejas que integran múltiples vías en 

lugar de activar alternativamente una única ruta lineal. De acuerdo con esta noción, la 

acumulación de evidencia experimental ha desafiado la noción de que las vías canónicas y 

no canónicas operan de manera independiente o antagónica, como generalmente se ha 

considerado hasta ahora. En este sentido, Thrasivoulou et al. en 2013 22 proporcionó la 

primera evidencia de que seis de siete ligandos Wnt, [incluidos los ligandos Wnt que antes 
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se pensaba que actuaban solo a través de la beta-catenina (Wnt 3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, 

Wnt9b y Wnt10b)] aumentan los niveles intracelulares e intranucleares de Ca 2+ con cinéticas 

distintas en varias líneas celulares de cáncer (líneas celulares de cáncer de próstata, mama y 

vejiga), proponiendo un modelo convergente de red de señalización Wnt donde las vías de 

Ca 2+ y β-catenina pueden actuar de manera coordinada 22. Nuestros datos están de acuerdo 

con esto ya que inesperadamente encontramos que en células de cáncer de colon con 

diferentes contextos genéticos de señalización Wnt (normal o constitutivamente activa), tanto 

Wnt5a como Wnt3a promueven la movilización de Ca 2+ y la migración celular dependiente 

de PLC. Además, Grumolato et al.29 demostraron que los ligandos Wnt3a canónicos 

prototipo y Wnt5a no canónicos activan específicamente co-receptores endógenos 

completamente no relacionados, LRP5 / 6 y Ror1 / 2, respectivamente, pero río abajo en la 

señalización, sí comparten elementos tales como Dvl, axin y GSK-3beta 29. En apoyo de esto, 

también se ha reportado que tanto Wnt3a, un ligando canónico prototipo, y Wnt5a, un ligando 

no canónico prototipo, inducen un aumento en la actividad de GSK-3 en células de cáncer 

de colon 30. Sin embargo, las consecuencias que produce cada uno en la célula son diferentes, 

dependiendo de cuál complejo receptor-correceptor interaccione con el ligando en la 

membrana: el Wnt3a canónico promueve la fosforilación mediada por GSK-3 y la 

regulación positiva del correceptor LRP5/6 para participar en la formación del signalosoma, 

mientras que Wnt5a no canónico promueve la fosforilación de Ror2 en Ser864 para inducir 

la migración celular. En este sentido, Yamamoto et al. 31 demostraron por primera vez que 

Ror2 se fosforila en residuos de serina / treonina tras la estimulación de células cultivadas 

que expresan Ror2 de forma endógena con Wnt5a pero no con Wnt3a y que la inhibición o 

el agotamiento de GSK-3beta bloquea esta fosforilación y migración celular. 

Finalmente, reforzando la visión de la señalización Wnt como un todo, Van Amerongen y 

Nusse 23 han discutido que la evidencia experimental y los modelos actuales de señalización 

Wnt tanto en el desarrollo como en la enfermedad son insuficientes para explicar las 

respuestas complejas que a menudo se observan y han propuesto una nueva visión que 

considera la integración de múltiples estímulos, a menudo simultáneos, a nivel de la unión 

del receptor Wnt y la respuesta intracelular posterior. Nuestros datos presentados aquí y los 

reportados anteriormente 22, 23, 29 y 31 están completamente de acuerdo con este nuevo 

concepto. 
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10. CONCLUSIONES 

 

Las células malignas expresan una mayor cantidad y diversidad de receptores para ligandos 

Wnt en comparación con células no malignas  

 

Solamente Wnt3a estimula la actividad transcripcional mediada por B-catenina y por lo tanto 

es ligando canónico.  

 

Wnt5a no estimula la actividad transcripcional mediada por beta-catenina, pero sí la reprime. 

En este sentido es no canónico. Wnt5a, además requiere la actividad de tirosina cinasa de 

Ror2 para antagonizar la vía canónica. 

 

Tanto los ligandos canónicos como no canónicos son capaces de estimular PLC, movilizar 

Ca2+ y estimular migración celular  

 

Wnt5a estimula parcialmente a PLC a través de proteína G sensible a PTx 

 

Tanto Wnt3a como Wnt5a inducen simultáneamente hiperfosforilación y estabilización de 

Dvl1, Dvl2 y Dvl-3  

 

Nuestros resultados refuerzan el modelo actual de señalización Wnt, que propone que la vía 

Wnt opera como un todo, en el que podemos obtener respuestas simultáneas canónicas y no 

canónicas por un solo ligando. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

Se deben realizar trabajos encaminados a dilucidar cuál es el mecanismo mediante el cual los 

ligandos Wnt discriminan y se unen selectivamente a un receptor o complejo receptor/co-

receptor para activar la respuesta deseada según el contexto celular. Tambien es necesario 

profundizar en la compleja red de eventos río abajo del receptor una vez activada la 

señalización; cómo decide la célula cuál o cuáles de las posibles rutas de transducción se 

potenciarán y cuáles se atenuarán una vez activado un receptor específico por un ligando 

específico. 

 

Se puede investigar si alguna otra proteína G está involucrada en la señalización de Wnt5a 

utilizando inhibidores específicos de proteína G, por ejemplo para proteína Gq. 

 

Se puede investigar qué papel juegan las vías Wnt no canónicas en células troncales, y en 

células troncales cancerosas. 

 

Se debe investigar si la ruta Wnt no canónica tiene algún otro efecto en el fenotipo tumoral 

y cuáles son los mecanismos moleculares involucrados. Una vez sabido esto, se deberá 

trabajar para encontrar mecanismos efectivos de regular eventos relacionados a la iniciación 

y progresión maligna con el fin de desarrollar terapias efectivas que ayuden a las personas 

que sufren este padecimiento. 
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