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Resumen

El desarrollo de resistencia a terapia y recurrencia
del céncer es el reto mas grande a vencer en la lucha
contra el cancer. El cancer colon-rectal tiene alta
incidencia y mortalidad y en general se diagnostica
en etapas avanzadas, cuando ya hay resistencia a
tratamiento. ElI microambiente tumoral (MT)
involucra la estrecha interaccién y comunicacion
entre las células tumorales con las de su entorno.
Existe evidencia de la presencia de ligandos Wnt, de
factores inducibles por hipoxia, de TGF-beta, y de
otros mediadores en el contenido de las vesiculas
extracelulares (Evs), que participan en la generacién
de resistencia al tratamiento y en la promocion de
metéstasis.
Las células troncales cancerosas (CTCs) presentes en
el tumor juega un papel esencial en la promocién de
estos procesos, ya que no solamente tienen
mecanismos muy eficientes de reparacion de dafio al
DNA vy de expulsion de agentes citotoxicos, sino
porque pueden pasar a un estado de quiescencia que
les permite sobrevivir y adaptarse a condiciones
estresantes. La terapia convencional esta dirigida a

Abstract

Resistance to therapy and cancer recurrence are the
primary challenges to overcome in cancer treatment.
Colorectal cancer has a high incidence and mortality
rate worldwide and is typically diagnosed in
advanced clinical stages, which are characterized by
resistance  to  treatment. The  tumor
microenvironment (TM) involves close interactions
and communication between tumoral cells with other
cell populations and their surroundings. There is
experimental evidence of the presence of Wnt
ligands, hypoxia inducible factors, TGF-f and other
mediators as part of the content of extracellular
vesicles (EVs) that participate in inducing resistance
and in promoting metastasis.

The cancer stem cells (CSCs) present within the
tumor play an essential role in promoting both
recurrence and metastasis. This is due not only to
their high efficiency in repairing DNA and expelling
cytotoxic agents, but also because they can enter a
dormant/quiescent state that allows them to survive
and adapt to stressful conditions. Conventional
therapy primarily targets actively proliferating cells,
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eliminar a células en activa proliferacion, por lo que
al entrar a quiescencia las CTCs escapan a los
agentes toxicos y ademas adquieren un estado de
“privilegio inmune”. Existe evidencia de que las vias
de sefializacion Wnt, TGF-beta, LPA vy las de los
factores inducibles por hipoxia estan implicadas en
la regulacién de la entrada/salida del estado de
quiescencia, por lo que en este trabajo describiremos
de qué manera estas vias regulan a las CTCs para
inducir resistencia y para generar tolerancia inmune
al tumor. El conocimiento derivado del estudio de
estas vias de sefializacion puede proporcionar
herramientas muy valiosas para revertir la resistencia
al tratamiento y para eliminar selectivamente a las
células troncales cancerosas persistentes, ambos
procesos cruciales para evitar la recurrencia del
tumor.

Palabras claves: Cancer de colon, microambiente

tumoral, quimiorresistencia, células troncales
cancerosas, Mecanismos de regulacion de
quiescencia
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allowing dormant CSCs to escape and acquire an
immune-privileged state. Evidence shows that
signaling pathways such as Wnt, TGF-beta, LPA,
and hypoxia-inducible factors are involved in
regulating the induction and exit of the quiescent
state. In this work, we describe how these pathways
regulate the entrance and exit from dormancy and
create resistance and immune tolerance against the
tumor. The insights gained from these studies can
provide valuable tools to reverse treatment resistance
and selectively eliminate the persistence of CSCs,
both crucial processes to prevent cancer recurrence.

Keywords: Colon cancer, tumor microenvironment,
chemoresistance, cancer stem cells, quiescence
regulation mechanisms

Microambiente tumoral.

En los dltimos afios, se ha avanzado en el
conocimiento del papel esencial que juega el entorno
tumoral en la progresion maligna, particularmente la
comunicacion que se da entre las células malignas
con las del sistema inmune a través de
microvesiculas, no solo para evadir esta respuesta,
sino para transformarla a favor de la progresién
maligna (1, 2).

El microambiente tumoral (MT) involucra la
estrecha interaccion y comunicacién entre las células
tumorales con las de su entorno a través de la
secrecion de mediadores al medio interno, ya sea
libres o contenidos en vesiculas extracelulares (EVSs).
Existe evidencia de la presencia de ligandos Wnt, de
factores inducibles por hipoxia, de TGF-beta, y de
otros mediadores en el contenido de las EVs, que
participan en la generacion de resistencia al
tratamiento y en la promocion de metastasis.

Asi como podemos hablar de “hallmarks” o sellos
caracteristicos de las células malignas, podemos
también hablar de los sellos caracteristicos del
microambiente tumoral, los cuales son los siguientes:

— Hipoxia intermitente
— Comunicacion a través de EVs
— Presencia de infiltrado tumoral que se puede
asociar con inflamacion
Estrés nutricional
Presencia de un Microbioma asociado
Composicion de la matriz extracelular

La hipoxia intermitente induce estrés nutricional,
lo que lleva a las células malignas a adaptarse
reprogramando su metabolismo y activando la
autofagia para sobrevivir. En cuanto a la composicién
del microambiente tumoral, ésta varia dependiendo
del érgano en el que se encuentre el tumor, pero en
general las células tumorales estan en estrecha
comunicacion con células del sistema inmune,
fibroblastos, células troncales mesenquimales,
células endoteliales, matriz extracelular, adipocitos,
etc. Como se observa en la Figura 1 (3).

Condiciones de estrés ejercido por microambiente
tumoral y mecanismos de adaptacion en las células
malignas para superarlos y promover la
supervivencia.

Las células malignas, al estar en continua
proliferacion, dependen de procesos anabdlicos
demandantes de ATP activados por el complejo
mTORC1 (complejo 1 del andlogo del blanco de
rapamicina de mamiferos) para producir los bloques
de construccion necesarios para la proliferacion tales
como proteinas, lipidos y nucle6tidos. La activacién
oncogénica constitutiva de vias de sefializacion
normalmente inducidas transitoriamente por factores
de crecimiento, tales como la de PI3K- AKT-
mTORC]I, o la de Ras-Braf-MAPK, que promueven
proliferacion, genera como resultado varios tipos de
estrés importantes en las células malignas: por un
lado, la produccidn de acetil-CoA se ve alterada por
varios mecanismos dejando a las células dependientes
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de autofagia para proveerse de sustratos para los
procesos de biosintesis. mTORC1 funciona en las
células, tanto normales como malignas, como un
regulador maestro del crecimiento celular,
metabolismo y autofagia, contribuyendo en muchos
aspectos a la supervivencia de células malignas (4, 5).
En condiciones normales, y si existe un balance
energético adecuado ATP/ADP en las células,
MTORC1 activa las vias de biosintesis (que
consumen ATP) necesarias para el crecimiento, e
inhibe la autofagia. Sin embargo, una hiperactivacion
oncogénica de mMTORC1 inhibiria autofagia e
induciria apoptosis como resultado de la inhibicion de

) : -\\ Matriz extracelular
Células endoteliales \ %
\
f<\.-\
z >
\ A

Células troncales
mesenquimales

Células del sistema inmune

Por otro lado, la alta demanda metabdlica de las
células cancerosas, y la vascularizacion insuficiente
debida al rapido crecimiento, provoca no solo estrés
de reticulo endopléasmico, sino también hipoxia y
estrés oxidativo, todos ellos induciendo a su vez
respuestas al estrés y afectando a la autofagia para
restablecer la homeostasis celular. Sin duda, el estrés
oxidativo, la hipoxia y el estrés de reticulo
endoplasmico estan intimamente relacionados y las
células malignas desarrollan mecanismos de
proteccion para lidiar con ellos y promover
supervivencia. Ejemplos de estos mecanismos de
adaptacion al estrés cronico al que estan sometidas las
células cancerosas son la reprogramacion metabdlica
(conocida como efecto Warburg), la induccién de la
sintesis de proteinas anti-oxidantes, la induccién de
angiogeénesis y la adiccion a autofagia (5).

La hipoxia es un componente caracteristico del
MT.

La hipoxia es un componente importante en el
microambiente tumoral, es comun en tejidos
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AKT por retroalimentacién negativa (o feedback).
Adicionalmente, la sintesis incrementada de proteinas
en las células con mTORC hiperactiva, induce estrés
en reticulo endoplasmico y dispara la respuesta UPR
(unfolded protein response, debido a acumulacion de
proteinas mal plegadas). Por tanto, las células
cancerosas tienen que desarrollar mecanismos de
adaptacion a estos tipos de estrés, que les permita
contrabalancear mTORC para obtener tanto los
beneficios de su actividad, como los beneficios de que
active a la autofagia, impidiendo la induccién de la
muerte celular (4, 5).

Adipocitos

\

Fibroblastos asociados
a cancer

Figura 1. Componentes del
microambiente tumoral. Tomado
de (3).

Células tumorales

inflamados, se asocia con inmunosupresion, y se ha
demostrado que la disponibilidad de oxigeno regula
la diferenciacion y funcion de los linfocitos T (6, 7).
Por otro lado, se ha involucrado en la progresion
tumoral y metstasis, la interaccion entre la via de
sefializacion Wnty la de los factores transcripcionales
inducidos por hipoxia (HIFs) los cuales son
mediadores esenciales de las rutas de sefializacion
sensibles a oxigeno que regulan multiples fases de la
tumorigénesis tales como la reprogramacion
metabolica tumoral, angiogénesis, crecimiento,
sobrevivencia y resistencia a apoptosis (7).

Los HIFs son factores transcripcionales
heterodiméricos compuestos de dos proteinas
(subunidad a y subunidad B) de tipo hélice-giro-
hélice de la familia PAS. En mamiferos existen tres
genes que codifican subunidades alfa: HIF-1a, HIF-
2a Yy HIF-3o (Figura 2). La subunidad HIF-B
(ARNT) también cuenta con tres isoformas
funcionales, las cuales son proteinas nucleares no
reguladas por cambios en las concentraciones de
oxigeno (8). El papel preponderante que juegan en la
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Figura 2. Representacion esquematica de las subunidades de los Factores Inducibles por Hipoxia. Tomado de: (13).

Biologia del cancer se ha establecido claramente para
los factores HIF-1a y HIF-2a, pero el de HIF-3a
apenas empieza a ser estudiado (9).

Las subunidades HIFa, al igual que la subunidad
HIFB, se transcriben y se traducen de manera
constitutiva; pero a diferencia de HIF-B, su vida
media y su estabilidad dependen de la disponibilidad
de oxigeno en la célula. Bajo condiciones de
normoxia, tienen una vida media muy corta ya que
son degradadas rdpidamente via ubiquitinacion y
actividad proteosémica mediada por el factor pvVHL
que es un componente del complejo ubiquitin ligasa
E3. En condiciones de hipoxia, la proteina HIF-a
logra escapar de la lisis por proteosomas lo cual
permite su acumulacion y translocacion al nucleo
donde se dimeriza con HIF-B. El heterodimero HIF-
o/f se une a la region HRE de las secuencias
promotoras o de los “enhancers” de los genes blanco
(8, 10). Ademaés de la ruta dependiente de oxigeno, la
estabilidad y degradacién de HIF-a también se regula
de manera independiente de oxigeno: se ha
demostrado que la actividad y estabilidad de HIF se
induce también mediante la activacion de rutas de
sefializacion activadas por factores de crecimiento,
tales como la via de PI3K/Akt/mTOR, que
promueven la estabilidad y traduccién del RNAm que
codifica las subunidades HIF-a (11). Esta forma de
activacion  independiente  de  oxigeno  es
particularmente relevante en las células malignas,
pues frecuentemente tienen mutaciones activatorias
de estas vias de sefializacion. Consistente con esto,
varios laboratorios, incluido el nuestro, han
demostrado la sobre-expresion de los HIFs en
condiciones de normoxia en células malignas de
muchos tipos de cancer (12, 13).

En cuanto a qué genes regula cada HIF, se ha
demostrado que los tres HIFs comparten algunos

genes blanco y funciones, pero no son redundantes,
pues cada uno regula la expresién de genes
especificos. En general, HIF-1a induce la expresion
de genes implicados en la reprogramacion
metabolica, como los que codifican para las enzimas
glicoliticas piruvato cinasa M (PKM), fosfoglicerato
cinasa (PGK), y lactato deshidrogenasa A (LDA),
entre otros, mientras que HIF-2a., induce la expresion
de marcadores de troncalidad como Oct4, Sox2,
Nanog, y otros como ciclina D1 (CycD1) y el factor
de crecimiento transformante a y f (TGF-a y TGF-
B). La expresion de genes regulados por HIF-3a esta
involucrada en regulacion del metabolismo del
nitrégeno y en activar la sefializacién Jak-STAT,
entre otros. Interesantemente, los genes involucrados
en la induccion de eritropoyesis y angiogénesis, como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
la angiopoyetina (ANGPT), son regulados tanto por
HIF-1a como por HIF-2a, pero no por HIF-3a (9).
Las células tumorales estan sujetas a cambios en
la tensién de oxigeno, y experimentan periodos de
hipoxia aguda/intermitente, o periodos de hipoxia
cronica/prolongada. Se ha demostrado que la
respuesta a hipoxia aguda es controlada
preferencialmente por HIF-1a, mientras que las
respuestas a hipoxia crénica/prolongada las regula
HIF-2a. De manera interesante, se ha reportado en
carcinoma renal que HIF-2a promueve la progresion
tumoral, observandose un cambio gradual de
expresion de HIF-1o a HIF-20 (14). También se ha
identificado a una proteina asociada a hipoxia que
promueve la degradacion de HIF-1a pero no de HIF-
2a. Ademas, existe evidencia de que mientras que la
hipoxia sostenida promueve la transcripcién de HIF-
2ay de HIF-3a, no ocurre asi con HIF-1a (15). Toda
esta evidencia experimental ha llevado a proponer
que el cambio de sefializacién mediada por HIF-10 a
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sefializacion mediada por HIF-20 juega un papel
importante en la promocion de un fenotipo mas
agresivo y metastasico de las células cancerosas (15-
17). Se ha estudiado la relacion que existe entre la via
Whnty la de los HIFs en el mantenimiento del fenotipo
canceroso y se ha encontrado que, interesantemente,
aungue tanto HIF-1a como HIF-2a son esenciales en
el mantenimiento del fenotipo maligno, HIF-1a
promueve la via Wnt canénica mientras que HIF-2a
la inhibe (12).

Los HIFs participan en
resistencia a tratamiento.

La evidencia experimental de los dltimos afios
indica que ademéas de estar involucrados en la
regulacion de multiples pasos de la tumorigénesis,
tanto HIF-1o como HIF-2a estan involucrados en la
promocion de resistencia a radioterapia y
guimioterapia en varios tipos de cancer (18). Se ha
demostrado que los HIFs inducen autofagia como
mecanismo de induccién de supervivencia celular
frente a estrés energético y/o  hipoxico,
frecuentemente presentes en los tumores, permitiendo
a las células cancerosas establecerse y proliferar
independientemente de las condiciones estresantes
que pueda tener su nicho (18-20). Recientemente, los
andlisis de célula Unica del transcriptoma de células
de céncer de mama y de pulmoén en estado de
quiescencia, han revelado la expresion de genes
relacionados con hipoxia (21, 22).

Toda esta evidencia sugiere por tanto que la
interferencia en la funcién de los HIFs podria ser
importante para revertir la resistencia a muerte de las
células malignas. Consistente con esto, nosotros
hemos demostramos que los HIFs promueven
supervivencia de células de cancer de colon mediante
el blogueo de apoptosis y promocion de autofagia en
respuesta a diferentes tipos de estrés (12, 13). Se ha
demostrado que particularmente HIF-2a juega un
papel crucial en la promocidn de resistencia a agentes
citotoxicos y a estrés oxidativo en las células
cancerosas de colon. A este respecto, el hallazgo méas
sobresaliente fue el demostrar en cultivos primarios
derivados de biopsias de pacientes con estadios
clinicos avanzados de cancer de colon, que el bloqueo
especifico de HIF-2a, pero no de HIF-1a, solo o
combinado con quimioterapia, revierte su resistencia
a agentes cititoxicos (23) por lo que representa una
promesa en el tratamiento efectivo de este tipo de
cancer.

la generacion de

Cancer de colon y via Wnt.

Los tumores de tipo colo-rectal se encuentran
entre las formas de neoplasias mas frecuentes en el
ser humano: ocupan el tercer lugar en frecuencia de
muerte por cancer tanto a nivel mundial como en
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México (Globocan 2020). Las células epiteliales del
colon residen en uno de los ambientes mas toxicos y
de mayor estrés mecanico de nuestro organismo. Esto
ha generado que las células estén en un continuo
proceso de renovacion a partir de células troncales
durante toda la vida del organismo. Su alta tasa de
renovacion (4 dias en promedio) sin embargo, lo
hacen susceptible a la transformacién maligna.

La homeostasis de este epitelio esta basada en el
balance preciso entre proliferacion celular,
diferenciacion y apoptosis. Se ha demostrado que la
ruta de sefializacion Wnt es la fuerza dominante en el
control de esta homeostasis y que es un regulador
maestro de la capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion de las células troncales a partir de las
cuales se renueva constantemente el epitelio.
Consistente con esto, estudios moleculares han
demostrado mutaciones activadoras de la via Wnt en
un nimero abrumador de casos de cancer colo-rectal,
aproximadamente en el 90% de los casos (24, 25).

La via de sefializacion Wnt esta implicada en una
variedad de procesos celulares tales como la
proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia,
apoptosis y movilidad celular. Los genes Wnt, de los
cuales se conocen 19 en el hombre y en el ratdn,
codifican para glicoproteinas ricas en cisteina. La
produccion de Wnts bioldgicamente activos depende
de su palmitoilacion en residuos de cisteina
conservados. Una vez secretados al medio
extracelular, los Wnts activan a células blanco
interaccionando con el complejo de receptores
formado por el receptor de siete dominios
transmembranales de la familia “Frizzled“ y la
proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas
de baja densidad (LRP5/6/Arrow), que en el caso del
colon es LRP5. Esto representa el paso inicial de la
llamada ruta Wnt candnica, cuyo elemento distintivo
es la regulacion de los niveles y de la localizacion
intracelular del co-activador transcripcional [-
catenina (25, 26), como se puede ver en la Figura 3A.
En ausencia de ligandos Wnt, la [B-catenina es
degradada por un complejo de proteinas que incluye
a axina, al supresor tumoral APC, la proteina
fosfatasa 2A (PP2A) y dos cinasas, la glucégeno
sintetasa cinasa 33 (GSK3p) y la caseina cinasa la
(CKla). La fosforilacion de B)-catenina dentro de
este complejo, primero por CKla vy luego por
GSK3p, provoca su ubiquitinacion y posterior
degradacion via el proteosoma; como resultado, en
condiciones basales los niveles de [-catenina
citosélicos se encuentran bajos. En presencia de
ligandos Whnt, la interaccion entre el ligando con el
complejo formado por un receptor Frizzled y por el
co-receptor LRP5 lleva a la fosforilacion y
acumulacién de la proteina dishevelled (Dvl) que
promueve la translocacion de la axina y GSK3p a la
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membrana plasmatica provocando el desensamble del
complejo de degradacién de B-catenina. Esto resulta
en la estabilizacion y acumulacion de la B-catenina en
el citosol, lo que lleva a su translocacién al nlcleo
donde actla como coactivador transcripcional de
miembros de la familia de factores de transcripcion

VIAWNT CANONICA
WNT ACTIVA

205

lymphoid enhancer factor/T-cell factor (TCF/LEF),
para formar un complejo bipartito activo (25, 26).
Este complejo provoca la transcripcion de programas
de expresion génica involucrados principalmente en
proliferacion y tumorigénesis tales como el oncogene
c-myc y laciclina D1.

VIA WNT NO CANONICA
B PCP WNT Ca+
WNT
PIP2 ROR2
-~
B
N DVL
Ca+
\\‘ dlcineurina
RhoA
K . L P \
Womneﬂndén )
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Figura 3. A) Via de sefalizacién Wnt canénica. B) Via de sefializacién Wnt no-candnica de Polaridad Celular Planar (PCP) y via

Whnt/Calcio.

Sin embargo, un conjunto de proteinas Wnt, de las
cuales Wntba es un miembro prototipico, pueden
producir respuestas independientes de B-catenina,
procesos conocidos como vias de sefializacién Wnt
no canonicas, que se han implicado en la modulacion
negativa de la via canonica y de promover la
transicién del fenotipo maligno no invasivo al
fenotipo agresivo y metastdsico de las células
cancerosas (26). La via no canonica (Figura 3B) es
transducida a través de algunos receptores de la
familia Frizzled y/o los receptores con actividad de
tirosina cinasa Ror1/2 y Ryk (27-29). La proteina DvlI
también participa en la transduccién de las vias Wnt
no canonicas, de las cuales se conocen bien al menos
dos: la de Polaridad celular Planar, cuyos efectores
son las proteinas G pequefias (Rho-A, Rho-U, Rac y
CDC42) y la cinasa c-jun NH2-terminal (JNK) que
promueven rearreglo del citoesqueleto y migracion
celular, y la via Wnt/ Ca2+ en la que transducen
sefiales via proteinas G heterotriméricas produciendo
Inositol trifosfato (IP3) y movilizacidn de calcio a
través de la activacion de la fosfolipasa C (28-30). El
aumento en la concentracién de Ca2+ intracelular y la
produccion de diacilglicerol por esta via denominada
Wnt/Ca2+, lleva a la activacion de la proteina cinasa
C (PKC) y de otras cinasas como NLK, cinasa que
fosforila a la familia TCF/LEF inhibiendo la via Wnt
candnica. Esta via activa al factor transcripcional

NFAT, el cual participa en laembriogénesis temprana
y en el control de la polaridad celular (28).

Papel de microvesiculas en la comunicacion
celular en el microambiente tumoral

Las células cancerosas, al encontrarse
frecuentemente en situaciones de estrés en su
microambiente, tales como hipoxia y falta de
nutrientes, activan mecanismos de adaptacion con el
fin de sobrevivir. El proceso aberrante de produccion
de microvesiculas (MVs) extracelulares constituye
uno de los mecanismos de adaptacién que promueven
para sobrevivir, para propagarse, y para comunicarse
con las células de su entorno.

Las MVs son una familia heterogénea de
vesiculas limitadas por membrana que, segln el
mecanismo por el que se originan y su tamafio, son
basicamente de dos tipos: los exosomas, y las
microvesiculas Ilamadas oncosomas (39). Con
respecto a su biogénesis, los exosomas se originan a
partir del sistema endosomico (fusion de cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica)
mientras que las microvesiculas oncosémicas se
originan directamente a partir de la membrana
plasmatica (fisién de la membrana). En cuanto a su
tamafio, éste varia entre 50 y 1000 nm, con variedad
de moléculas cargo, aunque los exosomas son en
general méas pequefios, con un didmetro de 50 a 200
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nm, y las microvesiculas oncosomicas entre 100 y
1000 nm, por lo que los dos tipos de vesiculas se
traslapan en tamafio, y entonces no debe emplearse
esta caracteristica solamente como criterio de
diferencia entre ellas (39, 40).

Si se analiza el contenido de los exosomas y las
microvesiculas, éste es por lo general muy variable y
las proteinas y acidos nucleicos que contienen
reflejan su origen celular, tipo de biogénesis y en el
caso de oncosomas, también refleja el grado de
malignidad de las células de las que derivan (39, 40).

VESICULA : :
BIOGENESIS TAMAN
EXTRACELULAR SRS
Microvesiculas isié
Fision de la Tcmbrana 100-1000 nm
(MVs) plasmatica
Exosomas g
Endosoma multivesicular ~ 50-200 nm
(Exos)
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Sin embargo, dado que tienen biogénesis diferentes,
existen algunos marcadores tipicos de exosomas que
reflejan su origen endocitico, tales como la presencia
de tetraspaninas como CD63 y CD81, y proteinas de
la familia de GTPasas pequefias RAB (39). En el caso
de oncosomas, tipicamente contienen proteinas que
normalmente no liberan células no malignas tales
como: receptores de membrana para factores de
crecimiento, survivina, metaloproteasas, entre otros
(39).

Step 3:
MV release/shedding

A Step 1:
MV buddlng~ O Extracellular
Plasma
membrane .
Lipid rafts /»"/ Ie\ ~ Cytoplasm
. HN\A Proteins  Micro-RNAs
franscripts
Step 2:
MVs loaded with cargo
B.
Exosome reIease/@ @@
exocytosis @ Extracellular
Plasma
membrane

Endocytosis Cytoplasm
Early 0 © 7 ESCRT-dependent trafficking
endosome © mep - of MVB to the cell surface
‘Lysosomal degradative!
pathway !

ESCRT-dependent
MVB formation

Figura 4. Vesiculas extracelulares y sus caracteristicas. Tomado de: (69).

Las MVs contienen informacion epigenética que
puede ser transferida a otras células para inducir
cambios en ellas. Se ha demostrado que los canceres
muy agresivos, como glioma y melanoma, secretan
grandes cantidades de MVs, las cuales son estables en
la circulacién en pacientes con cancer, estas son
transferidas a otras células, tanto cancerosas como
normales, para modificarlas epigenéticamente y
promover metastasis (39). Dado que se ha reportado
que contienen proteinas oncogénicas que reflejan su
origen celular, y que tanto su contenido como su
produccion correlacionan con el grado de agresividad
del tumor, han despertado un gran interés, tanto por
su uso potencial como biomarcadores de cancer,
como por su papel en la promocién de agresividad y
metastasis.

El analisis del contenido de las MVs tumorales es
importante  ya que éste puede modular el
microambiente tumoral y promover inmunosupresion
y metastasis. Interesantemente, ademas de que los
ligandos Wnt forman parte habitual del contenido de
exosomas (41), se ha reportado también la presencia
de otros elementos clave de la via Wnt, tal como f-

catenina, co-activador transcripcional de la via Wnt
candnica, en MVs que no son exosomas, para inducir
actividad transcripcional Wnt en células receptoras
(42). También, se le ha encontrado en oncosomas
formando complejos con la proteina 14-3-3z,
conocida por su papel como oncogene en mdltiples
tipos de cancer (43).

Papel de las vias Wnt y HIF en la funcién de
linfocitos Treg

Diversos estudios han demostrado que la
activacion de la via Wnt can6nica promueve la
funcién de linfocitos T pro-inflamatorios Th17
mientras que inhibe la funcién de las células T
reguladoras (31, 44), ya que la sefializacién mediada
por Wnt/B-catenina induce la expresion de RORyT
resultando en la produccidn de grandes cantidades de
IL-17 que predisponen a inflamacion, colitis y
tumores intestinales (44). Con respecto al efecto de
la activacion de la ruta Wnt canénica en las Treg, Van
Loosdregt et al (45) demostraron que el factor de
transcripcion TCF-1 (Factor 1 de linfocitos T), que es
clave en la activacion de la via Wnt candnica al unirse
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a B-catenina, se asocia también a FoxP3 en las Tregs,
y que TCFI1/p-catenina inhibe la actividad
transcripcional mediada por FoxP3. Mediante
estudios de inmunoprecipitacion de cromatina (Chip),
encontraron que una considerable cantidad (34%) de
genes regulados por FoxP3 también son regulados por
la sefializacion Wnt. Estos autores demostraron que la
activacion de la via Wnt in vitro o in vivo, abroga la
funcion supresora de los linfocitos Treg (45. 46)
candnica es un regulador maestro que gobierna el
balance entre linfocitos Th17/Tregs, influenciando el
resultado de las respuestas inmunes.

Existen pocos estudios acerca de la participacion
de la via Wnt no candnica en la regulacion de la
funcién supresora de las Treg. Se ha propuesto que la
asociacion de FoxP3 con factores de transcripcion
tales como NFAT, efector de la via Wnt/Ca++ no
canonica, es esencial para inducir la transcripcion de
FoxP3, promoviendo su funcion supresora (35. 47).

Interesantemente, también se ha reportado que

HIF-1a estimula el desarrollo de células Thl7
formando un complejo terciario con RORyT y p300
en el promotor de IL-17 e induce la degradacion de
Foxp3 promoviendo un ambiente pro-inflamatorio
(48). Sin embargo, otros reportes demuestran que la
expresion de FoxP3 no esta regulada negativamente
bajo condiciones de hipoxia y que HIF-1a promueve
la transcripcion de FoxP3 para favorecer mecanismos
anti-inflamatorios que limiten el dafio tisular en
condiciones de hipoxia (49). Por tanto, existe aun
controversia sobre el mecanismo a través del cual la
hipoxia regula la funcion de las Treg.
Las células T reguladoras son un subtipo de linfocitos
CD4+ que juegan un papel crucial en el control de las
enfermedades autoinmunes, asi como en el
mantenimiento de la homeostasis de la respuesta
immune en condiciones fisioldgicas. La principal
caracteristica de las Tregs es su capacidad
inmunosupresora mediante diversos mecanismos.
Las nTreg son células anérgicas, dependientes de IL-
2, y expresan el factor de transcripcién FoxP3
(Forkhead box protein 3), que es considerado como el
regulador maestro que dirige su desarrollo y funcion
(50). Se sabe que las Tregs pueden suprimir las
respuestas T especificas contra antigenos tumorales,
inhibiendo la secrecion de citocinas como TNFa e
IFNy, y secretando VEGF para favorecer Ila
angiogénesis y el crecimiento tumoral (50).

La desregulacién de la via Wnt es un sello
caracteristico del céancer de colon, y las células
tumorales expresan altos niveles tanto de ligandos
Whnt, como de varios receptores para estos ligandos.
Estudios recientes han mostrado que los Wnts en el
microambiente tumoral sefializan de manera tanto
autocrina como paracrina, actuando no solo sobre
células malignas sino también sobre las células del
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sistema inmune, participando en la regulacion de la
respuesta inmune antitumoral. Sin embargo, no se
conocen bien los mecanismos por los cuales los
ligandos Wnt regulan esta respuesta. Se ha reportado
que los tumores activan la via Wnt/B-catenina en las
células  dendriticas  (DCs) para  inducir
inmunotolerancia al tumor a través de la supresién de
las respuestas de linfocitos T efectores y de la
promocion de las respuestas de linfocitos T
reguladores (33, 47). Sin embargo, también se ha
demostrado que tanto ligandos Wnt candnicos como
no canonicos estimulan directamente a DCs murinas
para inducir la produccidn de varias citocinas, TGF-f
y de VEGF (35, 47).

TGF-betay su papel en el microambiente tumoral.

El factor de crecimiento transformante Beta
(TGF-B) es una citocina pleiotropica que se secreta en
grandes cantidades en el microambiente tumoral no
solo por células malignas sino también por otras
células como las del infiltrado tumoral. TGF-f actta
en las etapas primarias del cancer como un supresor
tumoral, pero eventualmente se convierte a través de
varios mecanismos, en un promotor de la progresion
maligna para promover invasividad, metastasis,
formacion de células troncales cancerosas,
inestabilidad gendémica y supresion de la respuesta
inmune al tumor [51- 53]. Respecto a su capacidad
para inducir inmunotolerancia al tumor, se ha
demostrado que TGF-B inhibe la proliferacion,
activacion y funciones efectoras de linfocitos T, y
favorece la diferenciacion a linfocitos T reguladores
que limitan la respuesta antitumoral [52]. Sin
embargo, debido a su expresién ubicua y a que
participa en el metabolismo, por un lado, y por otro,
a sus funciones especificas dependientes del estadio
tumoral, su uso como blanco terapéutico en cancer se
ha dificultado hasta ahora (51, 52, 54).

En el CRC, las células cancerosas presentan
cambios en la expresién y funcién de componentes de
la via del TGF-B como SMAD4, TBRII y TGF-B, lo
cual conduce a una pérdida en su actividad supresora
de tumores y favorece su actividad pro-tumoral y su
paso por la EMT, lo que favorece la invasién y la
metastasis. Ademas, un microambiente tumoral
enriquecido en TGF-pB, como ocurre en el cancer colo-
rectal subtipo consenso molecular 4 (CRC tipo
CMS4) que es uno de los méas agresivos y de peor
prondstico, puede ayudar a las células cancerosas a
evadir al sistema inmune, y a generar su resistencia a
agentes citotdxicos (55, 56).

Papel de los receptores de LPA en cancer de colon.

El &cido lisofosfatidico (LPA) es un lipido
extracelular derivado del suero que regula
proliferacion celular, supervivencia, destino celular y
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movilidad celular, tanto de células normales como
cancerosas (57). ElI LPA media sus acciones a traves
de receptores tipo serpentina acoplados a proteinas G.
En el epitelio intestinal normal se expresan todos los
receptores conocidos hasta ahora: LPA1-6, mientras
que en cancer la expresion de receptores para LPA
cambia, y en el caso del cancer de colon, se sobre-
expresan los receptores LPA 1y 2 (58, 59).

La Dra. Robles y el Dr. Garcia Sainz han
investigado los mecanismos moleculares
involucrados en la interaccion entre la via Wnt
canonica y la de los receptores de LPA en céncer de
colon. Encontraron que LPA activa la actividad
transcripcional mediada por B-catenina a través de su
receptor LPAL1 o LPA2, por varios mecanismos
moleculares, tales como la interaccion con la proteina
Dvl, que es esencial para transducir cualquier sefial
Whnt. Existe evidencia de que el receptor LPA4 se
sobreexpresa en células de cancer de pancreas
expuestas a estrés medioambiental o a quimioterapia,
para promover resistencia al farmaco, vy
caracteristicas asociadas a la troncalidad celular (60,
61). Ademas, las células de cancer de colon DLD1
resistentes a 5-FU incrementan significativamente la
expresion de LPA4 (62).

Células troncales cancerosas (CTCs) y su papel en
la resistencia a tratamiento.

Las CTCs tienen la habilidad exclusiva de
regenerar tumores. Comparten caracteristicas con las
células troncales normales, como la expresion de
marcadores de célula troncal, la capacidad de
autorenovacion, la de originar células que se
diferencian a células especializadas y la resistencia a
agentes citotéxicos (62- 65). Existe una fuerte
interaccion entre las sefiales de la superfamilia del
TGF-B y las de la ruta Wnt, con efectos poderosos
sobre la autorenovacion y la diferenciacion de las
células troncales, por lo que estas dos vias se
consideran las rutas “maestras” de regulacion de
células troncales. Recientemente el grupo de la Dra.
Martha Robles demostré. que la activacién de la via
Whnt no candnica/Calcio es esencial para mantener la
capacidad de autorenovacién de las células troncales
(65).

La base molecular de la mayor resistencia a
quimioterapia que tienen las CTCs reside en parte en
la sobreexpresion de bombas transportadoras de
membrana del tipo ABC, en una reparacion
incrementada de DNA y en la resistencia a apoptosis
(64, 65). Sin embargo, la gran plasticidad génica que
presentan, y su capacidad para entrar a un estado de
quiescencia /dormancia en condiciones de estrés, son
caracteristicas cruciales en la resistencia a
quimioterapia, radioterapia, y en la recurrencia del
tumor (65, 66).
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El proceso que lleva a la dormancia celular en
cancer es poco conocido. Aunque se han identificado
algunos genes involucrados en la induccion, el
mantenimiento y en la salida de la quiescencia, hasta
ahora no existen marcadores establecidos que puedan
ser utilizados como blancos terapéuticos (67, 68). En
este aspecto, los andlisis de célula Unica han
proporcionado mucha informacién sobre los genes
que expresan las células hiper-resistentes a
tratamiento y han indicado un papel importante de los
genes de respuesta a hipoxia y de algunos otros como
el ICAM-1 (21, 22).

Conclusiones

El desarrollo de resistencia a terapia y recurrencia
del céncer es el mayor reto a vencer en la Oncologia
actual. El cancer colorrectal tiene alta incidencia y
mortalidad y en general se diagnostica en etapas
avanzadas, de resistencia a tratamiento. El
microambiente tumoral (MT) involucra la estrecha
interaccion 'y comunicacion entre las células
tumorales con las de su entorno. La hipoxia es un
componente caracteristico del MT. Existe evidencia
de que la presencia de factores inducibles por hipoxia
(HIFs), de ligandos Wnt y de TGF-a, ya sea
secretados directamente al MT o en vesiculas
extracelulares, promueven el proceso de metéstasis y
de resistencia al tratamiento. Las células troncales
cancerosas (CTCs) presentes en el tumor juegan un
papel esencial en estos procesos, ya que no solamente
tienen mecanismos muy eficientes de reparacion de
dafio al DNA y de expulsion de agentes citotdxicos,
sino que muestran gran plasticidad génica y la
capacidad de pasar a un estado de quiescencia que les
permite sobrevivir y adaptarse a condiciones
adversas. La terapia convencional estd dirigida a
eliminar a células en activa proliferacion, por lo que,
al entrar a quiescencia, las CTCs escapan al
tratamiento.

El avance en el conocimiento de los mecanismos
y firmas moleculares asociados con la generacion de
guimiorresistencia en cancer de colon proporcionaria
herramientas muy valiosas para revertir la resistencia
al tratamiento, y para eliminar selectivamente a las
células troncales cancerosas persistentes, ambos
procesos cruciales para evitar la recurrencia del
tumor.
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