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RESUMEN

El cancer de prostata es uno de los tipos tumorales mas prevalentes y mortales a
nivel mundial, los tratamientos convencionales, como el Paclitaxel, a menudo no son
satisfactorios debido a la adquisicion de resistencia a multiples farmacos por parte de las
células tumorales. La regulacion al alza de glicoproteina P (P-gp) es uno de los
principales mecanismos de resistencia; se ha sugerido que la via de sefalizacion Wnt/[3-
catenina puede estar involucrada en su modulacién. El acido tanico (AT) ha demostrado
tener multiples actividades bioldgicas, incluyendo su efecto quimiosensibilizante en
células de cancer de préstata, por lo que es un compuesto de gran interés para el estudio
de las vias de sefializacion asociadas con la resistencia a multiples farmacos
involucrados en mecanismos de resistencia, particularmente la via Wnt/B-catenina.
Nuestros resultados muestran la modulacion de la expresion y localizacion de 3-catenina
por &cido tanico en células PC-3/PTX resistentes, sugiriendo que el efecto
guimiosensibilizante de &cido tanico reportado puede estar asociado a la modulacion de
la via Wnt/B-catenina y de su blanco molecular survivina asociado a mecanismos de
resistencia. Esta informacioén es valiosa para el desarrollo de nuevos tratamientos contra
el cancer de prostata que sean mas efectivos y menos toxicos para los pacientes, o que
puedan emplearse como coadyuvantes en combinacibn con los tratamientos

convencionales.



ABSTRACT
Prostate cancer is a prevalent and deadly tumor type worldwide. Conventional
treatments, such as Paclitaxel, are often unsatisfactory due to tumor cells acquiring
resistance to multiple drugs. Upregulation of Glycoprotein P is one of the primary
mechanisms of resistance, and the Wnt/B-catenin signaling pathway has been suggested
to be involved in its modulation. Tannic acid has demonstrated multiple biological
activities, including its chemosensitizing effect on prostate cancer cells. Therefore, it is a
compound of great interest for studying signaling pathways associated with resistance to
multiple drugs involved in resistance mechanisms, particularly the Wnt/B-catenin
pathway. Our results demonstrate the modulation of B-catenin expression and localization
by tannic acid in PTX-resistant PC-3 cells, suggesting that the reported chemosensitizing
effect of tannic acid may be associated with the modulation of the Wnt/B-catenin pathway
and its molecular target survivin, which is associated with resistance mechanisms. This
information is valuable for developing new, more effective, and less toxic treatments for

prostate cancer or using them as adjuvants in combination with conventional treatments.



1. Introduccion

1.1 Cancer

El cancer es una enfermedad cronica degenerativa que se caracteriza por el
crecimiento y la proliferacion celular de manera descontrolada (Kaiser, 2021). Esta
enfermedad se asocia a multiples factores genéticos, ambientales y el estilo de vida, que
desencadenan una alteracion principalmente en las vias de transduccion de sefiales
mitdégenas, ciclo celular y los mecanismos de muerte lo que conlleva a la formacién de
agregados que dafan tejidos y érganos del cuerpo. Las células normales sufren
alteraciones en el material genético (mutaciones) dando lugar a un proceso llamado
carcinogénesis, que es la transformacion de una célula normal a una célula cancerosa
con capacidad de division, crecimiento y sobrevivencia frente los mecanismos de

regulacion proliferativa (Catherine Sanchez, 2013).

1.2 Epidemiologia del cancer

El cancer es la segunda causa de muerte segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), en la actualidad ha generado una problematica de salud publica a nivel
nacional y mundial, se estima que las cifras van en aumento afio con afio; se prevé 21.9

millones de casos nuevos para el afio 2025 (GLOBOCAN, 2021).

Se estimo que en el afio 2020 hubo 19.3 millones de nuevos casos de cancer en
todo el mundo. Entre los canceres diagnosticados con mayor frecuencia es el cancer de
mama con un estimado de 2.3 millones lo que representa el 11.7 % del total de casos
nuevos, cancer de pulmon con 2.2 millones (11.4 %), es el segundo tipo de cancer
comunmente diagnosticado y la primera causa de muerte. El cancer colorrectal ocupa el

tercer lugar con 1.9 millones de casos nuevos (10.0 %) y el cancer de prostata con un



estimado de casi 1.4 millones (7.3 %), siendo el cdncer més diagnosticado en
hombres. El diagnéstico de cancer de préstata, pulmon y colorrectal en hombres
representa el 43%; en cambio en mujeres existe una mayor incidencia del 50% de

casos diagnosticados, siendo el cdncer de mama el mas comun (Siegel et al.,

2020) Figura 1.
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Figura 1. Numero estimado de casos mas comunes en el mundo, 2020, ambos sexos, todas las edades.
Fuente: GLOBOCAN 2020.

La tasa de incidencia conlleva a un aumento de mortalidad por cancer,
entre las causas mas comunes de muerte por cancer destaca el cancer de

pulmén, colorrectal e higado (Ferlay et al., 2019).



A nivel mundial México representa un numero de incidencia de 195,499 para ambos
sexos y de todas las edades, a nivel nacional se estiman 190,000 nuevos casos y mas
de 83,000 muertes por cancer al afio, lo cual representa la tercera causa de muerte en
el pais (Brau-Figueroa et al., 2020). Segun la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el Céancer (IARC), actualmente en México existe una mayor incidencia
principalmente en cancer de mama, seguido de cancer de préstata y colorrectal (Figura
2). La tasa de mortalidad por cancer en México ha ido en aumento durante los Gltimos
afos, actualmente el cancer de préstata es la principal causa de muerte en hombres y

cancer de mama en mujeres (Fernando Aldaco-Sarvide et al., 2018)
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Figura 2. Numero estimado de nuevos casos de cancer, México 2020, ambos sexos, todas las edades.
Fuente: GLOBOCAN,2020.



1.3 Tratamiento para el cancer de préstata

El diagnostico de cancer a tiempo es fundamental para iniciar un
tratamiento adecuado y eficaz con el fin de mejorar la salud del paciente. Por lo
general los tratamientos utilizados actualmente para tratar el cancer consiste en
radioterapia, quimioterapia y cirugia, aunque hoy en dia existen otras formas de
terapia contra el cancer, incluida la inmunoterapia, la terapia endocrina (hormonal)
y la terapia con células trocales (Ross et al., 2019).

1.3.1 Cirugia

La cirugia es la alternativa més eficaz para la eliminacion o reduccion del
tumor, sin embargo, no es el tratamiento de primera opcion para muchos tipos de
cancer debido a la localizacién y etapa en la que se encuentre el tumor, por lo
tanto, en un cancer metastasico se dificulta la intervencion quirdrgica. La cirugia
consiste en la extirpacion del tumor o tejido dafiado; en ocasiones la cirugia se
combina con un tratamiento adyuvante como es la quimioterapia y radioterapia
gue contribuye a la eliminacion de células cancerosas, ademas de aliviar los
sintomas y mejorar la calidad de vida del paciente (American Cancer Society,
2021).

1.3.2 Radioterapia

Es el tratamiento local y no quirargico méas utilizado para tratar diferentes
tipos de canceres, consiste en la aplicacion de radiaciones ionizantes como rayos
X 0 rayos gamma con el fin activar vias de sefalizacion citotoxicas que provocan
dafio a nivel del ADN e inducir la muerte de células cancerosas. Este tratamiento
se utiliza para los casos de cancer avanzado y en lesiones no oncoldgicas, como

tumores benignos o enfermedades neuroldgicas. De acuerdo con el Comité



Cientifico de las Naciones Unidas para el estudio de las Radiaciones Atdmicas
(UNSCEAR) estima que se llevan a diario aproximadamente 10,000 tratamientos
de radioterapia a nivel mundial, cabe mencionar que alrededor del 16% de los casos de
cancer se curan con radioterapia. Gracias a los avances tecnoldgicos, el uso de la
radioterapia llega a reducir los efectos secundarios de la terapia convencional (Falzone
etal.,, 2018) y ha permitido mejorar desde el uso rutinario de aceleradores lineales
(Linacs) hasta la radioterapia estereotactica (radioterapia de dosis alta y altamente

localizada) (Cree et al., 2019).

1.3.3 Quimioterapia
La terapia antineoplasica por excelencia es la quimioterapia, es el tratamiento de

primera opcion para muchos tipos de cancer, para un mejor abordaje del tratamiento en
ocasiones se llega a combinar con cirugia y radioterapia. Consiste en el uso de farmacos
antineoplasicos para combatir las células cancerosas con el fin de impedir la proliferaciéon
tumoral, éstos se clasifican segin su mecanismo de accidon como: agentes alquilantes,
antibidticos citotoxicos, antimetabolitos, hormonales, antihormonales y farmacos
antimitéticos modificadores de la respuesta biolégica. Se caracterizan por inhibir la
actividad metabdlica de las células cancerigenas e inducirlas a muerte celular; en general
estos farmacos interaccionan con el acido desoxirribonucleico (ADN) ademas poseen la
capacidad de inhibir el crecimiento y multiplicacién de células cancerosas, pero también
sobre las células normales ya que actian durante el proceso de division celular (Garcia

Milian et al., 2018).



Actualmente los farmacos antineoplasicos esenciales contra el cancer
recomendados por la OMS incluye nuevos productos diferentes a la quimioterapia
tradicional, que consiste en inmunoterapias con inhibidores por ejemplo inhibidores PD-
1/PD-L1(Atezolizumab), inhibidor tirosina quinasa (erlotinib), inhibidor de EGFR
(anticuerpos monoclonales, nivolumab) y el uso de farmacos biotecnoldgicos con la
finalidad de mejorar la terapia y las tasas de supervivencia en pacientes con cancer,
ademas de impedir que la toxicidad se extienda a los tejidos sanos (Roxanne Nelson,
2019). Por otra parte, también se pretende el desarrollo y la biusqueda de nuevas
alternativas terapéuticas con el fin de evitar la resistencia a medicamentos utilizados
durante la quimioterapia, siendo esta una de las principales problematicas en la

actualidad.

e Agentes alquilantes

Los agentes alquilantes fueron las primeras sustancias no hormonales con
actividad anticancerigena que actda a nivel del ADN. Su principal mecanismo de accién
consiste en la formacion de enlaces cruzados entre las dos hebras provocando la
detencion de la replicacion del ADN mediante enlaces covalentes con el fin de bloquear
la replicacion celular y la transcripcion del ARN impidiendo la mitosis y la sintesis de
proteinas, por lo tanto, alteran la funcién del ADN e inducen muerte celular. El
descubrimiento de la mostaza nitrogenada como agente alquilante en 1942 por Louis
Goodman y Alfred Gilman marco un avance en la quimioterapia debido a su mecanismo
de accion que hace que los pares de nitrégeno produzca un ion “aziridinio” intermedio a
nivel molecular, ademas de que es muy reactivo con el material genético de las células

tumorales (Karati et al., 2021).
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Los agentes alquilantes se pueden dividir en tres grupos, alquilantes clasicos
(ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida, melfalan, trofosfamida), nitrosoureas
(carmustina, estramustina, fotemustina) y tetrazinas (dacarbacina y temozolomida) que
se utilizan para los diferentes tipos de cancer como cancer de mama, cervicouterino,

ovario, testiculos, leucemia aguda y cronica.

e Antimetabolitos

Son agentes inmunosupresores que actlan en las vias biosintéticas e interfieren
en la sintesis ADN, blogueando cadenas enziméticas esenciales para la sintesis de
purinas dando como resultado la inhibicion de la proliferacién celular, entre los farmacos
mayormente utilizados hasta en la actualidad son 6-mercaptopurina y el 5-fluorouracilo

gue son analogos de purinas y pirimidinas (Falzone et al., 2018)

e Antibidticos citotéxicos

Son farmacos de origen natural que tienen la capacidad de inhibir la
topoisomerasa Il y de alterar el crecimiento de otras células, es decir, pueden impedir la
multiplicacion celular al interferir con el ADN, entre los farmacos mas utilizados son las
antraciclinas, epipodofilotoxinas y los derivados de la camptotecina, se utilizan
principalmente para el tratamiento de cancer de mama, gastrico, endometrio y ovario, asi

como para leucemias y linfomas.

e Farmacos antimitoticos
Los agentes antimitéticos actian mediante la inhibicion o estabilizacién de la
polimerizacién de los microtibulos provocando la alteracion en el ensamblaje del huso

gue da lugar a la detencion de la transicibn metafase-anafase y bloquea la division celular
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e induce la destruccion de células cancerosas mediante apoptosis (Bates & Eastman,

2017).

Los farmacos antimitoticos como los alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,
vinorelbina y vinflunina) tienen la capacidad de romper los microtubulos mediante la
unién de alta afinidad a la tubulina, es decir, su union a la subunidad B-tubulina bloquea
la capacidad de polimerizaciéon con a-tubulina en los microtibulos y desestabiliza la
estructura polimérica provocando su desmontaje. En cambio, los taxanos (paclitaxel y
docetaxel) son agentes estabilizadores de microtibulos que previenen la

despolimerizacion de esta forma detienen la division celular.

El Paclitaxel (PTX) es un compuesto diterpenoide tetraciclico también conocido
como taxol, taxinol o TM (Figura 3). Fue uno de los primeros agentes estabilizadores de
microtubulos. Se aislé originalmente de la corteza del tejo del Pacifico, Taxus brevifolia,
destaca por su mecanismo de accion la cual consiste en la union a los 31 aminoacidos
N-terminales de la B-tubulina en el microtubulo que da lugar a la fosforilacién en células
diferenciadas e indiferenciadas, es decir, la unién estabiliza a los microtubulos y aumenta
la polimerizacion de los mismos para inducir la muerte celular (Algahtani et al., 2019).

Actualmente es uno de los agentes antineoplasicos de alta eficacia y de amplio espectro.

En 1992, el taxol fue aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) de los
EE. UU para uso terapéutico contra cancer, actualmente ha sido aprobado para tratar
cancer de prostata, mama, ovario, pancreas metastasico, sarcoma de Kaposi y cancer

de pulmon no microcitico (Paier et al., 2018; Yang et al., 2020).
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A pesar de los beneficios obtenidos durante el tratamiento con farmacos
antimitéticos para el cancer de prostata, en los ultimos afios el uso de PTX se ha
asociado con la resistencia terapéutica en cuanto a la sobreexpresion de membrana de
P-gp, siendo un factor contribuyente de la resistencia intrinseca en pacientes. Entre los
posibles mecanismos involucrados con la resistencia a taxanos son las mutaciones de la
B-tubulina, la sobreexpresion de ERG y la acetilacion o expresion de proteinas implicadas
en los microtubulos que evitan la estabilizaciéon y la interaccion entre el farmaco con el

blanco, de manera que se inhibe la eficacia a taxanos (Gjyrezi et al., 2020).

Figura 3. Estructura quimica de Paclitaxel (PubChem, 2023)
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1.4 Resistencia a multiples farmacos (MDR) en cancer de prostata

La resistencia a farmacos puede ser intrinseca o adquirida y de manera
esporadica durante el tratamiento; la resistencia intrinseca se manifiesta antes del
tratamiento farmacoldgico debido a mutaciones genéticas, heterogeneidad tumoral y

activacion de vias intrinsecas.

A medida que los farmacos muestran efectos notables durante la terapia inicial, la
resistencia adquirida se ha vuelto mas comdn con forme avanza el tratamiento, siendo
consecuencia de mutaciones o alteraciones de las dianas del farmaco y cambios en el
microambiente tumoral después del tratamiento. Se estima que al menos el 50% de los

pacientes con cancer desarrolla resistencia farmacologica (Wang X et al., 2019).

La MDR se asocia a factores fisiolégicos, genéticos e intracelulares que hace que
las células cancerosas sean tolerantes a una gran variedad de farmacos
anticancerigenos debido a alteraciones en los mecanismos de regulacibn como
mutaciones de los receptores e incremento de la expresion siendo la principal causa de

fracaso del tratamiento (Prajoko & Aryandono, 2019).

Es importante mencionar que cada célula cancerosa responde de manera
diferente, principalmente las células troncales cancerosas se caracterizan por su
plasticidad, capacidad de regeneracion y diferenciacion que son particularmente
responsables de este fendmeno. Otro factor involucrado puede ser la alteracion o pérdida
de un receptor de superficie celular o transportador de un farmaco que altera el

mecanismo de entrada a la célula (Bukowski et al., 2020).
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Transportadores ABC

Durante el tratamiento farmacoldgico contra el cancer se ven implicados diferentes
mecanismos ligados a la resistencia como el aumento de la salida de farmacos que
disminuye la acumulacion del farmaco dentro de la célula y la sobreexpresion de P-gp
perteneciente a la superfamilia de transportadores ATP- binding cassette (ABC) que
codifica al gen MDR1 (Multi Drugs Resistance 1) (W. Li et al., 2016; Rey-Caro et al.,

2020).

Los mecanismos asociados a la resistencia son la superfamilia de transportadores
dependientes de ATP (ABC) que cumplen con multiples funciones fisiologicas
principalmente en el transporte de hormonas, lipidos y otras moléculas incluyendo
sustratos quimicos y farmacos quimioterapéuticos, asi como también en la regulacién de

organulos como mitocondrias, lisosomas y el aparato del Golgi.

Los transportadores ABC se conforman por 49 miembros que se subdividen a su
vez en siete clases segun la homologia de su secuencia (ABC-A a ABC-G). Entre otros
transportadores que se asocian a la resistencia son ABCC1 Y ABCG2 o breast cancer
resistent protein 1 (BCRP1) que funcionan como bombas dependientes de ATP; ademas
regulan mecanismos fisiolégicos en la secreciéon de hormonas y la expulsién de toxinas
al exterior de la célula, el aumento en la funcién de dichos transportadores han sido una
de las principales razones de la resistencia en la quimioterapia (Pascual-Ramos et al.,

2016). A continuacion, se describen a detalle.

15



ABCBL1 (Glicoproteina P o P-gp)

Se encuentra en la membrana celular y se encarga de la regulacion de la
distribucion, absorcidon y excrecién de sustancias quimicas principalmente farmacos , su
sobreexpresion disminuye la union del farmaco al sitio especifico, siendo uno de los
principales responsables de la resistencia a taxanos, epipodofilotoxinas y antraciclinas

(PTX, etoposido, olaparib, DOX y vinblastina)(Bukowski et al., 2020).
ABCC1 (ATP binding cassette subfamily C member 1)

Se encarga de bombear sustratos anidnicos organicos y agentes
anticancerigenos, principalmente alcaloides de vinca, antraciclinas y camptotecinas. Su
sobreexpresion esta ligada a la resistencia de farmacos en diferentes tipos de canceres,

como cancer de pulmén, mama y prostata (Wang, X et al., 2019).
ABCG2 o BCRPL1 (breast cancer resistent protein 1)

La proteina ABCG2 funciona como una bomba de eflujo debido a que se encarga
de transportar una amplia variedad de sustancias fuera de la célula, se encuentra en
organos importantes para la absorcion, distribucién y la eliminacién de farmacos; la
sobreexpresion de esta proteina da lugar a la resistencia de varios agentes
anticancerigenos principalmente las antraciclinas, la mitoxantrona y las camtotecinas

(Zhang, Z et al., 2021).
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Vias de sefalizacion implicadas en MDR

Hasta el dia de hoy se han identificado algunos de los procesos biologicos y vias
gue regulan la supervivencia y muerte celular que se asocian con la resistencia en células
tumorales siendo los mecanismos de eliminacion de farmacos por sobreexpresion no
asociados a P-gp, funciones del ATP, mecanismos de asociados la muerte celular
mediante apoptosis, alteracion en el ciclo celular, mecanismo de desintoxicacion (Rey-
Caro etal.,, 2020) y vias de sefalizacion reguladoras del crecimiento como Wnt/p-
catenina, Notch, Hippo y Hegehog que facilitan la iniciacion, el mantenimiento, la

heterogeneidad, invasion y la resistencia terapéutica (Mudra et al., 2021).

Reportes indican que varias vias asociadas con la progresion del tumor juegan un
papel importante en la induccién de MDR, entre las que destacan PI3K/Akt, NF-kB, en
particular se asocia a la activacion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina contribuye a

la quimiorresistencia (Zhang et al., 2012).

Via de sefalizacion Wnt

La via de sefalizacibn Wnt o Wingless se descubrié por Nusse y Varmus en el
afio de 1982 con la identificacion del protooncogén INT1 o también conocido como Wnt
1, siendo un mediador clave de la tumorigénesis en la via de sefializacion Wnt debido a
su relacion con las células troncales cancerosas, la metastasis y el control inmunolégico

(Zhan et al., 2017)

La via Wnt se asocia a procesos bioldgicos ya que actia como un regulador
esencial durante el desarrollo embrionario, el mantenimiento de células troncales, la

homeostasis tisular y la cicatrizacion de heridas (Zhao etal., 2018). En la via de
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sefializacion Wnt se han identificado 19 glucoproteinas mediadas por receptores Frizzled
(FZD) que actuan como ligandos que a su vez estimulan vias de transduccién a través
de la membrana plasmatica, desencadenando una cascada de sefializacion de manera
gue se generan cambios transcripcionales en el ndcleo de la célula receptora (Bejsovec,
2018). La B-catenina codificada por el gen CTNNBL1 es una de las principales proteinas
implicadas en esta via, la B-catenina se localiza en la membrana celular y funciona como
un componente fundamental en la adhesion célula-célula mediante interaccién con la

proteina E-cadherina.

Hasta el dia de hoy se han estudiado cuatro vias de sefializacion Wnt: via
Wnt/Ca+2 que involucra a la proteina cinasa A; via de polaridad celular planar, via que
involucra a la proteina cinasa C e interviene en el proceso de miogénesis y la via

canonica Wnt/B-catenina (Zhang, Y. & Wang, 2020).

Generalmente, los ligandos Wnt dan lugar a una respuesta de sefalizacion
dependiente (candnica) y sefalizacion independiente (no candnica) de B-catenina. La
via candnica (Figura 4) se activa mediante la unién de ligandos Wnt a un receptor FZD
junto con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP) 5y 6, esta unién de Wnt a
su receptor genera una fosforilacion desordenada (DVL) provocando la desfosforilacion
de Axin y su disminucion en el citoplasma, lo que desestabiliza el complejo de destruccion
y por lo tanto se evita la degradacion de (-catenina, debido a esto se estabiliza de tal
forma que se va acumulando en el citoplasma y posteriormente se transloca hacia el
ndcleo, de este modo interactta con los factores de transcripcion TCF/LEF para inducir
la expresion de genes como c-Myc, ciclina D1, TCF-1, factor de transcripcion de

inmunoglobulina-2 (ITF-2) y SOX 9 (Sharma et al., 2021).

18



En cambio, en ausencia de los ligandos Whnt, la via Wnt/B-catenina se encuentra
desactivada lo que conduce a la fosforilacion de B-catenina mediante un complejo
formado por caseina cinasa (CKla), glucogeno sintasa g (CK1a), glucdégeno sintasa
cinasa 3B (GSK3p), proteinas como Axin y APC . Una vez fosforilada B-catenina se lleva
a cabo la degradacién mediante el mecanismo ubiquitinacion/proteasoma de tal manera
gue se obtienen niveles bajos de B-catenina en el citoplasma y en el nucleo; en usencia
de B-catenina en el nacleo, el complejo represor TCF/LEF y la proteina TLE/ Groucho,

dan lugar a la inhibicion de la transcripcion de genes (Koni et al., 2020).
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Figura 4. Via de sefializacion Wnt (Y. Zhang & Wang, 2020)
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Debido a que la via de sefializacion Wnt es crucial para el mantenimiento
de la homeostasis y el desarrollo de tejidos, su expresion aberrante desencadena
mutaciones genéticas, progresion y microambiente tumoral. Estas alteraciones se
atribuyen a cambios epigenéticos que conllevan a la transformacion maligna,
supervivencia y diferenciacion anormal de células troncales/progenitoras, ademas

influye en la MDR (Z. Wang et al., 2021).

La MDR contribuye en la alteracion de las principales vias de sefializacion
celular como son la via Wnt, Akt y NF-kB (Ghandadi et al., 2019). Entre las vias
de sefializacion reguladoras del crecimiento que se relacionan con la MDR en
diferentes tipos de cancer son la via Wnt/B-catenina, Notch, Hippo y Hedgehog.
Esta desregulacion da lugar a la proliferacion descontrolada de las células
troncales cancerosas (CSC) siendo las células con mayor resistencia terapeutica

debido a su capacidadad de autorrenovacion y diferenciacion (Mudra et al., 2021).

1.5 Relacion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina y el cancer de préstata

Se ha demostrado que la via Wnt/B-catenina se relaciona con diferentes tipos de
cancer, incluido el cancer de préstata. Varios factores estan involucrados en la
desregulacion de la via Wnt/B-catenina, por ejemplo, las mutaciones genéticas,
inhibidores extracelulares y cofactores intracelulares son algunas de las causas que se

relacionan con el cancer (Chesire & Isaacs, 2003).

Estudios previos han demostrado que existe una interaccién entre la via del

receptor de androgenos (AR) y B-catenina, cabe mencionar que la diafonia entre la

20



sefalizacion de Wnt y AR se relaciona con la progresion y resistencia a la castracion en
cancer de préstata, debido a que la B-catenina no solo activa TCF/LEF

transcripcionalmente, sino que también sensibiliza el receptor de andrégenos.

Un estudio realizado por (Jung et al., 2013) reportd la expresion de B-catenina
citoplasmatica oscila entre moderada y alta en el 20% de los casos de cancer; 35% en
cancer avanzado y el 60% en cancer metastasico, lo que demuestra que ambas vias se

asocian con la progresion del cancer de prostata.

Por otro lado, se ha demostrado que existe interaccion entre el factor de
transcripcion SOX9, AR y Wnt/B-catenina. La expresion de SOX9 conduce a la
reactivacion de la via Wnt/B-catenina de manera que facilita la morfogénesis y
agresividad en diferentes lineas celulares derivadas de cancer de prostata (Khurana &

Sikka, 2019).

Ademas, APC juega un papel importante en la via de degradacion de B-catenina,
estudios previos han demostrado que las mutaciones en la funcion de APC conducen a
la estabilizacion de B-catenina y su traspaso al nucleo, se estima que APC se presenta

hasta en un 80% de los canceres (Schneider & Logan, 2018).

Otro factor involucrado en la via de sefalizacion Wnt, es el sitio de integracion
Whnt-1, se encuentra regulado al alza en tejidos de cancer de prostata al igual que Wnt-
2, Wnt-5 y Wntll por mencionar algunos. Estudios previos han descrito que los altos
niveles conllevan a la invasion celular, de manera similar Foxb2 que es un activador de

Wnt que también podria asociarse con la progresion de cancer de prostata.
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Asi mismo, el factor de union al potenciador linfoide 1 (LEF1), esta ligado a la via
Whnt/B-catenina, su expresion aberrante en la actividad del receptor de andrégenos se
asocia con el cancer de prostata de manera independiente de andrégenos (Santiago
et al., 2017). Las mutaciones en los genes RNF43 y ZNRF3 regulan negativamente la
via de sefializacion Wnt (Ghali et al., 2020) al igual que la pérdida de expresion de los
genes Wnt Inhibitory Factor 1 (WIF1) y Secreted Frizzled Related Protein 1 (Sfrpl)
mediante la metilacién del promotor e inhibicion de la sefializaciéon Wnt (Murillo-Garzén

& Kypta, 2017).

2 Antecedentes

2.1 Productos naturales contra el cancer

Desde hace tiempo los compuestos naturales han sido de gran interés debido a
sus propiedades farmacoldgicas para tratar muchos tipos de enfermedades crénico-
degenerativas. Aproximadamente del 60 al 80% de los farmacos derivan de fuentes
naturales, siendo los antibiéticos y antineoplasicos los mas utilizados en la actualidad
(Dehelean et al.,, 2021). Segun la Food and Drug Administration (FDA) estima que
alrededor del 49% de moléculas aprobadas en la terapia contra el cancer han sido de

origen natural.

Los polifenoles son compuestos fenilpropanoides sintetizados por las plantas
como metabolitos secundarios. Se pueden obtener mediante la dieta a traves de algunas
frutas y legumbres; la ingesta de alimentos ricos en polifenoles tiene efectos
guimiopreventivos asociados a su capacidad antioxidante, inmunomodulador,
antiinflamatoria y anticancerigena, siendo compuestos dietéticos importantes para la
prevencion de diversas enfermedades incluido el cancer. Por lo tanto los polifenoles son
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compuestos capaces de regular mecanismos implicados en el ciclo celular, la modulacion

del sistema inmune y la angiogénesis (Costea et al., 2020).

Se clasifican segun su estructura quimica en flavonoides (flavonoles, flavonas,
flavanonas, isoflavonas y antocianinas) y en moléculas no flavonoides (acidos fendlicos,
lignanos, estilbenos y taninos). Su descubrimiento ha sido el punto de partida para la
busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento y el desarrollo de nuevos farmacos

contra el cancer (Sharma et al., 2018).

Los flavonoides y taninos son compuestos altamente antioxidantes que actian
sobre el estrés oxidativo y contribuyen en la eliminacion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS). Su actividad antioxidante
desempeiia un papel fundamental en la prevencién de muchas enfermedades asociadas
con ROS y RNS, principalmente a la formacién de tumores y su progresion (D.-P. Xu
et al., 2017).

2.2 Polifenoles con actividad anticancerigena

El potencial anticancerigeno de los polifenoles se debe sus propiedades
antioxidantes, antiproliferativas e inductores de apoptosis, por esta razén se consideran
supresores de la carcinogénesis. Los polifenoles actian mediante la modulacion de la
actividad enzimética de fase | y fase I, las vias de transduccion de sefiales y el ciclo
celular, al mismo tiempo que inhiben la proliferacion, supervivencia y metastasis de las

células cancerosas (Sharma et al., 2018).

Estudios previos han demostrado que el efecto quimiosensibilizante consiste

basicamente en revertir el fenotipo de MDR al inhibir la sobreexpresién de los
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transportadores ABC dando lugar a una mayor concentracion intracelular de farmacos

antineoplésicos (H. Li et al., 2018).

Existen muchos compuestos naturales que junto con la terapia han sido una
alternativa para la prevencion y tratamiento de diversos tipos de cancer, entre los
compuestos bioactivos que destacan por su efecto anticancerigeno 'y
guimiosensibilizante como la curcumina, resveratrol y compuestos fenélicos (Dehelean

et al., 2021).

La curcumina (Figura 5). Es un compuesto fendlico pertenece al grupo de los
curcuminoides, que son los principales componentes de la circuma (Curcuma longa). Se
ha demostrado que la curcumina posee propiedades antiinflamatorias, antitumorales y
guimiosensibilizantes sobre mecanismos asociados a la proliferacion, metastasis y
angiogénesis, también actia como un modulador en multiples vias de sefializacion en

células cancerosas (Subramaniam et al., 2019).
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Figura 5. Estructura quimica de Curcumina (PubChem, 2023)

Estudios previos de curcumina sobre varias lineas de células tumorales
demostraron tener efecto inhibidor sobre proliferacion e invasion de células de cancer de

mama y de pulmén mediante la regulacién negativa de los genes inductores NF-kB,
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también sobre el receptor HER2-TK y el receptor del factor de crecimiento epidérmico
EGFR, de tal manera que la curcumina ejerce su accion moduladora en mecanismos de

tumorigénesis, metastasis y la induccion de apoptosis (Giordano & Tommonaro, 2019).

En el cancer de prostata la curcumina se evalio mediante estudios in vitro
utilizando lineas celulares de cancer de prostata sensibles a los andrégenos LNCaP, se
demostré que la curcumina redujo la proliferacion de un 20-30% en comparacion de las
células no tratadas. También se observo que la expresion de la proteina receptora de
androgenos disminuyo significativamente, por otro lado, redujo la supervivencia y el

crecimiento celular de manera dosis dependiente (Termini et al., 2020).

2.3 Moléculas con efecto sensibilizante ante lavia de sefializacién Wnt/B-catenina

El Resveratrol (Figura 6) es un metabolito de origen natural que abunda en la uva,
las bayas y frutos rojos; es un compuesto prometedor debido a que inhibe la proliferacion
e induce apoptosis en células cancerigenas mediante la via de sefializacion Wnt/(3-
catenina; el efecto quimiosensibilizante del resveratrol aumenta la eficacia del farmaco y
disminuye los efectos secundarios del mismo. Se ha reportado que dosis bajas de
resveratrol ejerce un efecto quimiosensibilizante sobre células de linfoma no Hodking
(LNH) y mieloide multiple (MM) resistentes a PTX, de manera que disminuye la expresion
de la proteina antipoptotica Bcl-x, asi mismo, aumenta la expresion de Bax y el factor

activador de la proteasa de apoptosis-1 (Apaf-1) (Cocetta et al., 2021).

De igual forma, el &cido tanico (AT), demostré tener actividad antiproliferativa en
la linea 4T1 derivada de cancer de mama, ademas disminuyo la capacidad de metastasis

y aumento de la muerte celular mediante apoptosis (Wu et al., 2019).
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Figura 6. Estructura quimica de Resveratrol (PubChem,2023)

El Gigantol es otro compuesto de origen natural extraido de plantas del género
Dendrobium perteneciente a las orquideas medicinales, se ha demostrado que posee
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas; su efecto en células de
cancer de pulmon inhibio la proliferacion y migracion celular. Por otro lado, en la linea
celular HepG2 indujo apoptosis mediante la supresion de la via sefializacion PI3K/Art/NF-
kKB (H. Chen et al., 2017). Otro estudio reportado por (Yu et al., 2018) demostr6 que el
Gigantol inhibi6 la via de sefializaciéon Wnt/B-catenina en células de cancer de mama
mediante la supresion de LRP6 fosforilado de manera que disminuyo la expresiéon de [3-
catenina citosolica, por lo tanto redujo significativamente la expresion de genes

involucrados en la via Wnt, siendo Axin2 y survivina.

Se han realizado investigaciones previas por parte de nuestro grupo de trabajo en
el cual se ha estudiado los compuestos presentes en la especie Caesalpinia coraria,
debido a que posee multiples compuestos fendlicos como el acido tanico (AT), acido

galico (AG) y el galato de etilo (GE); estos compuestos demostraron actividad citotoxica
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y quimiosensibilizante sobre diferentes lineas celulares incluida la linea celular PC-3 de

cancer de préstata (Hernandez Solano, 2022).

El AT (Figura 7) es un compuesto polifenol perteneciente a la familia de los
taninos hidrolizables, se encuentra principalmente en varias fuentes naturales como
frutas y en algunas bebidas como el vino tinto y el té verde. Entre sus propiedades
bioactivas, el AT posee multiples propiedades quimiopreventivas, antitumorales,
antioxidantes, antiinflamatorio y quimiosensibilizantes lo cual lo hace un candidato para

tratar muchos tipos de cancer incluido el cancer de prostata (Nagesh et al., 2018).
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Figura 7. Estructura quimica de Acido Tanico (PubChem,2023)

Se ha demostrado que el AT desempefia un efecto regulador en algunas vias de
sefalizacion asociadas la oncogénesis y a la MDR, cabe destacar que el AT mejora la
qguimiosensibilidad en células cancerosas resistentes a medicamentos (A. Youness et al.,

2021).
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Se realizaron estudios previos sobre la actividad anticancerigena del AT sobre la
proliferacion, detencion del ciclo y muerte celular en diferentes lineas de cancer Hep3B,
HepG2, PC-3, Ca Ski y HelLa, de las cuales las células Hep3B mostraron una mayor
sensibilidad seguido de las células PC-3, ademas se obtuvieron resultados significativos
sobre la detencion del ciclo y muerte celular mediante apoptosis, siendo las células PC-
3y Hep3B las mas afectadas después del tratamiento con AT (Sanchez-Carranza et al.,

2017).

Es importe mencionar que los agentes quimiosensibilizantes al combinarse con
farmacos quimioterapéuticos contribuye en la eficacia y en la reversion del fenotipo de
MDR, por otro lado su efecto regulador sobre las vias de sefializacion, ciclo celular e
induccién de apoptosis los convierte en una alternativa para el tratamiento contra el

cancer (Cocetta et al., 2021).

En el 2021, (Hernandez Solano, 2022) determin6é que el AT posee efecto
guimiosensibilizante en células resistentes PC-3/PTX, dicho estudio consisti6 en
combinar concentraciones diferentes de AT con PTX, se obtuvieron resultados
significativos con base al efecto del AT, ya que revirtio el fenotipo de resistencia a PTX

en células resistentes de cancer de prostata de manera dosis dependiente.
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3 Justificacion

El cancer de préstata es una de las enfermedades mas prevalentes y mortales a
nivel mundial. Los tratamientos convencionales, como el PTX, a menudo presentan
resultados insatisfactorios debido a la adquisicion de MDR mediada por Pg-p en células
tumorales. Estudios recientes han sugerido que la via de sefalizacion Wnt/B-catenina
puede estar involucrada en la modulacion de la expresion de Pg-p en células de cancer

de prostata.

El AT ha demostrado tener multiples actividades bioldgicas, incluyendo su efecto
quimiosensibilizante en células de cancer de préstata. Como tal, el AT es un polifenol de
gran interés. Por lo tanto, este proyecto propone investigar el papel del AT en la
regulacién de la via Wnt/B-catenina. Los hallazgos de este estudio podrian proporcionar
informacién relevante para el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer de
préstata que sean mas efectivos y menos toxicos para los pacientes y/o puedan

emplearse como coadyuvantes en combinacion de los tratamientos convencionales.
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4 Hipotesis
El AT modula la expresion y localizacion de 3 —catenina, E-cadherina y survivina

en células PC-3/PTX resistentes de cancer de prostata.

5 Objetivo general

Analizar el efecto del AT sobre la expresion y localizacién de B-catenina y E-

cadherina y survivina en células PC-3/PTX resistentes de cancer de prostata.

5.1 Objetivos especificos

> Analizar el efecto de AT sobre la expresion y localizacién de [B-catenina por
inmunofluorescencia en células PC-3/PTX.

> Analizar el efecto de AT sobre la expresiéon y localizacion de E-cadherina por
inmunofluorescencia en células PC-3/PTX.

> Analizar el efecto de AT sobre la expresién y localizacion de survivina por

inmunofluorescencia en células PC-3/PTX.
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6 Metodologia

6.1 Cultivo celular

La linea celular PC-3/PTX se genero por (Herndndez Solano, 2021) a partir de las
células parentales PC-3 obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection USA),
mediante seleccién gradual para resistencia con una concentracion creciente de PTX.
Brevemente, las células se trataron durante 48 h con concentraciones desde 5nM hasta
300nM, posteriormente se determiné la concentracion inhibitoria media (Clso) para PTX
en la linea PC-3 y PC-3/PTX siendo 14.89nM y 392.3 nM respectivamente. Las células

se cultivaron continuamente en presencia de PTX para mantener la resistencia adquirida.

Las células PC-3/PTX se cultivaron en Medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.), suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB, Invitrogen) y

glutamina 2 mM en una atmaosfera de CO2 al 5% y 37°C.
Conteo celular

Previamente al experimento se realiz6 el conteo celular, se utilizé azul de tripano

y la cdmara de Neubauer para determinar el nimero de células viables por mililitro.

No.de células
No.de cuadrantes

No.de células = ( * 1x1 [I“) x Factor de dilucion

Acabado el conteo celular, se realizaron los calculos adecuados para determinar

la densidad de células viables por pozo a utilizar en cada experimento.
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6.2 Inmunofluorescencia B-catenina

Para evaluar su efecto sobre la expresion y localizacion de B-catenina se
sembraron 2x10% células PC-3/PTX en placas de cultivo de 24 pozos que contenian
cubreobjetos redondos de vidrio y se realizé el tratamiento con AT a concentraciones
previamente determinadas por (Herndndez Solano, 2021) a 25 uyM y 50 uM
respectivamente, las células tratadas se mantuvieron 48 h a 37°C y 5% de CO..
Posteriormente las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en buffer PEM
(PIPES 100 mM pH 6.9, EGTA 5 mM, MgCL2 2mM). Después de 15 minutos, se afiadio
PFA/NaHCOs y se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. Seguido, las
placas fueron enjuagadas con PBS y tratadas con Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich),
las células se incubaron con el anticuerpo primario B-Catenina (1:2000, C19220; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), durante la noche a 4°C. Posteriormente se afiadio el
anticuerpo secundario (anti-raton Alexa 647 1:100, A-21235, Molecular Probes) y se
incubo durante una hora a 37°C. La tincién de los nucleos (fluorescencia azul) se realiz
con Hoechst (300 uM, 33342, Thermo Fisher Scientific) durante 10 minutos, se montaron
y se tomaron imagenes mediante microscopia focal. Los experimentos se realizaron por
triplicado en tres experimentos independientes.

6.3 Inmunofluorescencia E-cadherina

Para evaluar su efecto sobre la expresion y localizacion de E-cadherina se
sembraron 2x10* células PC-3/PTX en placas de cultivo de 24 pozos que contenian
cubreobjetos redondos de vidrio posteriormente se realizd el tratamiento con AT a
concentraciones previamente determinadas por (Herndndez Solano, 2021) a 25uM y 50
MM respectivamente, las células tratadas se mantuvieron 48 h a 37°C y 5% de COa.
Posteriormente las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en buffer PEM
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(PIPES 100 mM pH 6.9, EGTA 5 mM, MgCL2 2mM). Después de 15 minutos, se afiadio
PFA/NaHCOs y se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. Seguido, las
placas fueron enjuagadas con PBS y tratadas con Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich),
y se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. Seguido, las placas fueron
enjuagadas con PBS y tratadas con Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich), las células se
incubaron con el anticuerpo primario anti-mouse E-cadherina (1:2500, cat 610182, BD
Trasduction Biosciences), durante la noche a 4°C. Posteriormente se afiadio el
anticuerpo secundario (anti-raton Alexa 647 1:100, A-21235, Molecular Probes) y se
incubo durante una hora a 37°C. Las células fueron tefiidas con Hoechst (300 uM, 33342,
Thermo Fisher Scientific) durante 10 minutos, se montaron y se tomaron imagenes
mediante microscopia focal. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres

experimentos independientes.

Inmunofluorescencia Survivina

Para evaluar su efecto sobre la expresion y localizacion de Survivina se
sembraron 2x10* células PC-3/PTX en placas de cultivo de 24 pozos que contenian
cubreobjetos redondos de vidrio y se trataron con AT a concentraciones previamente
establecidas a 25 yM y 50 uM (Hernandez Solano, 2021). Las células tratadas se
mantuvieron 48 h a 37°C y 5% de COg, posteriormente las células se fijaron con PFA al
4% en buffer PEM. Después de 15 minutos, se afiadi6 PFA/NaHCO3 y se incubaron
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Seguido, las placas fueron enjuagadas con
PBS y tratadas con Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich), las células se incubaron con el
anticuerpo primario anti- survivina (1:500, T9026, Sigma Aldrich), durante la noche a

4°C. Posteriormente se afiadio el anticuerpo secundario (anti-rabbit Alexa 488 1:100, A-
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21235, Molecular Probes) y se incubo durante una hora a 37°C. Las células fueron
tefiidas con Hoechst durante 10 minutos, se montaron y se tomaron imagenes mediante
microscopia focal. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos

independientes.
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7 Resultados y discusion

Una cantidad creciente de estudios indican que los polifenoles son capaces de
sensibilizar a los tumores resistentes a medicamentos quimioterapéuticos a traves de

diversos mecanismos.

La activacion de la via Wnt/B-catenina esta involucrada en la progresion del cancer,
relacionada con la sobreexpresion de B-catenina en ndcleo y citoplasma, lo cual se
asocia a tumores de mayor tamafio y en etapas de cancer avanzado, dando lugar a la
progresién y metastasis afectando significativamente la tasa de supervivencia general
(Han & Llim, 2020). Ademas, puede aumentar la expresion de proteinas antiapoptoticas,
lo que reduce la sensibilidad de las células cancerosas a la apoptosis inducida por la

qguimioterapia.

La activacién de la via Wnt puede disminuir la eficacia de las terapias dirigidas al
reducir la expresion de los receptores o aumentar la actividad de las proteinas que
confieren resistencia a estas terapias, asi como la sobreexpresion de los transportadores
ABC (Li H et al., 2018; Khan et al., 2015; Naus et al., 2007). Por lo tanto, la inhibicién de
la via Wnt puede ser una estrategia efectiva para superar la resistencia a estas terapias

en algunos casos de cancer.

Estudios previos en nuestro grupo de trabajo por (Hernandez Solano, 2021)
mostraron un efecto quimiosensibilizante de AT sobre lineas celulares PC-3/PTX, este
efecto quimiosensibilizante de AT potencializé el efecto de paclitaxel sobre su blanco, B-

tubulina.

35



Por lo que en la busqueda del mecanismo de accion del efecto quimiosensibilizante
de AT fue de nuestro interés explorar su efecto sobre la modulacion de la via Wnt/[3-

catenina.

Por tal motivo iniciamos evaluando el efecto de AT sobre la localizacion y expresion
de B-catenina en la linea celular PC-3/PTX, pues la localizacién de la B-catenina en la
célula es crucial para su funcién en la via de sefializacién Wnt/B-catenina. La activacion
de esta via conduce a la acumulacion de la B-catenina en el citoplasmay su translocacion
al nucleo, donde actia como un factor de transcripcidon para activar la expresion de genes
especificos (Han & Llim, 2020).

7.1 EI AT reduce la expresion de B-catenina en células PC-3/PTX
Para analizar la localizacion y expresion de B-catenina, se utilizé la técnica de
inmunofluorescencia, que es un método de alta sensibilidad que permite la deteccion y

localizacién de antigenos especificos en células o tejidos (Im et al., 2019).

En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos de la inmunofluorescencia
que se realiz6 en las células PC-3/PTX. La primera columna se muestra la luz
transmitida, la segunda columna hace referencia a la tincion del nacleo celular por
Hoechst, la tercera columna muestra la expresion de B-catenina y la cuarta columna al
Merge que es basicamente el empalme de las imagenes entre el nicleo de la célulay la
expresion de B-catenina. Las células sin tratamiento se muestran en la primera fila donde
es posible observar que las células PC-3/PTX presentan una sobreexpresion de -
catenina localizada en mayor medida en citoplasma y membrana, algunas células

muestran su localizacion en ndcleo y en membrana.
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Luz transmitida Hoechst B-catenina Merge

Control

AT
25 uM

AT
50uM

Figura 8. Localizacion y expresién de 8 -cadherina en células PC-3/PTX

Para evaluar el efecto del AT se utilizaron concentraciones de 25 yM y 50 uM
respectivamente. En la segunda fila las células se sometieron a una concentracion de
25uM de AT, de manera que disminuyo la expresion de (B-catenina en el citoplasma
notoriamente, de tal modo que la expresion y localizacion de B-catenina se muestra solo

en la membrana celular.

Con el fin de verificar que el efecto del AT era dosis-dependiente, se realiz6 el
tratamiento a una concentracion de 50 pyM, por lo tanto, a esta concentracion se inhibio
por completo la expresién de [B-catenina, es decir, su localizacion es casi nula en la
célula, nuestros resultados sugieren que AT modula la expresion y localizacion de B-

catenina, sugiriendo su efecto sobre la inhibicion de la via Wnt/B-catenina.
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Los resultados obtenidos se pueden asociar con una regulacion negativa de la via
Whnt/Bcatenina debido a inhibe la traslocacion de la B-catenina hacia el nucleo, lo que
coincide con (Srivastava NS & Rai, 2019) demostrd que la quercetina inhibe la actividad
transcripcional de la B-catenina y la expresién de genes diana de la via de sefalizacion

Whnt.

En otro estudio publicado por (Dai et al., 2018) se analiz6 el efecto del resveratrol
sobre la via se sefializacion Wnt en células de cancer gastrico. Demostraron que el
resveratrol reduce los niveles de expresion de 3-catenina y promueve su degradacion de
manera que inhibe de la expresién de genes diana de la via Wnt como c-myc, cyclin D1

entre otros.

Por otro lado, (Barati etal., 2022) demostré que el extracto Teucrium
persicum Boiss inhibi6 la actividad transcripcional de la B-catenina en células de cancer
de préstata. Ademas, moduld expresion de B-catenina sobre la membrana celular, lo cual
se asocia con la regulacion negativa de la via Wnt, la estabilidad el complejo proteico E-

cadherina/B-catenina y la unién adherente.

La glicoproteina de superficie E-cadherina es una de las moléculas mas
importantes que hacen posible la adhesion intercelular en los tejidos, esta proteina esté
implicada en la formacién y mantenimiento de las uniones estrechas y adherentes entre
células, lo que es esencial para el mantenimiento de la integridad del epitelio. La
reduccion/pérdida de la expresion de E-cadherina se reconoce como parte de los
principales eventos moleculares que impulsan la pérdida de adhesion célula-célula, por
lo tanto, estan asociados con la progresion del cancer, invasion y la metastasis del

cancer. Cabe mencionar que un tumor es mas invasivo porque ha perdido su capacidad
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de adhesion intercelular; por lo tanto, se puede suponer que la falta de expresion de esta
molécula de adhesion permitiria en los adenocarcinomas un comportamiento mas

invasivo en tejidos cercanos (Debies & Welch, 2001).

Ademas, se considera a E-cadherina como un regulador negativo de la via Wnt/
B-catenina, ya que su funcion es impedir la translocacion de la B-catenina al nacleo y la
activacion de la via. La pérdida de la E-cadherina puede llevar a la activacion de la via
Whnt/B-catenina y a la proliferacién celular descontrolada, o que puede contribuir al
desarrollo y progresion del cancer (Oloumi et al., 2004). En este sentido nos interesé

evaluar el efecto de AT sobre E-cadherina, a continuacion, se describen los resultados.

7.2 EI AT reduce la expresion de E-cadherina en células PC-3/PTX

Se analiz6 el efecto del AT sobre E-cadherina con el fin de determinar los niveles
de expresion y localizacion en células PC-3/PTX, esto debido a lo mencionado
anteriormente de su papel regulatorio sobre la activacion de la via Wnt, ademas de su

importante papel de E-cadherina como una proteina de adhesion celular

En la Figura 9 se muestra los resultados obtenidos mediante una
inmunofluorescencia. En la primera columna se muestra la luz transmitida y las
condiciones del experimento. Para la identificacion de los ndcleos las células fueron
tefildas con Hoechst, lo cual se asocian a una fluorescencia de color azul mostrada en la
segunda columna. En la tercera columna se muestra la expresion de E-cadherina que

corresponde a la fluorescencia color verde y la cuarta columna hace referencia al Merge.
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Luz transmitida Hoechst E-cadherina Merge

o .
AT
25 uyM
AT
50 uM

Figura 9. Localizacién y expresion de E-cadherina en células PC3/PTX tratadas con 25y 50
UM de AT

En la primera se encuentran las células sin tratamiento y la expresién de E-
cadherina no se observa de manera clara, es decir, su localizaciéon sobre bordes

membranales de las células PC- 3/PTX no esta bien definida.

En cambio, en el tratamiento con AT a 25 pM (segunda fila) se observa una mayor
expresion de E-cadherina en la membrana plasméatica con una clara definicién de bordes
membranales. De manera similar, se puede observar una localizacion mas definida de
E-cadherina en la membrana a una concentracién de 50 uM de AT, como se muestra en

la tercera fila.

Las células tienen la capacidad de controlar la intensidad de su adhesién y su

unién a otras células mediante diversos mecanismos. Pueden variar el tipo y la cantidad



de moléculas de adhesion que exponen en su membrana plasmatica mediante el control
de su sintesis y degradacion, o temporalmente retenerlas en compartimentos internos a
través de procesos de endocitosis y exocitosis. Otra forma de controlar la adhesion
celular es a través de la activacion o inactivacion temporal de las moléculas de adhesion
gue se encuentran en la membrana plasmatica. En condiciones normales, la E-cadherina
se une a la membrana celular y evita que la -catenina se acumule en el citoplasmay se
traslade al nacleo. Sin embargo, cuando la E-cadherina se degrada o se pierde, la -
catenina se libera y se acumula en el citoplasma, para su posterior desplazamiento al
nacleo y activar la transcripcibn de genes asociados con la proliferacion y la

supervivencia celular.

El efecto del AT mostrado sobre B-catenina y E-cadherina se relaciona con lo
publicado por (Stepniak et al., 2009) donde ellos revisan los mecanismos moleculares y
celulares de la adhesion intercelular e indican que la interaccion entre la E-cadherina y
la B-catenina en la membrana celular es esencial para la formacion y estabilidad de los
complejos adherentes. También mencionan que las mutaciones en las proteinas de la
adherencia intercelular, incluyendo la E-cadherina y la B-catenina, desestabilizan la
adhesion intercelular y estan asociadas con enfermedades como el cancer. La pérdida
de la funcion de la E-cadherina promueve la localizacion de B-catenina en el citoplasma

promoviendo la invasion y metastasis de las células tumorales.

Por su parte (Mukherjee et al., 2014) demostré que la curcumina disminuye la
migracion de las células de cancer de mama al aumentar la expresion de la proteina E-
cadherina. La E-cadherina (proteina de adhesion celular) ayuda a mantener la estructura

y funcién normales de los tejidos. Ademas, se encontré que la curcumina amplifica las
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interacciones E-cadherina con la proteina 3-catenina, lo que contribuye a la disminucién

de la migracion de las cancerigenas.

Por lo tanto, la expresion E-cadherina puede contribuir a la regulacion de vias de
sefalizacion implicadas en apoptosis (Chiu et al.,, 2016) muestran que antrocin "un
compuesto bioactivo de Antrodia cinnamomea" promueve la expresion de E-cadherina,
y esto favorece la regulacion de Fas, DR5 y Bax y la activaciones de caspasa-3, -8 y -9.
Ademas, también se observé una disminucion de la fosforilacion de FAK, MMP y
vimentina; asi mismo atenta la fosforilacibon de ERK y c-Fos. Todos estos efectos
promueven la inhibicion del crecimiento, migracién y la invasion celular e induce la

apoptosis.

Los mecanismos que generan reduccion/pérdida de la expresion de E-cadherina
comprenden la mutacion del gen CDH1 (Baranwal & Alahari, 2009), la mutacion truncada
(Strathdee, 2002) la hipermetilacion del promotor (Graff et al., 1995) y la inactivacion
transcripcional (Batlle et al., 2000). Varios estudios han demostrado que ~38 % de los
tumores de alto grado muestran una reduccion/pérdida de la expresion de E-cadherina'y
este fendmeno se ha relacionado con un comportamiento tumoral agresivo.

Por su parte, se ha demostrado que existen varias vias oncogénicas que
contribuyen a la transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) que se asocia con la
progresion tumoral y metastasis, siendo uno de los principales factores asociados a la
perdida de proteinas de expresion como son E-cadherina y 3-catenina. En este sentido,
(Wang H et al., 2013) describen cémo el resveratrol, un compuesto natural encontrado
en algunas plantas y en el vino tinto, puede inhibir la EMT inducida por TGF-1 en células

de cancer de pulmén. La EMT es un proceso en el que las células epiteliales adquieren
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caracteristicas de células mesenquimales y se vuelven mas mdaviles y agresivas, lo que
puede contribuir a la invasion y metastasis del cancer. En el estudio encontraron que el
resveratrol modula la expresion de la proteina E-cadherina, que es importante para
mantener las células unidas y adheridas entre si en los tejidos epiteliales. La pérdida de
E-cadherina es un marcador de EMT y se ha asociado con la progresion del cancer.
Ademas, el resveratrol también demostré que reduce la migracién y la invasion de las
células de cancer de pulmén en un ensayo de invasion transwell y un ensayo de
cicatrizacion de heridas.

Respecto al cancer colorrectal (CCR) (Barboura et al., 2022) muestran que el AT
fue capaz de inhibir la proliferacion en células y de modular la adhesion celular en células
CRC SW480, SW480 humanas y CRC CT26 murinas. Se report6 una Clso de tratamiento
de 6 uM y 22 uM para SW480 y SW620 respectivamente, y de 5.5 uM para las células
CT26 murinas a las 48 horas de tratamiento, de las cuales las células SW480 y CT26
presentaron una mayor sensibilidad a AT. El efecto fue mediante la inhibicién de la
transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) inducida por TGF- B1, asi como la inhibicion
de la proteina Slug y en diferentes vias de sefializacion por medio de la disminucién y

activacion de las cinasas ERK1/2, AKT y P38.

En algunos estudios, se ha demostrado que la disminuciéon o pérdida ha sido
implicada en la EMT y en la progresion del cancer en varios tipos de cancer, incluyendo
cancer de mama, cancer de ovario y cancer de pulmoén. Se ha sugerido que la pérdida
de la E-cadherina puede aumentar la plasticidad de las células cancerosas y contribuir a
la MDR (Bruner & Derksen, 2018; De Las Rivas et al., 2021; Huang et al., 2015; Song &

Faber, 2019).
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En este sentido (Chen P et al., 2015) investigaron el efecto de curcumina, un
compuesto natural que se encuentra en la carcuma, en células resistentes al cisplatino
en cancer de pulmoén. Los autores encontraron que curcumina puede aumentar la

expresion de la E-cadherina y reducir la resistencia al cisplatino al inhibir la via FA/BRCA.

Mientras que (Chen X et al., 2012) encontraron que la pérdida de E-cadherina,
esta asociada con el crecimiento y la invasion de las células de carcinoma colorrectal,
asi como con la MDR y la metastasis hepatica. Ademas, los autores sugieren que la E-
cadherina puede ser un posible biomarcador para la deteccion temprana y la progresion
del carcinoma colorrectal (Kar et al., 2015).

Por su parte, (Lu et al., 2012) encontraron que la linea celular MCF-7/Adr, una
linea celular resistente a multiples farmacos, tiene niveles reducidos de E-cadherina en
comparacién con la linea celular MCF-7 sensible a los farmacos. Ademas, la MCF-7/Adr
también presentd un aumento en la capacidad invasiva en comparacion con la MCF-7.
Los resultados sugieren que la pérdida de E-cadherina puede estar involucrada en la
mejora de la capacidad invasiva de la MCF-7/Adr y podrian tener implicaciones
importantes en la MDR a los tratamientos del cancer de mama.

En general todos estos reportes convergen en que la perdida de E-cadherina se
ha relacionado con la activacién de la via de sefializacion de Wnt/B-catenina. Por su
parte, se ha demostrado que la pérdida de E-cadherina se asocia con un aumento en la
expresion de survivina en diferentes tipos de cancer.

La survivina, es una proteina antiapoptética que promueve tanto la proliferacion
celular como la angiogénesis, lo que proporciona ventajas a un tumor de rapido

crecimiento y, en consecuencia, a una transformacion neoplasica. Ademas de su papel
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directo en la carcinogénesis, la survivina también puede desempeifiar un papel clave en
la progresion del cancer y la angiogénesis tumoral debido a su alta expresion en las
células endoteliales durante la fase de remodelacion y proliferacion de la angiogénesis

(Lee et al., 2006; Mita et al., 2008).

7.3 Expresién de survivina en células PC-3/PTX

Se ha observado que la sobreexpresion de la proteina survivina puede estar
relacionada con la MDR en diferentes tipos de céancer. Esto se debe a que survivina
puede inhibir la apoptosis o muerte celular programada, que es un proceso natural que
las células utilizan para autodestruirse cuando estan dafiadas o disfuncionales. Ademas,
estudios han demostrado que la inhibicién de survivina puede aumentar la sensibilidad
de las células cancerosas a los medicamentos anticancerigenos y mejorar la eficacia del
tratamiento, lo que sugiere que la regulacion de esta proteina puede ser una estrategia
terapéutica Util en pacientes con cancer, ademas de que survivina es un blanco molecular
de B-catenina por lo que su regulacién también se relaciona con la regulacién negativa
de la via Wnt/B-catenina.

En este sentido, nos interes6 analizar el efecto de AT sobre la expresion y localizacion
de survivina, para lo cual se utiliz6 la técnica de inmunofluorescencia para determinar su

expresion y localizacion en las células PC-3/PTX.
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En la figura 10 en la primera fila se muestran los resultados de la expresion y
localizacion de survivina en células sin tratamiento; en la segunda fila las células tratadas
a una concentracion de AT a 50 pM. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst para la
identificacion del nudcleo celular la cual se asocia a la fluorescencia de color azul; la
fluorescencia color verde corresponde a la expresion de la survivina y el Merge
representa el empalme de ambas tinciones. También es posible observar una
sobreexpresion citoplasmatica de survivina en las células PC-3/PTX sin tratamiento. Con
base al analisis de expresion de survivina, en las células tratadas con AT a 50 uM se
detectdé una menor tincion citoplasmética indicando que los niveles de expresion
disminuyeron en gran parte de las células PC-3/PTX.

Luz transmitida Hoechst Survivina Merge

. . ..

Figura 10. Localizacion y expresion de survivina en células PC-3/PTX tratadas con 50 uM de AT.

Control

Estos resultados son interesantes debido a que hay reportes que indican que la
regulacion negativa de la expresion de survivina elevo la sensibilidad a la quimioterapia

y promueve la apoptosis. Por ejemplo un estudio en células de cancer de ovario A2780
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realizado por (Tang et al., 2016) demostré que punicalagina (PUN), un polifenol aislado
de depunica granatum, a una concentracion de 0, 3, 6, y 12 uM durante 24 horas regul6
a la baja la expresion de survivina mediante la inhibicion de la via Wnt/p3-catenina de
manera dependiente de la dosis. De manera similar en células PC-3 de cancer de
prostata, se reportd un efecto regulador al alza de Bax y Bak, asi como una disminucion
en Bcl-XL y Bcl-2. Mientras que (Liu et al.,, 2010) encontraron que la inhibicién de la
expresion de survivina también redujo la expresion de P-glicoproteina/MDR1, lo que
sugiere una conexion entre ambas proteinas en la MDR en estas células.

Recientemente autores encontraron que la hipoxia aument6 la expresion de
survivina y la MDR de las células sugiriendo que survivina puede desempefiar un papel
importante en la MDR inducida por la hipoxia en células de carcinoma de laringe, y puede
ser un objetivo terapéutico potencial para mejorar la eficacia del tratamiento contra el
cancer.

Por su parte, una de las vias responsables de la progresién tumoral mediada por
survivina es la promocion de la angiogénesis en las células cancerosas. Survivina
aumenta la expresion de VEGF y promueve la proliferacién de células endoteliales (EC)
por mecanismos que aun no estan claros. Se ha sugerido la existencia de un bucle de
retroalimentacion positiva que conecta la expresion de survivina en las células tumorales
con la transcripcién dependiente de [(-catenina-Tcf/Lef potenciada por PI3K/Akt que
induce la secrecion de VEGF y la angiogénesis (Fernandez et al., 2014).

El silenciamiento del gen survivina mediado por ARN de interferencia pequefio
(ARNip) aumenta la apoptosis, inhibe la formacion de tumores y la angiogénesis en

células de cancer de mama y de cuello uterino in vivo (Li et al., 2006).
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La expresion de VEGF inducida por survivina también contribuye a la
quimiorresistencia al estimular la organizacion de la tubulina en distintas fibras (Tran
et al., 2002). La survivina esta especialmente regulada al alza en las CE vasculares
tumorales en comparacion con los tejidos normales, lo que confiere MDR en las CE
vasculares tumorales (Virrey et al., 2008). Por lo tanto, la inhibicién de survivina en el
tumor promovera no solo la muerte de las células tumorales, sino que también
sensibilizara a las células de la red vascular del tumor a los farmacos quimioterapéuticos.

En general todos los resultados presentados anteriormente determinaron el efecto
antitumoral y sensibilizante del AT mediante la inhibicion de la expresion de 3-cateninay
su localizacion en membrana, incremento en la expresion de E-cadherina y su
localizacibn en membrana y la inhibicion de la expresion de survivina proteina
antiapoptotica y blanco molecular de B-catenina, estos resultados sugieren que AT tiene
efecto en la inhibicién de la via Wnt/B-catenina.

Nuestros resultados concuerdan con varios estudios que indican que la activacion
de la via Wnt puede aumentar la expresion de las proteinas MDR, lo que lleva a una
mayor resistencia a los tratamientos contra el cancer. Ademas, se ha demostrado que la
inhibicién de la via Wnt puede disminuir la expresion de MDR y aumentar la sensibilidad
de las células cancerosas a los farmacos.

Por ejemplo, se han demostrado que la activacion de TCF7, un regulador
transcripcional positivo en la sefializacion de la via Wnt/B-catenina, induce sefializacion
anormal de Wnt/B-catenina, e induce resistencia a gedatolisib en células de cancer de
colon (Park et al., 2019), también se asocia que la enzima conjugadora de ubiquitina 2,

proteinas UBE2S y UBE2M puede activar la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina,
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promoviendo la resistencia a olaparib en cancer de ovario y resistencia a 5-FU en cancer
colorrectal, respectivamente (Hu et al., 2021; J. Xu et al., 2020).

Por su parte, la regulacion de la expresion de B-catenina aumenta efectivamente
la sensibilidad de las células de cancer de ovario a los farmacos quimioterapéuticos y
revierte la MDR de platino (Barghout et al., 2015). Otro estudio en pacientes con cancer
de mama resistente al carboplatino encontré que la activacion canoénica de sefializacion
de Wnt/B-catenina regula la expresion de marcadores tumorales y promovio la resistencia
al carboplatino. Inhibicion de la Wnt/B-catenina restaur6 la sensibilidad del tejido tumoral
al carboplatino (Abreu de Oliveira etal., 2021), también revirti6 la resistencia a la
enzalutamida en el cancer de préstata (Zhang Z et al., 2018).

Ademas, se ha demostrado que ARN pequefios también puede regular la via de
sefializacion de Wnt/B-catenina para promover o inhibir la adquisicion de MDR
quimioterapéuticos. Por ejemplo, MiR-624-5p regula la expresion de la proteina 3 que
contiene el dominio pirina de la familia de receptores tipo nod (NLRP3) a través de la via
de sefalizacion EMT/IL-1/Wnt/B-catenina, y promueve resistencia a gemcitabina en
células de cancer de ovario. MiR-331-3p activa Wnt/B-catenina y promueve la resistencia
a la quimioterapia farmacos en el cancer de préstata (Z. Zhang et al., 2018).

El regulador 1 de BMP (CRIM1) inhibe la sefalizacion de Wnt/B-catenina y revierte
la resistencia a cetuximab en el cancer colorrectal (Han et al., 2022).

Otro estudio muestra que la activacion de la via de sefializacion de PI3K/Akt y un
aumento en la expresion del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) regulado por la B-
catenina nuclear y la reprogramacion metabdlica de la glucosa inducida, confiriendo

resistencia al fluorouracilo (5-FU) en el cancer colorrectal (Dong et al., 2022). En cancer
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colorrectal, la expresion de carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) se regula
negativamente, activando la via ROS/Wnt/B-catenina e induccion de resistencia al
oxaliplatino en el cancer colorrectal (H. Li et al., 2021).

Por otro lado, en la linea de carcinoma de pulmén de células no pequefas
(CPCNP) el AT indujo la deteccién del ciclo celular y la migracion de las células
cancerosas mediante la via de sefializacion TGF- 1. Se report6 el efecto del AT en la
linea celular CPCNP siendo A549 y H1299 a una concentracion de 25 uM y 50 uM
durante 24 horas de tratamiento. En la linea A549 el AT inhibié la expresién de SOX2,
OCT4 y NANOG que estan asociados a la viabilidad de las células troncales cancerosas,
también la reguld las proteinas involucradas en ciclo celular tales como P53, P21, P18,
BAX y BCL-2. De igual forma se observo un efecto sobre la sobre la via EMT y la via
VEGF/VEGFR2 que tienen un papel importante en la migracion, proliferacion y
supervivencia celular. EI AT demostré tener un efecto dependiente de la dosis
(Pattarayan et al., 2018).

Por su parte, estudios muestran que la regulacion de la via Wnt/B-catenina puede
regular factores pro-apoptoticos e inhiben los factores anti-apoptoticos, promoviendo asi
la apoptosis enddgena (Scaria et al., 2020). Por ejemplo, en la linea de cancer gingival
YD-38 AT arrojo una Clso que oscilé entre 50 y 70 uM, las células se trataron con
concentraciones crecientes de AT durante 48 horas, el efecto del AT redujo al 50% la
viabilidad celular e indujo la detencion de la fase G1/S del ciclo celular a una
concentracion de 60 uM. El estudio revelo que el AT disminuyo la expresion Bcl-2 y Bcl-
XL y aumento la expresion de Bax y la activacion de caspasa -3 de manera que confirma

la induccion de apoptosis, el efecto causado se debié a la supresion de la via
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JaK2/STAT3 (Darvin et al., 2015). Por su parte otro estudio, indica que matrine también
puede inducir dafio mitocondrial al promover el efecto proapoptoético de genes Bax, Bid,
Bad y Bim, y la regulacién negativa de los genes inhibidores de la apoptosis Bcl-2, Mcl-
1y Bcl-XL para promover la apoptosis endégena. Estudios muestran que matrine regula
la expresion de ABCBL, lo que reduce el flujo de salida del farmaco, lo que también
puede estar relacionado con la inhibicion de NF-kB vy facilitar la via apoptotica intrinseca
mediante la regulacion negativa del factor antiapoptético Bcl-2 (Chen X et al., 2019; Zhou
et al., 2018).

En este estudio fue posible determinar el efecto antitumoral y sensibilizante del

AT mediante la via de sefializacion Wnt/B-catenina.
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8 Conclusiones
Con base a los resultados de nuestro estudio, se sugiere que el efecto
guimiosensibilizante del tratamiento con AT en células PC-3/PTX, esta mediado por la
modulacién de la via Wnt/B-catenina
» EI AT disminuye la expresion de B-catenina y promueve su localizacion en la
membrana, evitando su traslocacion al nacleo y la expresion de genes implicados
en la proliferacion celular.
» AT incrementa los niveles de E-cadherina en membrana, lo cual se asocia a la
regulacion negativa de la via Wnt/B-catenina.

» At disminuye la expresion de survivina, blanco molecular de la via Wnt/p-catenina.
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