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1. RESUMEN

A nivel global, el cancer colorrectal sigue siendo una de las principales causas
de mortalidad. Diversos factores de riesgo se han asociado a su desarrollo,
entre ellos la obesidad, la cual estd estrechamente relacionada con procesos
inflamatorios y trastornos metabolicos como la dislipidemia. Esto favorece
la generacion de un microambiente tumoral proinflamatorio, caracterizado
por niveles elevados de ox-LDL y TNF-a. En este estudio se analizo el efecto
sinérgico entre ox-LDL y TNF-a sobre la activacion de vias de sefializacion
intracelular sensibles a especies redox WNT/B-catenina y PI3K/AKT,
implicadas en la regulacion de la proliferacion celular en lineas de cancer
colorrectal. Para ello, se utilizaron dos lineas celulares de cancer colorrectal,
COLO320 y SW620, que fueron tratadas con distintas concentraciones de
ox-LDL y TNF-a y combinados. Se evaluo el efecto proliferativo inducido
por el sinergismo, asi como la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS), la fosforilacion de proteinas involucradas en las vias mencionadas, y
la viabilidad celular bajo condiciones de inhibicion de dichas rutas de
sefalizacion. Se determin6 que, el co-tratamiento con ox-LDL y TNF-a
aumento significativamente la proliferacion celular en la linea COLO320,
acompafiado de un incremento en la generacion de ROS en ambas lineas
celulares. Aunque no se demostr6 un aumento significativo en la
fosforilacion de AKT o B-catenina tras el co-tratamiento, la inhibicion de las
vias WNT/B-catenina y PI3K/AKT gener6 efectos diferenciales entre ambas
lineas, sugiriendo una activacion heterogénea y dependiente del contexto
molecular. Estos resultados podrian contribuir al desarrollo de terapias mas
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efectivas, avanzando hacia aplicaciones traslacionales con proyeccion clinica

y biotecnoldgica.
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2. ABSTRACT

Globally, colorectal cancer remains one of the leading causes of mortality.
Various risk factors have been associated with its development, including
obesity, which is closely linked ti inflammatory processes and metabolic
disorders sush as dyslipidemia. This promotes the generation of a
proinflammatory tumor microenvironment, characterized bt elevated levels
of ox-LDL and TNF-a. In This study, analyzed the synergistic effect of ox-
LDL and TNF-a on the activation of intracellular redox-sensitive signaling
pathways, specifically WNT/B-catenin and PI3K/AKT, which are involved
in the regulation of cell proliferation in colorectal cancer cell lines. Two
colorectal cancer cell lines, COLO320 and SW620, were used and treated
with various concentrations of ox-LDL, TNF-a, and their combination. The
study evaluated the proliferative effect induced by the synergism, as well as
the production of reactive oxygen species (ROS), the phosphorylation of key
proteins within the mentioned pathways, and cell viability under conditions

of pathway inhibition.

It was found that the combined treatment with ox-LDL and TNF-a
significantly increased cell proliferation in the COLO320 line and promoted

ROS generation in both cell lines. Although a clear increase in the

xiil



phosphorylation of AKT or B-catenin following cotreatment could not be
demonstrated, inhibition of the WNT/B-catenin and PI3K/AKT pathways
showed differential effects between the two lines, suggesting a heterogeneous

and context-dependent activation.

These findings may contribute to the development of more effective
therapies, advancing toward translational applications with clinical and

biotechnological potential.
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3. INTRODUCCION

3.1. Cancer a nivel mundial y en Chile.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el cancer como una
proliferacion descontrolada de c€lulas anormales que pueden invadir tejidos
circundantes y diseminarse a otras partes del cuerpo, fenomeno conocido
como metastasis. Esta capacidad de diseminacion representa una de las
principales causas de muerte asociadas a la enfermedad (World Health

Organization, 2022).

A nivel mundial, el cancer contintia siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad. En 2022, se estimaron aproximadamente 20
millones de nuevos casos y cerca de 9,7 millones de muertes por cancer. Los
tipos de cancer mas diagnosticados fueron el cancer de pulmoén (2,5 millones
de casos), seguido por el cancer de mama (2,3 millones), el cancer colorrectal
(1,9 millones), el cadncer de prostata (1,5 millones) y el cancer gastrico (970
mil casos) (Globocan, 2022b; World Health Organization, 2024). Estas cifras
reflejan no solo la persistente carga global del cancer, sino también los
desafios en términos de prevencion, diagnostico y tratamiento, especialmente

en paises de ingresos medios y bajos (World Health Organization, 2024).



En el contexto nacional, Chile no ha sido ajeno a esta realidad. De acuerdo
con los registros del observatorio mundial del cancer, durante el afio 2022 se
registraron aproximadamente 59.000 nuevos diagndsticos de cancer,
mientras que las muertes por esta causa ascendieron a mas de 31.000. Los
tipos de cancer mas prevalentes fueron el de prostata, colorrectal, mama,
estbmago y pulmon, en ese orden (Globocan, 2022a). Respecto a la
mortalidad general en Chile, el Instituto Nacional de Estadisticas (INE) y el
DEIS senalan que en 2022 las enfermedades del sistema cardiovascular se
mantuvieron como la principal causa de muerte, representando el 26,4 % del
total de defunciones. Sin embargo, los tumores malignos ocuparon el
segundo lugar, con un 26,1 %, lo que representa una carga significativa para

el sistema de salud nacional (Instituto Nacional de Estadistica, 2022).

El cancer colorrectal ha mostrado un aumento progresivo tanto en su
incidencia como en la mortalidad en los ultimos afios. Segin datos del
Ministerio de Salud y los antecedentes recopilados entre 2013 y 2018, el
cancer colorrectal ha pasado a ocupar el primer lugar en términos de
mortalidad entre los canceres del tracto gastrointestinal, y el tercer lugar

dentro de todas las causas de muerte por cancer en el pais (Salud, 2019). Este



fenomeno ha motivado su inclusion prioritaria en el Plan Nacional del Cancer
2022-2027, el cual busca fortalecer la vigilancia epidemioldgica y mejorar el

acceso a programas de deteccidon precoz y tratamiento oportuno (Salud,

2022).

3.2. Cancer Colorrectal.

El cancer colorrectal (CCR) se define como una neoplasia maligna que se
origina en el epitelio del colon o del recto. En la mayoria de los casos, el CCR
se desarrolla a partir de lesiones precursoras denominadas polipos
adenomatosos, los cuales pueden localizarse en cualquier segmento del
intestino grueso, desde la valvula ileocecal hasta el recto (figura 1). La
progresion de estos polipos hacia adenocarcinomas invasivos €s un proceso
de multiples etapas que involucra alteraciones genéticas y epigenéticas

acumulativas (Fleming y col., 2012; Kuipers y col., 2015; Zhu y Li, 2023).
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Figura 1. Evolucion de las lesiones en el colon.
El proceso comienza con la hiperproliferacion benigna y los pdlipos adenomatosos y continua
hasta la displasia severa y el desarrollo de cancer colorrectal maligno (Zhu y Li, 2023).

Desde el punto de vista histopatologico, mas del 90% de los casos de CCR
corresponden a adenocarcinomas derivados de células epiteliales de la
mucosa colorrectal. Estos se clasifican segiin su grado de diferenciacion en
bien diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados,
basandose en la formacion glandular observada en el tejido tumoral. La
mayoria de los adenocarcinomas colorrectales son moderadamente
diferenciados, mostrando entre un 50% y un 95% de formacion glandular

(Fleming y col., 2012; Kuipers y col., 2015).

En términos etiologicos, aproximadamente el 60-65% de los casos de CCR
son esporadicos, es decir, no presentan antecedentes familiares ni mutaciones
genéticas hereditarias identificables. Diversos factores de riesgo se han

asociado con el desarrollo de CCR esporadico, incluyendo enfermedades



inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn,
obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina e hipertension arterial (Durko
y Malecka-Panas, 2014; Johnson y col., 2013; Ruminska y col., 2015).
Ademas, estudios recientes han identificado la enfermedad del higado graso
no alcoholico (NAFLD) como un factor de riesgo emergente para el CCR de

aparicion temprana (Lee y col., 2022).

Por otro lado, se estima que entre el 25% y el 30% de los casos de CCR
presentan un componente hereditario. Dentro de este grupo,
aproximadamente el 5-10% se atribuye a sindromes hereditarios bien
definidos, como el sindrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar
(FAP), la poliposis asociada a MUTYH (MAP), el sindrome de Peutz-
Jeghers, la poliposis serrada y la poliposis juvenil. Estos sindromes estan
asociados con mutaciones germinales en genes especificos que aumentan
significativamente el riesgo de desarrollar CCR (Goosenberg, 2025; Keum y

Giovannucci, 2019).

El sindrome de Lynch, también conocido como CCR hereditario no
poliposico (HNPCC), es causado por mutaciones en genes de reparacion de

errores de apareamiento del ADN, como MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. La



FAP es resultado de mutaciones en el gen APC, llevando al desarrollo de
cientos a miles de polipos adenomatosos en el colon y recto. La MAP se debe
a mutaciones bialélicas en el gen MUTYH, mientras que el sindrome de
Peutz-Jeghers esta asociado con mutaciones en el gen STK11. La poliposis
serrada y la poliposis juvenil estan relacionadas con mutaciones en los genes
BRAF, KRAS, SMAD4 y BMPRIA, respectivamente (Carballal y col.,

2013; Goosenberg, 2025; Keum y Giovannucci, 2019).

Dada la alta incidencia y mortalidad asociadas al CCR, especialmente en
etapas avanzadas, es crucial implementar estrategias de deteccién temprana
y prevencion. La identificacion de individuos en riesgo, tanto por factores
ambientales como genéticos, permite la adopcion de medidas preventivas y
terapéuticas oportunas, mejorando asi el prondstico y la calidad de vida de

los pacientes.

3.3. Deteccion del cancer colorrectal.

La deteccion precoz del CCR es relevante para prevenir su alta mortalidad,
ya que aproximadamente el 45% de las personas diagnosticadas fallecen a
causa de esta enfermedad, en gran parte debido a un diagnodstico tardio

(American Cancer Society, 2025). Existen multiples métodos de tamizaje,



tanto invasivos como no invasivos, cada uno con ventajas y limitaciones que
determinan su aplicabilidad segiin el contexto clinico y epidemiolégico.

Entre ellos, las pruebas mayormente invasivas, que incluyen:

La colonoscopia, considerada el estandar principal en la deteccion del CCR
debido a su alta sensibilidad (>95%) para lesiones precancerosas y malignas.
Ademas, permite la reseccion de podlipos durante el procedimiento, lo que
afiade un valor terapéutico (Bretthauer y col.,, 2022). No obstante, su
implementacion masiva se ve limitada por la necesidad de preparacion
intestinal, sedacién, mayor costo y recursos humanos especializados

(Schreuders y col., 2015; Simon, 2016).

La prueba Sigmoidoscopia flexible, una técnica que permite examinar hasta
el colon sigmoide, siendo menos invasiva que la colonoscopia. Su
sensibilidad alcanza aproximadamente el 70% para canceres ubicados en el
area accesible al instrumento, aunque no permite una evaluaciéon completa

del colon (Schreuders y col., 2015; Simon, 2016).

Por otra parte, se realizan pruebas no invasivas, que incluyen:

La denominada examen de sangre oculta en deposiciones (SOD), un método

que detecta la presencia de hemoglobina en heces mediante una reaccion con



guayaco, si la deteccion es positiva se genera un color azul. Su sensibilidad
para detectar CCR oscila entre 65% y 80%, con una especificidad de 78%-
90% (Elsafi y col., 2015). Sin embargo, requiere de restricciones dietéticas
previas y multiples muestras, factores que afectan la adherencia (Schreuders

y col., 2015; Simon, 2016).

Para la prueba inmunoquimica fecal (FIT) se utilizan anticuerpos
monoclonales contra la hemoglobina humana, sin necesidad de restricciones
alimentarias. Su sensibilidad alcanza el 91% y la especificidad ronda el 90%,
siendo mas precisa que la SOD para detectar sangrado de origen colorrectal

(Schreuders y col., 2015; Simon, 2016) .

La eleccion del método de deteccion debe ajustarse al riesgo individual del
paciente, su historial médico y las caracteristicas del sistema de salud. En
poblaciones de riesgo promedio, las pruebas no invasivas son utiles para
tamizajes periddicos. En cambio, en pacientes de alto riesgo o con resultados
positivos en pruebas fecales, se recomienda colonoscopia como examen
confirmatorio. La implementacion efectiva de programas de tamizaje ha
demostrado reducir significativamente la mortalidad por CCR. Por tanto,

detectar la enfermedad en etapas tempranas incrementa la tasa de



supervivencia a cinco afios a cerca del 90%, frente al 13% en casos

diagnosticados en fases avanzadas (Siegel y col., 2023).

3.4. Marcadores de deteccion.

3.4.1. Inflamacion cronica, TNF-a y carcinogénesis colorrectal.

La inflamacion crénica de bajo grado, caracteristica de la obesidad y el
sobrepeso, desempefia un papel crucial en la patogénesis del CCR. Este
estado inflamatorio persistente se asocia con un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que conduce a dafio en el ADN,
proteinas y lipidos, promoviendo asi la carcinogénesis (Wlodarczyk y
Nowicka, 2019). El desequilibrio entre la generacion de ROS y la capacidad
antioxidante del organismo, conocido como estrés oxidativo, es un factor
clave en este proceso. La deficiencia de antioxidantes como las vitaminas A,
E y B-caroteno agrava este desequilibrio, aumentando la susceptibilidad al
dafio celular y al desarrollo tumoral, incluido el CCR (Crespo-Sanjuany col.,

2015).

El TNF-a, una citocina proinflamatoria producida principalmente por
macroéfagos y células del tejido adiposo, que estd implicada en multiples

etapas de la carcinogénesis colorrectal. Ademas, TNF-a induce la expresion



de enzimas pro-oxidantes como la NADPH oxidasa, aumentando la
produccién de ROS y perpetuando el ciclo de dafo oxidativo e inflamacion

(Morgan y Liu, 2011).

En Chile, la prevalencia de sobrepeso y obesidad ha alcanzado niveles
alarmantes. Segun datos recientes, aproximadamente el 64% de la poblacion
adulta presenta algun grado de exceso de peso, lo que incrementa el riesgo
de enfermedades cronicas no transmisibles, incluido el CCR. El indice de
masa corporal (IMC) es la herramienta mas utilizada para clasificar el
sobrepeso (IMC >25) y la obesidad (IMC >30), siendo un predictor
importante de riesgo para dislipidemias y otras comorbilidades asociadas

(Ministerio de Salud, 2017).

La dislipidemia, caracterizada por niveles anormales de lipidos en sangre, es
comun en individuos con sobrepeso u obesidad. Estudios recientes indican
que entre el 60% y el 70% de las personas obesas presentan dislipidemia, lo
que se asocia con un aumento en la formacidén de poélipos colorrectales,
lesiones precursoras del CCR (Feingold y Grunfeld, 2023). La obesidad

abdominal, en particular, se ha vinculado significativamente con un mayor
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riesgo de desarrollo de pdlipos, destacando la importancia de la distribucion

de la grasa corporal en la evaluacion del riesgo oncologico (Yuy col., 2010).

En conjunto, estos hallazgos subrayan la interconexion entre la inflamacién
cronica inducida por la obesidad, el estrés oxidativo y la activacion de
mediadores proinflamatorios como el TNF-a en la promocion y progresion
del cancer colorrectal. La comprension de estos mecanismos es esencial para
el desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas dirigidas a reducir la

carga de esta enfermedad.

3.4.2. Dislipidemia y LDL oxidada en la carcinogénesis colorrectal.

La dislipidemia se define como un conjunto de alteraciones en los lipidos
plasmaticos, incluyendo niveles elevados de colesterol total, lipoproteinas de
baja densidad (LDL), triglicéridos y/o niveles reducidos de lipoproteinas de
alta densidad (HDL). Esta condiciébn se asocia estrechamente con
enfermedades cardiovasculares y ha sido implicada en procesos inflamatorios
cronicos que pueden contribuir al desarrollo de neoplasias, incluido el CCR

(Ministerio de Salud, 2017).

La LDL, al ser rica en acidos grasos poliinsaturados, es particularmente

susceptible a la oxidacion en presencia de ROS, generando ox-LDL. Esta
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forma oxidada de LDL no es reconocida por los receptores clasicos de LDL,
sino que interactia con receptores de tipo scavenger, como LOX-1, CD36 'y
MSRI1, presentes en diversas células, incluyendo las del epitelio colonico
(Gonzalez-Horta y col., 2024). La unién de ox-LDL a estos receptores induce
la generacion adicional de ROS, activando vias de sefializacion intracelular
que promueven la proliferacion celular, la inflamacion y la inhibicion de la

apoptosis, procesos clave en la carcinogénesis (Gonzalez-Horta y col., 2022)

En conjunto, la dislipidemia y la presencia de ox-LDL desempefian un papel
crucial en la promocion de un microambiente proinflamatorio y prooxidativo
en el colon, facilitando la progresion del CCR. La comprension de estos
mecanismos es esencial para el desarrollo de estrategias preventivas y

terapéuticas dirigidas a reducir la carga de esta enfermedad.

3.5. Vias de transduccion de sefiales sensibles a especies reactivas del
oxigeno.
Las especies reactivas del oxigeno tienen una funcion dual en las células,
actuando como segundos mensajeros en la sefializacion celular y, en
concentraciones elevadas, induciendo dano oxidativo. En el contexto del

cancer colorrectal, la produccion de ROS esta estrechamente relacionada con
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la activacion de vias de sefializacién que promueven la proliferacion celular
y la supervivencia, contribuyendo asi a la tumorogénesis (Catalano y col.,

2025).

Uno de los principales mecanismos de generacion de ROS en las células
epiteliales del colon es la activacion de la enzima NADPH oxidasa 1 (NOX1).
Esta enzima esta compuesta por subunidades funcionales como p22”phox,
NOXATI (activadora) y NOXOI1 (organizadora), que son criticas para su
ensamblaje y funcionamiento (Maghzal y col., 2012; Touyz y col., 2011). El
producto primario de NOXI1 es el anién superdoxido (O27), el cual es
rapidamente convertido a peroxido de hidrogeno (H20:) por diversas
isoformas de superdxido dismutasa (SODI1 citosolica, SOD2 mitocondrial y

SOD3 extracelular) (Ocejo, 2019).

Mecanismos redox-dependientes: La via PI3K/AKT es una de las
principales rutas de sefializacion involucradas en la proliferacion y
supervivencia celular. PI3K fosforila lipidos de membrana generando PIP3,
que activa AKT, promoviendo la transcripcion de genes anti-apoptoticos y la
inhibicion de proteinas pro-apoptoticas (Itoh y col., 2002; Lu y col., 2011).

Esta via es modulada por ROS en dos niveles: por un lado, AKT puede
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fosforilar componentes de NOX, aumentando la produccion de ROS; por otro
lado, el H20: generado puede oxidar e inhibir PTEN, lo que eleva los niveles

de PIP3, generando hiperactivacion de AKT (Koundouros y Poulogiannis,

2018).

Estudios en células de colon y neutréfilos humanos han demostrado que la
inhibicion de PI3K reduce significativamente la actividad de NOXI,
confirmando la retroalimentacidon positiva entre ambas rutas (Chen y col.,

2001).

La via WNT/B-catenina es otra via critica en la regulacion de la proliferacion
celular (Freese y col., 2010). En condiciones fisioldgicas, B-catenina es
degradada por un complejo formado por APC, Axin y GSK3f. Mutaciones
en APC, comunes en CCR esporadico, impiden esta degradacion y
promueven la acumulacion nuclear de 3-catenina, lo que lleva a la activacion
de genes proliferativos como c-Myc y ciclina D1 (Brabletz y col., 2000;
Fodde y col., 2001). La producciéon de ROS por NOX1 modula esta via a
través de la oxidacion de nucleoredoxina (NRX), una proteina que
normalmente se une a Dishevelled (Dvl) para inhibir la via. La oxidacion de

NRX disocia este complejo, permitiendo la activacion de [-catenina.
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Ademas, el H20: generado por NOX1 puede inactivar PTEN, generando una
sinergia funcional con la via PI3K/AKT, que promueve la fosforilacion de -
catenina en residuos especificos, facilitando su translocacion nuclear (He y

col., 2007; Lee y col., 2002; Simpson y Parsons, 2001)
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El problema principal que aborda este trabajo radica en que no existen
estudios concluyentes sobre la posible accion sinérgica entre ox-LDL y TNF-
a en la proliferacion celular del cancer colorrectal, especialmente
considerando que ambos factores estan elevados en pacientes obesos, y que
Chile presenta una alta prevalencia de obesidad y sobrepeso. Este contexto
sugiere que el estrés oxidativo y la inflamacion cronica podrian desempefiar
un papel clave en el desarrollo del CCR, pero los mecanismos subyacentes

no han sido completamente esclarecidos (figura 2).

Nuestra investigacion se focaliza en este vacio, analizando si la interaccion
entre ox-LDL y TNF-a activa vias de senalizacion celular sensibles a
especies reactivas de oxigeno, como WNT/B-catenina y PI3K/AKT. Estas
vias estan estrechamente vinculadas a la proliferacion celular y podrian estar
moduladas por el ambiente inflamatorio y oxidativo caracteristico de la

obesidad.

La solucion propuesta consiste en dilucidar como el ambiente
proinflamatorio y oxidativo contribuye a la activacion de vias de sefializacion

sensibles a especies reactivas de oxigeno, como WNT/B-catenina y
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PI3K/AKT, y a la proliferacion celular en el CCR, con el fin de proponer el
uso de ox-LDL y TNF-a como biomarcadores clave para el diagnostico

precoz de esta enfermedad, mejorando asi las posibilidades de intervencion

oportuna.
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Figura 2. Modelo propuesto de activacion de vias PI3K/AKT y WNT/B-catenina por la accién
sinérgica de ox-LDL y TNF-a.

La internalizacion de ox-LDL y TNF-a induce la formacién de especies reactivas del oxigeno desde NOX-
1. La formacion de ROS inhibe a PTEN promoviendo una cascada de desregulacion que incluye la
acumulacion de PIP3, lo que conlleva a la hiper-fosforilacion de AKT provocando la fosforilacion de NOX-
1 y B-catenina. La fosforilacion de B-catenina en una serina especifica provoca su traslocacion al nucleo
para la activacion de factores de transcripcion para genes de proliferacion celular. Por otro lado, especies
reactivas del oxigeno pueden oxidar NRX disociandolo de Dvl provocando la estabilizacion de B-catenina
y suprimiendo los complejos de destruccion translocandola al nticleo. Fuente: elaboracion propia.
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5. HIPOTESIS
La accion sinérgica entre ox-LDL y TNF-a induce la activacion de las vias
de senalizacidn intracelular sensibles a especies redox WNT/B-catenina y
PI3K/AKT, involucradas en la proliferacion celular en lineas celulares de

cancer colorrectal.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General:
Evaluar el efecto sinérgico entre ox-LDL y TNF-a en la activacion de las vias
de sefializacion intracelular WNT/B-catenina y PI3K/AKT y su relacion con

la proliferacion celular en lineas celulares de cancer colorrectal.

6.2 Objetivos Especificos:
I. Evaluar la formacion de especies reactivas del oxigeno mediada por la
accion sinérgica entre ox-LDL y TNF-a en las lineas celulares de CCR

COLO320, SW620 y HT-29.

I. Analizar la fosforilacion de proteinas involucradas en las vias de
sefalizacion intracelular WNT/ B-catenina y PI3K/AKT mediada por la

accion sinérgica entre ox-LDL y TNF-a en modelos celulares de CCR.

I1I. Estudiar el efecto de inhibicion de las vias de senalizacion intracelular
WNT/B-catenina y PI3K/AK, mediada por la accion sinérgica entre ox-LDL

y TNF-aq, en la proliferacion en modelos celulares de CCR.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Concentraciones de trabajo y proliferacion celular.

7.1.1. Lineas celulares.

- HT-29 (ATCC HTB-38): Es una linea celular epitelial humana derivada de
un adenocarcinoma colorrectal primario de una mujer caucasica de 44 afios,
en 1964. Morfologicamente, presenta caracteristicas epiteliales y crece en
monocapas densas no polarizadas, pero puede adquirir una morfologia
polarizada y diferenciada con borde en cepillo bajo condiciones de cultivo
especificas 0 mediante tratamiento con inductores. Genéticamente, posee
mutaciones comunes en CCR, incluyendo TP53 mutado y BRAF V600E, y
es inestable a nivel microsatelital (MSI-low), convirtiéndola en un modelo
relevante para investigar mecanismos de progresion tumoral, sefializacion

celular y respuesta farmacoldgica en CCR.

-COLO320 (ATCC CCL-220): Es una linea celular derivada de un
adenocarcinoma colorrectal metastasico de una mujer caucasica de 61 afios,
en 1976. Presenta una morfologia celular redondeada y refractil, crecen en
suspension o como agregados laxos, sin formar monocapas ni estructuras

epiteliales organizadas. Funcionalmente, exhibe caracteristicas de tipo
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neuroendocrino, y genéticamente, carece de mutaciones en genes
comunmente alterados en CCR como KRAS, BRAF y presentando

estabilidad microsatelital (MSS, por sus siglas en ingles).

-SW620 (ATCC CCL-227): Es una linea celular humana establecida a partir
de una metastasis ganglionar de adenocarcinoma colorrectal de un paciente
masculino de 51 afos, en 1975. Morfologicamente, SW620 presenta una
forma epitelial con crecimiento adherente en monocapas irregulares. Se
caracteriza por su origen metastasico, lo que le confiere un fenotipo mas
agresivo comparado con lineas derivadas del tumor primario como SW480.
Genéticamente, presenta mutaciones en KRAS (G12V), TP53, y APC,
ademas de inestabilidad cromosomica, siendo clasificada como MSS
(microsatellite stable). Esta linea celular es ampliamente utilizada como
modelo de cancer colorrectal avanzado para estudios de invasion, migracion,

resistencia a fArmacos y transicion epitelio-mesénquima (EMT).

7.1.2. Cultivo de lineas celulares.

Las tres lineas celulares de CCR humano se cultivaron en placas de 100 mm
en medio de cultivo DMEM (para las lineas celulares HT-29 y SW620) y
RPMI (para la linea celular COLO320), suplementadas con suero bovino

fetal (SFB) al 10% (v/v), ImM de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100
22



ng/mL de estreptomicina y bajo condiciones estandares de cultivo (5% de

CO; a 37 °C) (segun protocolo del laboratorio).

7.1.3. Tratamientos con TNF-a y LDL oxidada.

Las células de CCR fueron incubadas con concentraciones de TNF-a (0, 10,
15, ng/mL) y concentraciones de ox-LDL (0, 6,25, 12,5, 25 y 50 pg/mL) en
medio con suero fetal bovino al 2% (v/v) durante 24, 48, 72 y 94 h para los
ensayos de proliferacion celular. Los co-tratamientos se llevaron a cabo
incubando las células con concentraciones combinadas de ox-LDL y TNF-a.
(protocolo (Keum y Giovannucci, 2019)modificado de tesis Doctoral de

Gonzélez-Horta)

7.1.4. Ensayo de proliferacion celular mediante INCUCYTE S3 Live-

Cell Analysis System.

Las células de CCR se sembraron a una densidad de 5x10™ células por pozo
en placas de 96 pocillos y se cultivaron durante 24 h. Posteriormente, se
llevaron a cabo los tratamientos experimentales durante un periodo adicional
de 24 h. La evaluacion de las cé€lulas se realizo a las 24, 48, 72 y 96 h después

del tratamiento, siguiendo el protocolo 7.3.1 establecido. La proliferacion
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celular se cuantificO mediante el sistema de analisis de células vivas

INCUCYTE S3 (protocolo modificado de (Vera y col., 2024)).

7.2. Medicion de especies reactivas del oxigeno mediante sonda
H>DCFDA.

Las lineas celulares de CCR fueron sembradas a una densidad de 5,5x10™
c¢lulas por pozo en placas de 96 pocillos de fondo trasparente y paredes
oscuras en DMEM y RPMI sin rojo fenol, suplementadas con un 10% (v/v)
de suero fetal bovino, y se cultivaron a 37°C durante 24 h. Después de este
periodo, se realizo la incubacion con el inhibidor de NOX1 (ML171) durante
1 h para luego agregar la sonda H,DCFDA durante 30 min. Posteriormente,
se retird la sonda y se aplicaron los tratamientos de ox-LDL, TNF-a y los co-
tratamientos correspondientes. La medicion de ROS se realizé mediante
fluorimetria utilizando el equipo Synergy HTX multi-mode reader (BIOTEK,

EE. UU.) (protocolo modificado de (Shen y col., 2013).

7.3. Analisis de proteinas fosforiladas mediante Western blot.

7.3.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales.
Las proteinas totales fueron obtenidas a partir de cultivos celulares

sembrados en placas de 6 pozos a una densidad de 1x10"° células por pozo y
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cultivadas durante 24 h. Luego se procedi6 a la incubacién con el inhibidor
de la via PI3K/AKT Copanlisib 10 nM (Cayman, 20354) durante 1 h.
Posterior a eso se realizaron tratamientos con ox-LDL, TNF-a, co-
tratamientos en medio DMEM y RPMI sin suero fetal bovino durante 45 min
para COLO320 y 1 h para SW620. Seguidamente la monocapa celular fue
lavada con PBS y las proteinas totales se extrajeron utilizando 150 pL de
solucion de lisis RIPA (ThermoFisher Scientific, 89901), suplementada con
un coctel de inhibidores de proteasas (ThermoFisher Scientific, 78430) e

inhibidores de fosfatasa (ThermoFisher Scientific, 78420).

El lisado celular se incub6 durante 5 min en hielo, luego se trasvasé a tubos
eppendorf de 1,5 mL, seguido de una centrifugacion durante 15 min a 14.000
rpm a4 °C. El sobrenadante se transfiri6 a tubos eppendorf'y la cuantificacion
de proteinas totales se determind utilizando el método de BCA a una longitud
de onda de 562 nm, utilizando el kit de cuantificacion de proteinas Pierce™
BCA™ (ThermoFisher Scientific, 23225). Se utiliz6 una curva de calibracion
de BSA con un rango de concentraciones de proteinas desde 125 hasta 2000
ug/mL (protocolo modificado de fabricante y experimentos previos de

laboratorio)
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7.3.2. Electroforesis de gel de poliacrilamida y Western blot.

Las proteinas totales ya cuantificadas se mezclaron con tampon de carga (en
una cantidad de 40 pg de proteinas totales), seguido de una desnaturalizacion
a 95 °C durante 15 min. Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% (v/v)
y se aplicaron las muestras en el equipo de electroforesis, utilizando 100V en
tampon Tris-glicina (25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina, 0,1 % (p/v) de

SDS, pH 8,3, BM-0540).

Para transferir las proteinas a membranas de nitrocelulosa, se utilizo el equipo
de transferencia semiseco Trans-Blot Turbo (BioRad, EE. UU.) y tampo6n de
transferencia (25 mM de Tris-HCI, 192 mM de glicina, 20% (v/v) de metanol,
pH 8,3) durante 30 min. La transferencia fue confirmada mediante tincion de

las membranas con una solucion de rojo Ponceau al 0,5 % (p/v).

Las membranas fueron bloqueadas durante 1 h a temperatura ambiente con
leche descremada al 5% (p/v) en TBS (20 mM de Tris-HCI, 150 mM de
NaCL, pH7,6) a 25 °C. Posteriormente, se incubaron las membranas durante
14 h a 4 °C en agitacion con los anticuerpos primarios correspondientes
(Tabla 1), diluidos en buffer TBS (20 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCL,

pH 7,6, 2% (p/v) de leche, 0,1 % (v/v) de Tween 20).
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Tabla 1. Anticuerpos Primarios. Elaboracion propia.

Especificidad Proveedor  N.° catialogo Especie Dilucion
Anti B-catenina | Cell Signal | 8480S Conejo 1/1000
Total

Anti B-catenina | Cell Signal | 56518 Congjo 1/1000
Fosforilada

Anti-AKT Cell Signal | 92728 Conejo 1/1000
Total

Anti-AKT Cell Signal | 4060S Mouse 1/1000
fosforilada

Al dia siguiente y después de tres lavados de 10 min con solucion de lavado
(0,1 % (v/v) de Tween20, 0,01 % (p/v) de SDS disuelto en TBS), las
membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 2) en agitacion. Se
repitieron los tres lavados de 10 min y se revelo la sefial de fluorescencia
utilizando el equipo Odyssey CLx a longitudes de onda de 680 nm y 790 nm

(protocolo modificado de experimentos previos de laboratorio).
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Tabla 2. Anticuerpos Secundarios. Elaboracion propia

Especificidad Proveedor N.° catalogo Especie Dilucion
Anti-Raton Jackson 715-655-150 | burro 1/30000
Alexa Fluor 790

Anti-Raton Jackson 715-625-150 | burro 1/30000
Alexa Fluor 680

Anti-Conejo Jackson 711-655-152 | burro 1/30000
Alexa Fluor 790

Anti-Conejo Jackson 711-655-152 | burro 1/30000
Alexa Fluor 680

7.4. Ensayo de viabilidad celular mediante reduccion de MTT en
presencia de inhibidores de sefalizacion.

Las células de CCR se sembraron a razon de 7,5x10" células por pozo en
placas de 96 pocillos y se crecieron por 24 h a 37 °C. Las lineas celulares
fueron tratadas con las concentraciones correspondientes de TNF-a, ox-LDL
y co-tratamientos, ademads, se utilizo6 inhibidor de la via PI3K/AKT
Copanlisib a 30 nM y de WNT/B-catenina LF3 a 10 uM (Abcam, ab287122)
en medio con 2 % (v/v) de SFB por 94 h. Pasadas 3 horas se afiadio 10 puL de
5 mg/mL de MTT (ThermoFisher Scientific, M6494) y se incub6 por 3 h a

37 °C. Los cristales formados de formazan se solubilizaron con 100 pL de
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isopropanol acidico (0,01 M de HCI) por 15 min a 37 °C. Se determiné la
absorbancia a A=570 nm en espectrofotometro (protocolo modificando desde

fabricante y experimentos previos de laboratorio).
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8. RESULTADOS

8.1. Evaluacion del efecto de los tratamientos en la proliferacion de
lineas celulares de CCR.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la ox-LDL y el TNF-a en la
proliferacion de células de CCR, se realizaron tratamientos in vifro por un
periodo de 94 h. Se aplicaron concentraciones variables de ox-LDL (0-25
ug/mL) y TNF-a (0-15 ng/mL), tanto de forma individual como en

combinacion.

En la linea celular COLO320, en el co-tratamiento se observo un aumento
estadisticamente significativo en la proliferacion celular en las siguientes
condiciones: con 6,25 pg/mL ox-LDL + 15 ng/mL TNF-a a partir de las 48
h (Fig. 3B), con 12,5 pg/mL ox-LDL + 15 ng/mL TNF-a que comienza a las
94 h (Fig. 3D), con 25 ug/mL ox-LDL + 15 ng/mL TNF-a desde las 72 h
(Fig. 3F). Esto sugiere una respuesta proliferativa inducida por TNF-a y ox-
LDL en ciertas condiciones, aunque sin alcanzar umbrales de significancia

estadistica en todas las combinaciones en el ensayo.
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En los tratamientos individuales como con TNF-a a una concentracion de 10
ng/mL produjo un aumento en la proliferacion celular a partir de las 48 h de
incubacion (Fig. 3A, 3C, 3E y 3G). No obstante, dicho incremento no resulto
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control. Al
emplear una concentracion de 15 ng/mL de TNF-a, se observo un aumento
en la proliferacion celular a las 72 h (Fig. 3B); sin embargo, este efecto no se
observdo en otras condiciones experimentales tratadas con la misma

concentracion (Fig. 3D, 3F, 3H).

Por otra parte, las células tratadas con ox-LDL a una concentracién de 12,5
png/mL mostraron una tendencia al aumento de la proliferacion a partir de las
72 h, aunque sin diferencias estadisticamente significativas respecto al
control (Fig. 3C y 3D). En contraste, las concentraciones de 6,25, 25 y 50

ug/mL de ox-LDL no mostraron diferencias en la proliferacion celular.

Los resultados observados en la linea celular COLO320 indican que a
concentraciones bajas de ox-LDL (6,25-25 ug/mL), cuando se evalta el
efecto sinérgico con 15 ng/mL de TNF-a, se observa un aumento

significativo en la proliferacion celular.
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Figura 3. Ensayo de proliferacion celular en la linea de CCR COLO320.

Las células fueron tratadas con ox-LDL, TNF-a y co-tratamientos durante 24, 48, 72 y 94 h. Cada
condicidn se realizo por triplicado. Los puntos representan la media + desviacion estandar (SD),
con n=6. Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias y se aplico la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Se indican significancias con * p<0,05, ** p<0,01.
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Respecto a los co-tratamientos en la linea celular SW620, no se observo
ningln efecto proliferativo adicional en 7 de 8 combinaciones, solo en el co-
tratamiento con 25 pg/mL de ox-LDL més TNF-a a 10 ng/mL (Fig. 4E) se
observo una leve tendencia al incremento en la proliferacion celular a partir
de las 72 h, aunque sin diferencias estadisticamente significativas respecto al

control.

El tratamiento con TNF-a a concentraciones de 15 ng/mL y 10 ng/mL no
indujo aumento estadisticamente significativo en la proliferacion celular
respecto al control (Fig. 4A-H). En relacion con los tratamientos individuales
con ox-LDL, las concentraciones de 6,25, 25 y 50 ug/mL no provocaron un
aumento relevante en la proliferacion celular en comparacion con el control
(Fig. 4A, 4B, 4E, 4F, 4G y 4H). En cambio, el tratamiento con 12,5 ug/mL
de ox-LDL mostrd una leve tendencia al incremento de la proliferacion
celular a partir de las 72 h; sin embargo, esta tampoco fue estadisticamente

significativa (Fig. 4D).

Los resultados observados en la linea celular SW620 indican que podria

existir un aumento proliferativo pero que no es estadisticamente significativo
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al menos en esta evaluacion. Ademas, este efecto seria menor en magnitud

que el observado en la linea COLO320.
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Figura 4. Ensayo de proliferacion celular en la linea de CCR SW620.
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Las células fueron tratadas con ox-LDL, TNF-a y co-tratamientos durante 24, 48, 72 y 94. (A-I)
corresponde a los diferentes tratamientos individuales de ox-LDL, TNF-a y co-tratratamientos
utilizados. Los puntos representan la media + desviacion estdndar (SD), con n=6. Se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias y se aplico la prueba de comparaciones multiples de
Tukey.

Por ultimo, en la linea celular HT-29, ninguno de los tratamientos aplicados
indujo un aumento en la proliferacion celular respecto al control (fig. SA a
5H). Sin obstante, se puede observd un efecto inhibitorio a las 24 horas en
los co-tratamientos con 6,25 pug/mL ox-LDL + 15 ng/mL TNF-a, con 12,5
pg/mL ox-LDL + 10 ng/mL TNF-a y con 12,5 pg/mL ox-LDL + 15 ng/mL

TNF-a respecto al control. (Fig. 5B, 5C y 5D).

En base a los resultados obtenidos, se decidid continuar trabajando solo con

las lineas celulares COLO320 y SW620.
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Figura 5. Ensayo de proliferacion celular en la linea de CCR HT-29.

Las células fueron tratadas con LDL oxidada, TNF-a y co-tratamientos durante 24, 48, 72 y 94 h.
Los puntos representan la media + desviacion estdndar (SD), con n=6. Se realizo un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias y se aplico la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Para dar una imagen detallada de como cada tratamiento y co-tratamiento
afectaba la proliferacion, se tomaron fotos de cada una de las lineas celulares.
La linea COLO320 presenta un cambio marcado en la confluencia entre las
0 h y las 94 h en respuesta a cada tratamiento (Fig. 6A). En el caso de la linea
celular SW620, si bien la variacion en la confluencia entre tratamientos no es
tan pronunciada como en COLO320, se observa un aumento en la
proliferacion en los tratamientos en comparacion con el control (Fig. 6B) En
contraste, la linea celular HT-29 fue descartada, ya que no cumpli6 con los
criterios de sinergismo requeridos en ninguno de los co-tratamientos, lo que

1mpidio6 su avance a los siguientes experimentos (Fig. 6C)
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A) COL0O320- 6,25 pg/mL ox-LDL + 15 ng/mL TNF-a

Control Ox-LDL Co-tratamiento

B) SW620- 25 pg/mL ox-LDL+ 10 ng/mL TNF-a

Control Ox-LDL Co-tratamiento

C) HT-29 - 6,25 pg/mL ox-LDL + 10 ng/mL TNF-a

Control Ox-LDL TNF-a Co-tratamiento

Figura 6. Crecimiento celular de lineas de cincer colorrectal vistas desde Incucyte.
Microfotograficas de lineas celulares de cancer colorrectal, obtenidas por aumento 10x a las 0 y
94 h, barra de escala 1,25 um. Las células fueron tratadas con ox-LDL, TNF-a y co-tratamientos

38



8.2. Medicion de especies reactivas del oxigeno.

La medicion de las especies reactivas del oxigeno se llevo a cabo mediante
la utilizacién de la sonda H,DCFDA, inhibiendo NOX1 con ML171 para
proceder a la incubacion con los tratamientos seleccionados y su medicion en
un intervalo de tiempo de 2 h para cada linea celular. En la linea celular
COLO320, el co-tratamiento indujo un aumento significativo en los niveles
de ROS a los 30 min (Fig. 7B) y 45 min (Fig. 7C), asi como a 1 h post
incubacion (Fig. 7D), con incrementos de 2,7, 2,0, 2,2 veces,
respectivamente, en comparacion con el control. Si bien a los 10 min (Fig.
7A), asi como a las 1,5 h (Fig. 7E) y 2 h (Fig. 7F), se observo una tendencia
al aumento en la formacion de ROS, estas no resultan ser estadisticamente
significativas con respecto al control. En cuanto a los tratamientos
individuales, también se detecté aumento en los niveles de ROS, aunque sin
significancia estadistica. Por otro lado, la co-incubacion con el inhibidor
ML171 indujo una reduccion no significativa en los niveles de ROS a los 10
min (Fig. 7A); sin embargo, esta disminucidon fue transitoria, ya que los

niveles de ROS se incrementaron nuevamente con el tiempo.

En el caso de la linea celular SW620, el co-tratamiento indujo un aumento

significativo en los niveles de ROS a los 45 min (Fig. 7I), 1 h (Fig. 7J), 1,5 h
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(Fig. 7K) post incubacion, con incrementos de 2,8, 2.4 y 3,1 veces,
respectivamente, en comparacion al control. En cuanto a los tratamientos
individuales, solo ox-LDL provoco un aumento en los niveles de ROS; sin
embargo, este no alcanzo significancia estadistica frente al control. La co-
incubacion del inhibidor ML171 con el co-tratamiento resultdé en una
disminucion significativa de los niveles de ROS a los 10 (Fig. 7G), 30 (Fig.
7H) y 45 min (Fig. 71), asi como a 1, 1,5 y 2 h post incubacion en
comparacion con el co-tratamiento sin inhibidor (Fig. 7J, 7K, 7L). Asimismo,
la co-incubacion de ML171 con ox-LDL produjo una reduccion significativa
de ROS alos 45 min, 1 hy 1,5 h, en comparacion con el tratamiento con ox-

LDL solo (Fig. 71, 7], 7K).
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G) SW620 10 min. H) SW620 30 min.
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Figura 7. Ensayo medicion especies reactivas del oxigeno en lineas celulares de (CCR).

Las células fueron tratadas con ox-LDL, TNF-a y medidos a diferentes tiempos con la sonda
H,DCFDA. (A-F) corresponden a la linea celular COLO320. (G-L) corresponden a la linea celular
SW620. Las barras representan la media = SD, n=9. Prueba ANOVA de una via y test de
comparaciones multiples tukey y prueba de Kruskal-Wallis y test de comparaciones multiples de
Dunn. Se indican significancias con * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0.001 y **** p<0.0001.
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8.3. Analisis de proteinas fosforiladas AKT y p-catenina.

Para analizar si el aumento de ROS estaba involucrado en la fosforilacion y
activacion de proteinas de las vias de transduccion de sefiales sensibles a
especies redox WNT/ B-catenina y PI3K/AKT, se realiz6 la deteccion de las
proteinas fosforiladas y totales AKT y B-catenina a través de western blot.
Los tratamientos se realizaron en placas de 6 pozos y se incubaron por 1 h

con las concentraciones seleccionadas anteriormente.

En la linea celular COLO320, no se observo el aumento de la fosforilacion
de B-catenina bajo el co-tratamiento ni con los tratamientos individuales.
Asimismo, la co-incubacion con el inhibidor Copanlisib no produjo una
disminucion significativa en los niveles de B-catenina fosforilada, lo que
sugiere que, en esta linea celular, la via WNT/ B-catenina no se encuentra
activamente regulada por estos estimulos en las condiciones evaluadas (Fig.
8A). En cuanto a AKT, no fue posible detectar la forma fosforilada de la
proteina en ninguna condicion experimental, lo que impidi6 realizar un
analisis de activacion de esta via. Sin embargo, se observo la presencia de

AKT total, aunque no se pudo realizar un analisis estadistico por falta de
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réplicas, se evidencio una disminucidn aparente de niveles de AKT total tras

el tratamiento con el inhibidor Copanlisib (Fig. 8B).

En cuanto a la linea celular SW620 los niveles de P-catenina total y
fosforilada solo se expresaron como intensidades relativas. No se observo un
aumento o disminucion en los niveles de B-catenina (Fig. 8C). Como se
cuenta solo un experimento, no fue posible realizar analisis estadistico. Por
otra parte, el analisis de AKT total y fosforilado no se evidencié un aumento
significativo en la fosforilacion de AKT en respuesta al co-tratamiento.
Asimismo, la co-incubacion con el inhibidor Copanlisib no produjo una
disminucion significativa en los niveles de AKT fosforilado, lo que sugiere
que, en esta linea celular, la activacion de la via PI3K/AKT no se ve afectada

bajo las condiciones experimentales que se utilizaron (Fig. 8D).
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(A y B) Corresponden a la linea celular COLO320 tratadas con 6,25 pg/ml de ox-LDL y 15 ng/ml
de TNF-a. (Cy D) corresponden a la linea celular SW620 tratadas con 25 pg/ml de ox-LDL y 10
ng/ml de TNF-a. Ambas lineas fueron tratadas con el inhibidor Copanlisib a 20 pM. Cada
condicion se ensayo por triplicado. Las barras representan la media + SD, n=3. Prueba Anova de
una via y test de comparaciones multiples tukey.

8.4. Inhibicion de PI3K/AKT y WNT/ -catenina reduce la viabilidad

inducida por co-tratamiento en las lineas celulares COL0O320 y SW620.
Con el objetivo de evaluar el efecto del co-tratamiento y su modulacion
mediante inhibidores especificos de las vias de transduccion de sefiales
PI3K/AKT y WNT/ B-catenina, se realizdo un ensayo de viabilidad celular
(MTT) en las lineas COLO320 y SW620. Para ello, se utilizaron los
inhibidores LF3 (10 uM) y Copanlisib (30 nM), tanto de forma individual

como en combinacidn con el co-tratamiento durante 72 h.

En la linea COLO320, se observd una disminucion significativa de la
viabilidad celular entre el co-tratamiento y la combinacion con los
inhibidores. En especifico, al comparar directamente el co-tratamiento con
las condiciones inhibitorias, se observo una tendencia a la disminucion de
viabilidad celular en presencia de LF3, aunque sin alcanzar significancia
estadistica. En contraste, la combinacion de LF3 con el co-tratamiento

disminuyo la viabilidad celular 1,51 veces (Fig. 9A).

46



Por su parte, el tratamiento con Copanlisib genero un efecto ain mas
marcado, disminuyendo 2,35 veces la viabilidad celular respecto al co-
tratamiento. Esta tendencia se mantuvo al combinar Copanlisib con el co-
tratamiento, disminuyendo la viabilidad 1,65 veces y alcanzando su efecto
maximo en la triple combinaciéon de LF3 + Copanlisib + co-tratamiento
donde se observd una disminucion de 2,48 veces en comparacion al co-

tratamiento solo (Fig. 9A).

A pesar de que el co-tratamiento mostro una tendencia a la disminucion de la
viabilidad celular través de MTT, esta no fue estadisticamente significativa.
Se sugiere que el estimulo sinérgico inducido por ox-LDL y TNF-a
promueve activacion de rutas de proliferacion, ya que la sensibilidad del co-
tratamiento a la inhibicion farmacoldgica demostrada anteriormente refuerza

el rol funcional de las vias PI3K/AKT y WNT/ B-catenina (Fig. 9A).

En contraste, la linea celular SW620 solo presentdé una disminucion
significativa de la viabilidad celular al ser tratada con LF3 + Copanlisib + co-
tratamiento, en comparacion con el co-tratamiento solo. En esta condicion,
la viabilidad se redujo aproximadamente 1,32 veces, lo que indica una

sensibilidad moderada a la inhibicién simultanea de las vias PI3K/AKT y
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WNT/ B-catenina bajo el estimulo combinado (Fig. 9B).
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Figura 9. Efecto de la inhibicion de las vias PI3K/AKT y WNT/ B-catenina en la viabilidad
de células de CCR COLO320 y SW620.

Las células fueron tratadas con 6,25 pg/ml de ox-LDL y 15 ng/ml de TNF-a para COLO320 y 25
ug/ml de ox-LDL y 10 ng/ml de TNF-q, inhibidor Copanlisib a 30 uM e inhibidor LF3 a 10 nM.
Las barras representan la media = SD, n=6. Prueba Anova de una via y test de comparaciones
multiples tukey. Se indican significancias con * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0.001 y **** p<0.0001.
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9. DISCUSION

Diversos factores de riesgo estdn asociados al desarrollo de CCR, en
particular la obesidad se ha relacionado estrechamente con procesos
inflamatorios y alteraciones metabdlicas como la dislipidemia (Ionescu y
col., 2023). Lo anterior promueve la generacion de un microambiente
tumoral proinflamatorio, caracterizado por niveles elevados de TNF-a y ox-
LDL. En este contexto, la presente tesis evalud el efecto sinérgico, con el
objetivo de comprender su impacto sobre la proliferacion celular en lineas de

CCR.

9.1. El co-tratamiento entre ox-LDL y TNF-a produce sinergismo y
aumenta la proliferacion celular en la linea COLQO320.

En esta tesis de evalud el efecto sinérgico entre ox-LDL y TNF-a sobre la
proliferacion de lineas de CCR, a través del aumento en la generacion de
especies reactivas del oxigeno y la activacion de vias de transduccion de
senales sensibles a ROS. Para ello, se determinaron las concentraciones de
trabajo tanto de ox-LDL, TNF-a y en combinaciéon. En cuanto a ox-LDL no
hubo citotoxicidad significativa en las concentraciones utilizadas (0-50
ng/mL) en las lineas celulares COLO320, SW620 y HT-29. Estos hallazgos

son consistentes con estudios previos en donde concentraciones bajas o
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moderadas estimulan la proliferacion celular, mientras que concentraciones
altas producen citotoxicidad e incluso apoptosis. Esto sugiere un efecto
diferencial de citotoxicidad dependiendo del tipo de lineas celulares y la

concentracion utilizada.

Por ejemplo, en lineas celulares K562 / AO2 (leucemia) y EC9706
(carcinoma esofagico), la proliferacion celular disminuye desde los 20
ug/mL de ox-LD. En contraste, células no tumorales como las células
endoteliales de vena umbilical humana muestran un aumento en la
proliferacion con el mismo tratamiento (Liy col., 2013). Asimismo, en lineas
celulares de cancer prostatico como LNCaP, DU-145 y C4-2 el tratamiento
con ox-LDL estimula la proliferacion celular entre 10 y 100 pg/mL

(Gonzalez-Chavarria y col., 2014).

En cuanto a TNF-a no se detectdé cambios significativos en la proliferacion a
concentraciones de 10 y 15 ng/ml en las lineas celulares COLO320, SW620
y HT-29. Sin embargo, en otros estudios realizados en lineas celulares de
cancer colorrectal (HCT116), cancer de mama (MDA-MB-468 y SK-BR3) y

c¢lulas musculares lisas vasculares (CMLV), se emplearon concentraciones
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de trabajo de hasta 20 ng/ml, las cuales no indujeron citotoxicidad, pero si

proliferacion celular en algunas lineas.

Con relacion al co-tratamiento, se observd un aumento significativo en la
proliferacion celular en varias combinaciones de co-tratamiento en la linea
celular COLO320, asi como una tendencia hacia la proliferacion en la linea
SW620. Respecto a este ultimo hallazgo, la bibliografia solo reporta un
estudio en que evaluaron de forma combinada y exdgena el efecto de ox-LDL
y TNF-a en lineas celulares de cancer colorrectal, especificamente HCT116
y COLO320. Los resultados de este estudio indicaron que ox-LDL promovio
la invasion y migracién de las células tumorales, mientras que la co-
incubacion con TNF-a no mostrd un efecto aditivo ni sinérgico apreciable

(Gonzalez-Horta y col., 2022).

Al determinar que el efecto sinérgico entre ox-LDL y TNF-a fue
estadisticamente significativo en la linea COLO320 y en la linea SW620
tendia a la proliferacion. Por ello, se decidid continuar con los demas
experimentos solo con estas dos lineas ya que HT-29 mostraba signos

erraticos en su proliferacion independiente de los tratamientos utilizados.
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9.2. El co-tratamiento con ox-LDL y TNF-o aumenta la formacion de
especies reactivas del oxigeno en las lineas COLO320 y SW620.

En cuanto al andlisis de ROS tanto la linea celular COLO320 como SW620
mostraron desde los 45 min un aumento significativo de ROS al ser tratadas
con el co-tratamiento en comparacion a los tratamientos individuales.
Estudios demuestran que ox-LDL puede unirse a LOX-1 en células tumorales
activando a NOX1 para generar ROS a través de vias de sefializacion como
NF-kB, MAPK (Zhang y col., 2025). Por otro lado, también hay estudios en
c¢lulas intestinales que muestran que TNF-a puede estimular la NADP
oxidasa a través de NOXO1 y asi aumentar la produccién de ROS (Kuwano
y col., 2008). Tanto ox-LDL como TNF-a son moléculas proinflamatorias
que pueden aumentar la produccion de ROS por lo que, nuestros resultados

son acordes a lo descrito en la literatura.

En relacion con inhibicién de NOX1 por ML171 al ser tratadas las células
con el co-tratamiento, en la linea COLO320, si bien se produjo inhibicion de
NOX1 y una reduccion en la formacion de ROS durante los primeros min,
este efecto fue compensado posteriormente por la célula. En contraste, en la
linea celular SW620, la inhibicién de NOX1 y la disminucion de ROS se

mantuvieron en el tiempo, alcanzando valores estadisticamente
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significativos. Por ejemplo, en estudios en cé¢lulas de CCR, ML171 inhibe de
manera potente a NOX1 (Gianni y col., 2010), mientras que en estudios
realizados con organoides, ML171 solo redujo parcialmente la formacion de
ROS (Gonzalez-Horta y col., 2024). Esto sugiere que la formacién de ROS
no se limita exclusivamente a la actividad de NOX1, sino que podrian existir
fuentes intracelulares alternativas para su produccion o adaptacion ya sea via
mitocondrial, por medio de NOX2 o peroxidasas. Otra posible explicacion
para la falta de inhibicion en la linea COLO320 es que la dosis de inhibidor
utilizada no haya sido suficiente para contrarrestar la produccion de ROS por

NOX1 en el tiempo.

9.3. El co-tratamiento con ox-LDL y TNF-o no aumenta la fosforilacion

de las proteinas AKT y pB-catenina.

Se utilizdé como referencia el tiempo en el que se observo el aumento mas
significativo de ROS para realizar los tratamientos correspondientes para los
ensayos de Western blot. En la linea celular COLO320, no se visualizo la
fosforilacion de AKT en Ser473 ni en el control ni en los tratamientos
individuales, al igual que en el co-tratamiento. En la linea celular SW620, no

se visualizdé aumento de la fosforilacion de AKT por el co-tratamiento pero
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si al estimular con TNF-a. Estudios sugieren que la no activacion de AKT
fosforilado en COLO320 es porque expresa minimamente el receptor de
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en la membrana a diferencia de
otras lineas celulares WiDr y Lovo (Bijnsdorp y col., 2010). Asimismo, en
células musculares lisas vasculares, ox-LDL fosforila AKT mediante la
activacion de EGFR (Auge y col., 2002). Por otra parte, en lineas celulares
SW1116 y HT-29 al sobre expresar TNFR2, uno de los receptores de TNF-a
ligado a sefiales de supervivencia y proliferacion, e inducir el estimulo con
TNF-a, aumentaba la fosforilacion de AKT y proliferacion celular (Zhao y

col., 2017).

Estos resultados sugieren que COLO320 podria presentar una activacion
basal reducida de la via AKT, con niveles naturalmente bajos de fosforilacion
dificiles de inducir en ausencia de un co-estimulo potente, como insulina o
IGF-1. Esta baja fosforilaciéon también podria explicarse por una escasa
expresion del receptor TNFR2. En contraste, la linea SW620 presenta una
mayor expresion de TNFR2, lo que permitiria una respuesta mas robusta al
estimulo con TNF-a y facilitaria la fosforilacion de AKT, como se ha
reportado previamente (Uhlen, 2015) y se observa en los resultados de esta

tesis.
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En el caso de COL0O320, dado que no se evidencio fosforilacion de AKT tras
los tratamientos, la inhibicion de PI3K mediante Copanlisib mantendria la
via inactiva, aunque los niveles basales de fosforilacion ya fueran bajos. De
manera similar, en SW620 se observa una disminucion de la fosforilacion de
AKT cuando se tratd con Copanlisib en conjunto con TNF-a, lo que confirma

la efectividad del inhibidor en esta linea celular.

No se observé aumento en la fosforilacion de P-catenina en Ser552 en
ninguna de las lineas celulares, COL0O320 y SW620, tras el co-tratamiento.
La posible explicacion para este resultado es que ambas lineas presentan
mutaciones truncantes en el gen APC (Liu y col., 2017; Siraj y col., 2020).
La pérdida de funcion de APC conduce a una activacion constitutiva de la
via WNT/ B-catenina, lo que resulta en una acumulacion citoplasmatica y
translocacion nuclear continua de B-catenina, incluso en ausencia de
estimulos exdgenos. Bajo estas condiciones estimulos adicionales como el
co-tratamiento probablemente no logren potenciar aun mas la actividad o

fosforilacion de B-catenina en Ser552.

Ademas, nuestro modelo propuso que la activacion de B-catenina en Ser552

dependeria de la fosforilacion previa de AKT en Serd73 y asi permitir la
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fosforilacion de sustratos como [-catenina en Ser552, promoviendo
localizacion nuclear y actividad transcripcional (Fang y col., 2007). Sin
embargo, nuestros resultados mostraron que la fosforilacion de AKT en
Ser473 fue minina o practicamente indetectable, lo que concuerda con la
ausencia de fosforilacion de B-catenina en Ser552 y que la activacion de esta
proteina se limitaria a la activacion previa de AKT a través de esta via no

canonica.

9.4. Efecto diferencial de la inhibicion de PI3K/AKT y WNT/B-catenina

sobre la viabilidad celular en lineas de cancer colorrectal.

Para simplificar la visualizacion de los resultados, se seleccionaron
subconjuntos de datos representativos del comportamiento observado. En el

ANEXO 1 se encuentran los graficos con todos los controles utilizados.

Para evaluar si las vias de sefializacion PI3K/AKT y WNT/B-catenina
participan en la proliferacion celular inducida por el co-tratamiento con ox-
LDL y TNF-a, se realizd un ensayo de viabilidad celular mediante MTT a las
72 h. Las lineas celulares COLO320 y SW320 fueron tratadas con los

inhibidores especificos LF3 (inhibidor del complejo B-catenina/TCF4) y
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Copanlisib (inhibidor de la via PI3K/AKT), tanto individualmente como en

combinacion con el contratamiento.

En la linea COLO320, se observd una disminucion significativa de la
viabilidad celular tras el tratamiento de ox-LDL + TNF-o con ambos
inhibidores ya sea por separado o en conjunto, en comparacion con el co-
tratamiento. En contraste, la linea SW620, solo se evidencio la disminucion
de la viabilidad al ser tratada con ambos inhibidores en conjunto al co-
tratamiento. Destacando que la magnitud de la inhibicion fue diferente entre

ambas lineas celulares.

Estas diferencias pueden explicarse por el perfil molecular caracteristico de
cada linea. Si bien ambas lineas celulares presentan una mutacion truncada
en APC, lo que sugiere una activacion constitutiva de la via WNT/B-catenina,
COLO320 muestra una mayor dependencia funcional de esta via, por lo que
el tratamiento con LF3 interrumpe una ruta clave de proliferacion. En
contraste, SW620 es una linea dependiente de via KRAS/MAPK (McNew y
col., 2016; Singh y col., 2012), lo que le permite mantener su viabilidad
incluso tras la inhibicion de WNT/B-catenina, ya que su supervivencia no

depende principalmente de esta via (Chen y col., 2019).
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En relacion con la inhibicion de la via PI3K/AKT, en COLO320 se observo
una reduccion significativa en la viabilidad celular tras el tratamiento con
Copanlisib y tratamiento combinado de inhibidores, a pesar de no detectarse
fosforilacion de AKT en Serd73 por Western blot. Este hallazgo podria
explicarse por la activacion de vias alternativas aguas abajo de PI3K, como
la fosforilacion de SGK1 mediada por PDKI1, que puede mantener la
actividad mTORCI1 y promover proliferacion y supervivencia celular en
ausencia de AKT fosforilado, como se ha descrito en otros modelos

tumorales (Castel y col., 2016).

En el caso de SW620, el tratamiento con Copanlisib no produjo una
disminucion significativa en la viabilidad celular, lo que se puede atribuir a
su menor sensibilidad a inhibidores de PI3K. Esta resistencia se ha asociado
a la presencia de sefalizacion MAPK constitutivamente activa, derivada de
su mutacion en KRAS, que permite a la célula compensar la inhibicion de
PI3K mediante vias paralelas (Clarke y col., 2019). Sin Embargo, al tratar
con ambos inhibidores junto al co-tratamiento, se logrd superar parcialmente
esta resistencia, evidenciando un efecto combinado sobre rutas criticas de

proliferacion y supervivencia.
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En resumen, nuestros resultados muestran que la exposicion combinada a un
entorno inflamatorio y dislipidémico, representado por el co-tratamiento de
ox-LDL y TNF-a, promueve un aumento significativo en la proliferacion
celular en lineas de cancer colorrectal que presentan mayor sensibilidad al
estrés oxidativo inducido por ROS y dependencia funcional de vias de
sefializacion activadas por estimulos exogenos y de su perfil molecular

especifico.

Si bien los resultados son relevantes, existen algunas limitaciones
metodologicas que deben mencionarse como el numero de repeticiones
experimentales en los Western blot realizados, pudiendo influir directamente

en los resultados analizados.

En conjunto, este trabajo también sugiere estrategias de intervencion basadas
en la combinacion de inhibidores de sefializacién con conocimiento del
estado redox celular. Estas aproximaciones podrian contribuir al desarrollo
de terapias mas efectivas y personalizadas en cancer colorrectal, asi como a
la prevencion temprana de esta enfermedad en contextos de inflamacion
cronica y dislipidemia, avanzando hacia aplicaciones traslacionales con

proyeccion clinica y biotecnologica.
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10. CONCLUSIONES

- En conclusion, el co-tratamiento con ox-LDL + TNF-a, a bajas
concentraciones, genera un efecto sinérgico que se traduce en un aumento

significativo de la proliferacion celular en la linea COLO320.

- El co-tratamiento induce un incremento significativo en los niveles de
especies reactivas del oxigeno en las lineas celulares de CCR COLO320 y

SW620 en comparacion con los tratamientos individuales.

- La inhibicidn diferencial de las vias WNT/B-catenina y PI3K/AKT podria
estar determinada por el perfil molecular de cada linea celular, en particular
por la presencia de mutaciones que activan o inactivan constitutivamente

estas rutas de senalizacion.
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11. GLOSARIO

APC- Poliposis adenomatosa coli.

IGF-1- Factor de crecimiento insulinico tipo 1.

LOX-1- Receptor de proteina de baja densidad oxidada.

MAPK- Proteina quinasa activada por mitogenos.

NF-kB - Factor nuclear kappa B.

NOX2- NADPH oxidasa 2.

PDK1- Fosfoinositido dependiente de kinasa 1.

SGK1- Quinasa 1 inducible por suero y glucocorticoides.

TNFR2- Receptor del factor de necrosis tumoral 2.
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13. ANEXOS

ANEXO 1: Inhibicion de PI3K/AKT y WNT/ B-catenina reduce la
viabilidad inducida por co-tratamiento en las lineas celulares COLO320
y SW620.

Con el fin de complementar la informacion presentada la tesis, se incluy6 un
anexo con un grafico que reune la totalidad de los controles experimentales
y datos adicionales que no fueron incorporados directamente en el analisis
escrito. Este material adicional permite una visualizacion mas clara y
completa de los resultados, facilitando la interpretacion general del
experimento y entregando un contexto mas amplio para la comparacion entre
condiciones. Las significancias estadisticas no se asignaron para una mejor

visualizacion.
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Figura 10. Efecto de inhibidores en las vias de sefializacion en la viabilidad celular de
COLO320 y SW620.

Las células fueron tratadas con 6,25 ug/ml de ox-LDL y 15 ng/ml de TNF-a para COLO320 y 25
ug/ml de ox-LDL y 10 ng/ml de TNF-a, inhibidor Copanlisib a 30uM e inhibidor LF3 a 10 nM.
Cada condicion se ensayo por triplicado. Las barras representan la media = SD, n=2. Prueba
Anova de una via y test de comparaciones multiples tukey. Se indican significancias con * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0.001 y **** p<0.0001
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