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Resumen

El cáncer colorrectal (CCR) es la segunda causa de muerte por cáncer a nivel mun-
dial, con una alta mortalidad asociada principalmente al desarrollo de metástasis. Este
proceso involucra eventos como la migración e invasión celular, regulados en parte por la
transición epitelio-mesenquimal (EMT), la cual otorga a las células tumorales un fenoti-
po más agresivo y resistente a la quimioterapia. Estudios en cáncer de ovario, mama y
esófago han vinculado a SALL2 con funciones supresoras tumorales y con la modulación
de procesos relacionados con la EMT. Si bien la función de SALL2 en cáncer colorrectal
se ha asociado a la inhibición de la v́ıa Wnt/β-catenina, aún se desconoce su función en
la regulación de la EMT.

Este estudio tiene como objetivo evaluar si la pérdida de SALL2 en cáncer de colon
favorece la malignidad tumoral a través de la EMT. Para ello, se emplearon modelos ce-
lulares in vitro con pérdida y ganancia de SALL2, incluyendo las ĺıneas celulares SW480,
SW620 y HT-29, aśı como modelos de organoides de ratón AKP con y sin expresión de
Sall2. Además, se realizaron experimentos in vivo mediante microinyecciones de organoi-
des en modelos murinos.

Los resultados obtenidos muestran que la pérdida de SALL2 favorece la proliferación
celular, aumenta la migración e induce cambios morfológicos en el citoesqueleto de actina.
Asimismo, se observó una mayor resistencia a quimioterapéuticos clásicos usados en el tra-
tamiento de la enfermedad en células deficientes de SALL2. Todos estos resultados fueron
revertidos en los modelos con expresión inducible de SALL2. En el modelo de organoides,
la ausencia de SALL2 promovió un incremento en el crecimiento y proliferación celular.
Finalmente, en los estudios in vivo, los ratones inyectados con organoides con pérdida
de SALL2 presentaron una menor tasa de supervivencia y tumores con caracteŕısticas
histológicas asociadas a la EMT.

En conclusión, la pérdida de SALL2 favorece una EMT parcial, promoviendo un feno-
tipo tumoral más agresivo, lo que se refleja en el aumento de la proliferación, migración
y resistencia a quimioterapia, tanto en estudios in vitro como in vivo. Estos hallazgos
sugieren que SALL2 podŕıa desempeñar un papel clave en la regulación de la EMT y la
progresión del CCR, representando un potencial blanco terapéutico en esta enfermedad.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second leading cause of cancer-related death world-
wide, with high mortality primarily associated with the development of metastasis. This
process involves events such as cell migration and invasion, which are partially regulated
by the epithelial-mesenchymal transition (EMT), a process that confers tumor cells with
a more aggressive and chemotherapy-resistant phenotype. Studies in ovarian, breast, and
esophageal cancers have linked SALL2 to tumor suppressor functions and the modula-
tion of processes related to EMT. Although the role of SALL2 in colorectal cancer has
been associated with the inhibition of the Wnt/β-catenin pathway, its function in EMT
regulation remains unknown.

This study aims to evaluate whether the loss of SALL2 in colon cancer promotes
tumor malignancy through EMT. To address this, we employed in vitro cellular models
with SALL2 loss and gain of function, including the SW480, SW620, and HT-29 cell lines,
as well as AKP murine organoid models with and without Sall2 expression. Additionally,
in vivo experiments were conducted using organoid microinjections in murine models.

The results indicate that SALL2 loss enhances cell proliferation, increases migration,
and induces morphological changes in the actin cytoskeleton. Moreover, SALL2-deficient
cells exhibited greater resistance to conventional chemotherapeutic agents used in CRC
treatment. In the organoid model, the absence of SALL2 led to increased growth and
proliferation. Finally, in vivo studies revealed that mice injected with organoids lacking
SALL2 had a lower survival rate and developed tumors with histological features associa-
ted with EMT.

In conclusion, SALL2 loss promotes a partial EMT, leading to a more aggressive tumor
phenotype characterized by increased proliferation, migration, and chemoresistance in
both in vitro and in vivo models. These findings suggest that SALL2 may play a key role
in EMT regulation and CRC progression, representing a potential therapeutic target for
this disease.
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gada. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.9 La expresión de SALL2 induce un aumento en el tamaño y la

circularidad nuclear. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
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4.12 La pérdida de SALL2 genera un fenotipo de EMT parcial . . . . . 52
4.13 Los niveles de E-cadherina aumentan en ausencia de SALL2 . . . 52
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Epidemioloǵıa del Cáncer Colorrectal a Nivel

Mundial

El cáncer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de morbilidad y mortali-
dad a nivel mundial. En 2022, la Organización Mundial de la Salud (OMS), en conjunto
con GLOBOCAN, reportó que el CCR fue el tercer tipo de cáncer más diagnosticado, con
aproximadamente 9,1 millones de casos nuevos, y la segunda causa de muerte por cáncer,
con cerca de 904,000 fallecimientos [Bray et al., 2024]. La alta tasa de mortalidad de esta
patoloǵıa se explica en parte por la detección tard́ıa en los pacientes, momento en el cual
el cáncer ya ha progresado a estados más avanzados y agresivos, lo que empeora signi-
ficativamente el pronóstico de la enfermedad [Alinia et al., 2024]. Muchos pacientes en
etapas avanzadas del cáncer colorrectal (según el sistema del American Joint Committee
on Cancer (AJCC)) desarrollan metástasis, principalmente en el h́ıgado y los pulmones,
lo que disminuye considerablemente la esperanza de vida [Gallicchio et al., 2022]. Las pro-
yecciones indican que todas estas cifras continuarán aumentando en las próximas décadas,
debido principalmente al envejecimiento poblacional y a la prevalencia de factores de riesgo
relacionados con el estilo de vida [Bray et al., 2024]. Entre los factores de riesgo se encuen-
tran elementos modificables, como la dieta y el tabaquismo, y no modificables, como la pre-
disposición genética y el historial familiar de cáncer [Valle et al., 2019, Wang et al., 2019].
En general, la incidencia del CCR es más alta en páıses de altos ingresos, como Australia,
Estados Unidos y varias naciones de Europa Occidental [Sharma et al., 2022]. No obs-
tante, los páıses con economı́as emergentes también están experimentando un aumento
en la incidencia, lo que se atribuye a la adopción de estilos de vida más urbanizados
y dietas menos saludables [Deo et al., 2021]. En los páıses desarrollados, la implementa-
ción de programas de cribado y detección temprana ha mejorado significativamente las
tasas de supervivencia. Herramientas como la colonoscoṕıa permiten identificar lesiones
precancerosas, contribuyendo aśı a la reducción de la mortalidad. Sin embargo, en mu-
chos páıses de ingresos medios y bajos, la falta de acceso a estos programas dificulta el
control efectivo de la enfermedad, lo que resulta en tasas de mortalidad más elevadas
[Khan and Lengyel, 2023, Schliemann et al., 2020, Schliemann et al., 2021].
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1.2. Epidemioloǵıa del cáncer colorrectal en Chile

En Chile, el CCR ha experimentado un aumento sostenido en las últimas décadas. De
acuerdo con GLOBOCAN, es la segunda causa de muerte por cáncer, solo superada por
el cáncer de próstata en hombres y mama en mujeres, y representa aproximadamente el
11,3 % de las muertes por esta enfermedad en el páıs [Bray et al., 2024]. La incidencia
estimada es de 19.1 casos por cada 100,000 habitantes, con una prevalencia mayor en
hombres que en mujeres. Varios factores de riesgo contribuyen a esta tendencia en la
población chilena. Entre ellos, el alto ı́ndice de sobrepeso, que afecta a cerca del 67 %
de los adultos, y el sedentarismo, que impacta al 85 % de la población. A esto se suma
una baja ingesta de alimentos saludables, lo cual agrava el riesgo de desarrollar cánceres
digestivos, incluido el CCR. Además, el consumo de carnes rojas y procesadas, junto con el
tabaquismo, se identifican como factores cŕıticos en el contexto nacional [Hewlett, 2019].

A pesar de que el sistema de salud en Chile combina cobertura pública (FONA-
SA) y privada (ISAPRE), siguen existiendo barreras económicas para acceder a trata-
mientos avanzados [Hewlett, 2019]. Aśı, el costo del tratamiento de CCR vaŕıa entre
$1.125.000 y $2.735.000 en el sistema público y entre 11 y 23 millones en el privado
[Espinoza et al., 2022], cubiertos en parte por el sistema de Garant́ıas Expĺıcitas en Sa-
lud (GES). En este contexto, leyes y planes a nivel nacional buscan universalizar cui-
dados oncológicos y mejorar la infraestructura asociada al tratamiento de esta patoloǵıa
[Congreso Nacional de Chile, 2020, Ministerio de Salud de Chile, 2018]. Además de este
desaf́ıo económico, la falta de un registro nacional consolidado del cáncer complica la
planificación de poĺıticas públicas más espećıficas e identificar con precisión patrones epi-
demiológicos en el páıs [Taramasco et al., 2024].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es crucial profundizar en los mecanismos
biológicos que originan esta enfermedad. Entender su desarrollo a nivel molecular y celu-
lar permitirá identificar nuevas oportunidades terapéuticas, desarrollar tratamientos más
eficaces y mejorar las estrategias de detección temprana, lo que podŕıa reducir significa-
tivamente la mortalidad asociada a esta patoloǵıa.

1.3. Etioloǵıa del Cáncer Colorrectal

El CCR es una enfermedad compleja y multifactorial que involucra tanto factores
genéticos como ambientales. Desde el punto de vista histológico, la mayoŕıa de los tumo-
res colorrectales corresponden a adenocarcinomas, es decir, tumores que se originan en
las células glandulares del revestimiento interno del colon o el recto, como los enterocitos,
células caliciformes, células de Paneth, células enteroendocrinas y células madre intesti-
nales, tal como se ilustra en la Figura 1.1 [Fleming et al., 2012]. Independientemente
de las v́ıas moleculares que conducen a la formación de adenocarcinomas, la mayoŕıa
de los casos siguen etapas clave: aparición de un epitelio hiperproliferativo, desarrollo
de criptas displásicas focales y formación macroscópica de adenomas, ya sean tubulares,
vellosos o tubulovellosos [Saoudi González et al., 2023]. Además, la progresión del CCR
se ha descrito tradicionalmente mediante el modelo adenoma-carcinoma, propuesto en
1988 por Bert Vogelstein y colaboradores. Este modelo explica cómo un pólipo benigno
se transforma en un carcinoma invasivo a través de una acumulación secuencial de alte-
raciones genéticas (Figura 1.2) [Vogelstein et al., 1988]. Sin embargo, aunque el modelo
adenoma-carcinoma facilita la comprensión general de la progresión del CCR, no captura
completamente la complejidad de esta enfermedad. En particular, no aborda adecuada-
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mente la heterogeneidad intratumoral ni la inestabilidad genética, factores cruciales en
la progresión clonal. En este contexto, diversos estudios han señalado que la progresión
del cáncer no sigue una v́ıa única, sino que involucra mutaciones principales (drivers)
y pasajeras (passengers), las cuales favorecen la heterogeneidad intratumoral. Esta he-
terogeneidad se asocia estrechamente con la resistencia a terapias y la reaparición de
la enfermedad [Anupriya et al., 2022]. Asimismo, se han identificado rutas distintas de
adquisición de mutaciones en etapas tempranas y tard́ıas del CCR. En las etapas inicia-
les se observa un mayor número de mutaciones drivers, lo que promueve la formación
de subpoblaciones celulares y contribuye al aumento de la heterogeneidad intratumoral
[Niida et al., 2021].

Figura 1.1: Tipos celulares del colon

Diferentes tipos celulares presentes en el epitelio del colon que pueden dar origen, a través
de diferentes mecanismos, a la formación de un tumor. Tomado de [Che and Yu, 2023].

Entre las alteraciones genéticas más frecuentes se encuentra la mutación del gen APC
(adenomatous polyposis coli), que provoca una desregulación en la v́ıa de señalización
Wnt/β-catenina mediante la inhibición del complejo de degradación de β-catenina, favo-
reciendo su traslocación al núcleo donde promueve, mediante la regulación transcripcional,
un crecimiento celular descontrolado. Las principales alteraciones del gen APC dan co-
mo resultado una protéına con truncamientos, perdiendo aśı las regiones que codifican
los dominios de unión a β-catenina y los microtúbulos. Además, la pérdida de heteroci-
gocidad e inestabilidad cromosómica observada en CCR contribuye en estas alteraciones
[Zhang and Shay, 2017]. Se ha descrito, además, que estas protéınas truncas de APC pue-
den tener roles oncogénicos adicionales, aunque los mecanismos que subyacen a estas
funciones aún no han sido completamente dilucidados. Otra de las mutaciones frecuen-
tes en CCR es la del oncogén KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Virus), que activa la v́ıa de
señalización Ras-MAPK (mitogen activated protein kinase), facilitando la proliferación
celular. Dentro de las mutaciones predominantes en CCR destacan aquellas del codón
12 (G12D, G12V y G12C) y 13 (G13D), alterando la capacidad de KRAS para hidroli-
zar GTP a GDP, lo que significa que la protéına permanece activa en su forma ligada a
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Figura 1.2: Secuencia adenoma carcinoma

El proceso de acumulación de mutaciones descrito por Vogelstein y colaboradores en
1988 se basa en la adquisición de diferentes cambios en el genoma de las células, que
tiene como consecuencia la adquisición de caracteŕısticas que favorecen el crecimiento
tumoral. Además en la figura se observa la participación de las células del microam-
biente tumoral, que aportan otro nivel de complejidad en esta progresión. Tomado de
[Schmitt and Greten, 2021].

GTP, enviando señales constantes de proliferación y supervivencia, aun en ausencia de
est́ımulos externos [Tria et al., 2023]. Además, las mutaciones en el gen supresor de tu-
mores TP53, se convierten en un paso crucial para generar tumores de mayor agresividad.
Las alteraciones principales evitan la unión de este factor de transcripción con el ADN
[Wang et al., 2023]; sin embargo, se ha determinado que, dependiendo de la mutación que
se genere, es posible obtener distintos fenotipos. Por ejemplo, las alteraciones en el residuo
R273 se han relacionado con un peor pronóstico, ya que facilitan la progresión de metásta-
sis [Hassin et al., 2022]. Finalmente, la inactivación de SMAD4 por mutaciones puntuales
como R361C o D351H, ubicadas en el dominio MH2, el cual es responsable de la inter-
acción con otras protéınas como SMAD2 y SMAD3, contribuye de manera importante a
esta progresión, favoreciendo principalmente la metástasis hacia el h́ıgado y los pulmones
[Yan et al., 2016]. Además de estas alteraciones genéticas espećıficas, existen varias v́ıas
de señalización y protéınas que desempeñan un papel clave en la malignidad del CCR. Por
ejemplo, mutaciones en PIK3CA, que activan la v́ıa PI3K/AKT, promueven el aumento
en la proliferación y el estado indiferenciado a través de células tumorales LGR5+, lo
que confiere principalmente resistencia al tratamiento de primera ĺınea, como FOLFOX
(combinación de leucovorina, 5-fluorouracilo y oxaliplatino) o FOLFIRI (combinación de
leucovorina, 5-fluorouracilo e irinotecan) [Wang et al., 2018]. De igual manera, la protéına
FAK (focal adhesión kinase) se encuentra principalmente sobrexpresada en cáncer colo-
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rrectal y este aumento en su expresión confiere a las células tumorales un aumento en la
migración e invasión, aśı como también un aumento en marcadores de pluripotencia como
OCT4, CD133, CD44 y c-Myc, facilitando la diseminación de estas a tejidos distantes
y adquiriendo resistencia a terapias [Xu et al., 2023] [Zhang et al., 2022]. Estos eventos
moleculares destacan la importancia de múltiples v́ıas de señalización interconectadas en
el aumento de la agresividad tumoral y subrayan el potencial de estas moléculas, aśı como
de las protéınas asociadas a ellas, como blancos terapéuticos en el tratamiento del CCR.

1.4. Metástasis Colorrectal

La metástasis es un proceso multifásico que permite a las células tumorales disemi-
narse desde su sitio original hacia tejidos distantes, lo que agrava significativamente el
pronóstico del cáncer. En el caso del CRC, la metástasis se presenta predominantemente
en el h́ıgado y los pulmones, un fenómeno ampliamente documentado en la literatura
[Cañellas-Socias et al., 2024] [Pretzsch et al., 2019]. Este patrón espećıfico de disemina-
ción puede explicarse por la conectividad vascular y las caracteŕısticas anatómicas entre
la región intestinal, el h́ıgado y los pulmones. En particular, el h́ıgado recibe sangre rica en
nutrientes y desechos provenientes del tracto gastrointestinal a través de la vena porta, lo
que facilita la colonización por células tumorales desprendidas del intestino. Por su parte,
los pulmones están conectados a la circulación sistémica, lo que permite que las células
tumorales sean transportadas y se adhieran a la red capilar pulmonar [Zhou et al., 2022].
La adhesión de las células tumorales tanto en el h́ıgado como en los pulmones no ocurre
de manera puramente mecánica, ya que en este proceso intervienen diversas protéınas.
Por ejemplo, E-selectina, expresada en las células endoteliales, favorece la colonización de
células de CRC en el h́ıgado. Además, el bloqueo de E-selectina mediante poĺımeros sintéti-
cos ha demostrado revertir el crecimiento de metástasis hepáticas [Rütter et al., 2024]. A
pesar de los avances en el conocimiento de los factores involucrados, esta área de investi-
gación aún no está completamente explorada. La cascada metastásica se puede resumir en
una serie de etapas: (1) invasión local, que corresponde a la infiltración de células tumora-
les en el estroma; (2) intravasación; (3) circulación de células tumorales; (4) extravasación;
y finalmente (5) colonización y crecimiento en tejidos distantes, donde se forman micro-
y macrometástasis (Figura 1.3) [Fares et al., 2020].

A nivel molecular, no se han identificado mutaciones drivers exclusivas que desenca-
denen la metástasis, ya que diversos estudios que comparan grandes cohortes de pacien-
tes entre tumores primarios y metastásicos no han encontrado mutaciones únicas en el
cáncer metastásico [Priestley et al., 2019] [Zehir et al., 2017]. Aunque se han identificado
mutaciones enriquecidas en tumores metastásicos, estas tampoco son espećıficas de este
estado ya que también están presentes en tumores primarios avanzados. Sin embargo, se
han descrito alteraciones prevalentes en cáncer metastásico que, combinadas con cambios
epigenéticos, interacciones con el microambiente tumoral y adaptaciones a las presiones
selectivas del entorno, impulsan la diseminación y la colonización. Por ejemplo, las altera-
ciones genéticas frecuentes en tumores metastásicos muestran patrones dependientes de la
localización del tumor primario en el colon. Los tumores metastásicos derivados del colon
ascendente presentan una alta frecuencia de mutaciones en genes como APC y TP53. En
contraste, aquellos originados en el colon descendente están enriquecidos en alteraciones
de genes como KRAS, BRAF, PI3KCA, AKT1, RNF43 y SMAD4 [Yaeger et al., 2018].
En general, estas y otras alteraciones durante la progresión tumoral afectan principalmen-
te las v́ıas de señalización Wnt/β-catenina, EGF y TGF-β, las cuales regulan la bioloǵıa
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Figura 1.3: Cascada mestastásica.

El proceso que va desde el desprendimiento de las células en un tumor primario hasta la
colonización en un lugar distante, principalmente nódulos linfáticos, h́ıgado y pulmones,
se denomina cascada metastásica. Tomado de [Bergers and Fendt, 2021].

de las células madre colónicas sanas. Esto resulta crucial para que las células tumora-
les logren independizarse de los factores del nicho tumoral primario, otorgándoles mayor
plasticidad y capacidad de crecimiento autónomo en ambientes distintos al de su origen
[Batlle and Clevers, 2017, Li et al., 2024a]. Un proceso fundamental asociado a la plasti-
cidad y progresión tumoral es la transición epitelio mesénquima o EMT (por sus siglas en
inglés Epithelial to Mesenchymal Transition), el cual a través de diversos mecanismos mo-
leculares favorece el avance del cáncer colorrectal a estadios más agresivos, involucrándose
en las diferentes etapas de la cascada metastásica.

1.5. Transición Epitelio-Mesénquima (EMT)

La transición epitelio-mesénquima es un proceso biológico fundamental que permite a
las células epiteliales adquirir caracteŕısticas mesenquimales, favoreciendo su migración,
invasión y eventual colonización en sitios distantes [Yang et al., 2020]. Este fenómeno
ocurre en tres contextos biológicos principales: el desarrollo embrionario (EMT tipo 1), la
reparación de tejidos y la fibrosis (EMT tipo 2), y la progresión tumoral (EMT tipo 3).
En el contexto del cáncer, la EMT tipo 3 juega un rol central en la metástasis, facilitando
que las células tumorales escapen de su nicho primario, entren en circulación y coloni-
cen nuevos órganos [Dongre and Weinberg, 2019] [Kalluri and Weinberg, 2009]. A nivel
fenot́ıpico, las células tumorales experimentan una serie de cambios que afectan tanto su
morfoloǵıa como su función. Uno de los cambios más caracteŕısticos es la reestructuración
del citoesqueleto. En las células epiteliales, el citoesqueleto está estructurado para man-
tener la polaridad ápico-basal clásica de este tipo de células, con uniones intercelulares
firmes, como las uniones estrechas, uniones adherentes y los desmosomas, que garantizan
la integridad tisular. Sin embargo, en la EMT, estas estructuras se desensamblan, lo que
conlleva a la pérdida de adhesión celular y la adquisición de una morfoloǵıa alargada,
propia de las células mesenquimales [Nurmagambetova et al., 2023]. La reorganización de
los filamentos de actina y la formación de protrusiones celulares, como pseudópodos y
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lamelipodios, permiten que las células se movilicen hacia tejidos vecinos. Este aumento
en la motilidad es facilitado por la capacidad de las células para degradar la matriz ex-
tracelular (MEC), lo que, junto con la pérdida de adhesión epitelial, facilita la invasión a
tejidos adyacentes y la diseminación del tumor [Yang et al., 2020]. Durante el proceso de
migración, las células experimentan una serie de cambios, comenzando con la polarización,
donde se establece asimetŕıa estructural y funcional para generar un frente migratorio y
una región trasera. Posteriormente, se observa la formación de protrusiones de membra-
na, y el ensamblaje y desensamblaje de adhesiones focales (AFs). Estas AFs son cruciales
para que las células se anclen a la matriz extracelular y participen en la transducción
de señales del entorno hacia el interior de la célula. En una célula en movimiento, la
dinámica de formación y ruptura de AFs es esencial, ya que estas proporcionan puntos
de anclaje y facilitan la tracción necesaria para el desplazamiento celular. Las AFs son
complejos proteicos que incluyen integrinas, filamentos de actina y varias protéınas adi-
cionales, como talinas, tensinas y vinculinas, las cuales desempeñan un papel clave en
la formación, estabilización y señalización de las AFs, ya que conectan el citoesqueleto
con la matriz extracelular a través de integrinas. En particular, vinculina desempeña un
papel clave al mediar la interacción entre las integrinas y los filamentos de actina, es-
tabilizando el complejo y favoreciendo la migración celular. Aśı, un mayor número de
adhesiones focales está asociado con una mayor capacidad migratoria de la célula. Por
otra parte, se han reportado cambios morfológicos a nivel nuclear, observándose núcleos
más alargados en células con un programa EMT activo. Además, se ha descrito que la
forma que adopta el núcleo, influenciada por la estructura del microambiente, podŕıa a su
vez favorecer la activación de la transición epitelio-mesénquima, generando aśı un bucle
de retroalimentación [Leggett et al., 2016, Wang et al., 2025]. Se han descritos una serie
de factores de transcripción que actúan como moduladores clave de la adquisición de este
fenotipo. Entre estos se encuentran SNAIL, SLUG, TWIST, ZEB1 y ZEB2, los cuales, en
muchos contextos, inhiben la expresión de protéınas epiteliales como E-cadherina, Clau-
dinas y Ocludinas, que son cruciales para la adhesión célula-célula. Al mismo tiempo,
inducen la expresión de protéınas asociadas al fenotipo mesenquimal, como Vimentina,
Fibronectina y N-cadherina, que promueven la movilidad celular [Debnath et al., 2022]
[Stemmler et al., 2019]. Aśı, en general, la combinación de estos cambios fenot́ıpicos y la
expresión diferencial de marcadores epiteliales y mesenquimales, aśı como también de los
factores de transcripción mencionados, son indicadores cŕıticos de la progresión y agresi-
vidad tumoral. Cabe destacar que este programa no debe considerarse como un proceso
completamente binario entre fenotipos epitelial y mesenquimal, sino como una transición
continua, lo que da lugar a estados intermedios o h́ıbridos. Este fenómeno de EMT parcial
o h́ıbrida es particularmente importante, ya que son estas células quienes tienen mayor
agresividad y plasticidad, lo que contribuye a su capacidad para diseminarse y resistir tra-
tamientos terapéuticos [Lüönd et al., 2021]. En el caso particular del CCR, se ha descrito
recientemente en diferentes ĺıneas celulares, que la inducción de un EMT parcial promueve
un aumento en el potencial migratorio, un aumento en la resistencia a quimioterapia y
la internalización de E-cadherina desde la membrana plasmática al citoplasma (Figura
1.4) [Pastorino et al., 2024].

Durante todo este proceso, diversas v́ıas de señalización se ven involucradas, actuan-
do en conjunto para promover la progresión tumoral (Figura 1.5) [Li et al., 2024a]. La
hiperactivación de la v́ıa Wnt/β-catenina juega un papel crucial no solo en la prolifera-
ción celular, sino también en la metástasis del CCR. Cuando esta v́ıa está desregulada,
la acumulación nuclear de β-catenina activa genes clave que facilitan la migración e in-
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Figura 1.4: Caracteŕısticas principales de la Transición Epitelio Mesénquima.

Las células epiteliales con polaridad apical-basal están unidas por uniones estrechas y
ancladas a la membrana basal por hemidesmosomas. La EMT induce la expresión de
factores de transcripción que inhiben genes epiteliales y activan genes mesenquimales,
resultando en cambios celulares como la desensamble de uniones y la pérdida de polaridad.
Con este nuevo fenotipo, las células adquieren movilidad e invasividad. Este proceso es
reversible, permitiendo que las células mesenquimales vuelvan al estado epitelial a través
de la transición mesénquima-epitelio (MET). Tomado de [Dongre and Weinberg, 2019].

vasión celular, aśı como la remodelación del microambiente tumoral, lo que contribuye a
la metástasis mediada por la EMT. Genes como MMP2, MMP9, SNAIL, ZEB1, TWIST,
VIM, CTGF y CD44 están entre los más importantes en este proceso, ayudando a las
células tumorales a perder sus caracteŕısticas epiteliales, invadir tejidos adyacentes y co-
lonizar órganos distantes. Este fenómeno contribuye significativamente a la agresividad
y progresión del CCR [Zhang et al., 2022]. Adicionalmente, v́ıas de señalización activa-
das por el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) tienen un doble papel en
el CCR, ya que en las primeras etapas de la enfermedad, TGF-β inhibe la prolifera-
ción celular e induce la apoptosis; sin embargo, en las fases avanzadas, la v́ıa TGF-β
contribuye a la EMT, promoviendo la invasión y metástasis. Además, las mutaciones pre-
viamente descritas en SMAD4, localizadas en el dominio MH2, están presentes en un
alto porcentaje de casos de CCR avanzado [Woodford-Richens et al., 2001]. Por otro la-
do, la señalización mediada por EGF juega un papel crucial en el CCR ya que la union
del ligando EGF con su receptor EGFR provoca la dimerización y fosforilación del re-
ceptor, lo que activa diversas cascadas de señalización intracelular, incluyendo las v́ıas
de MAPK y PI3K/AKT. Estas v́ıas son fundamentales para la proliferación, supervi-
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vencia y migración celular [Saletti et al., 2015]. Además, EGFR está sobreexpresado en
aproximadamente el 60-70 % de los tumores colorrectales, y su expresión se correlaciona
con estadios avanzados de la enfermedad y un pronóstico desfavorable. Cuando KRAS
está constantemente activo, activa de manera persistente la v́ıa Ras-MAPK, lo que no
solo promueve la proliferación celular, sino también la invasión y migración de las célu-
las tumorales. Este estado de activación crónica favorece la diseminación metastásica al
facilitar la reorganización del citoesqueleto, mediante la activación de las Rho GTPasas
(RhoA, Cdc42 y Rac1) y la secreción de metaloproteinasas (MMPs), que degradan la
matriz extracelular y abren camino a la invasión celular. Además, la activación aberran-
te de KRAS está implicada en la resistencia a la apoptosis, permitiendo que las células
tumorales sobrevivan en entornos hostiles y establezcan colonias en tejidos distantes, lo
que es fundamental para la metástasis. Por su parte, las mutaciones en PIK3CA, que
activan la v́ıa PI3K/AKT, desempeñan un papel crucial en la resistencia a la apoptosis
y la progresión metastásica en las células tumorales [Wang et al., 2024]. La activación
constitutiva de AKT no solo promueve la supervivencia celular mediante la fosforilación
de varias protéınas proapoptóticas, sino que también favorece la EMT. Por ejemplo, AKT
fosforila la protéına BAD, bloqueando su unión a Bcl-2/Bcl-xL en las mitocondrias, lo
que evita la liberación de citocromo c y la activación de las caspasas, protegiendo aśı a las
células tumorales de la apoptosis [Kennedy et al., 1999]. Además, AKT inactiva GSK3-β,
una quinasa que normalmente promueve la apoptosis, lo que favorece la proliferación de
las células tumorales [Hermida et al., 2017]. De igual forma, AKT fosforila a MDM2 en el
residuo Ser183, aumentando su estabilidad nuclear y capacidad para degradar p53. Esta
fosforilación reduce los niveles de p53 en condiciones de estrés oxidativo, suprimiendo la
senescencia celular [Chibaya et al., 2021]. Dada la relevancia de la EMT en la progresión
del cáncer colorrectal, resulta fundamental identificar nuevos reguladores de este proceso.
La EMT no solo contribuye a la diseminación tumoral, sino que también, como se muestra
en la Figura 1.6, está asociada con resistencia a las terapias, reprogramación metabólica
y evasión del sistema inmune, lo que complica el tratamiento eficaz de la enfermedad
[Brabletz et al., 2021].

Entre los posibles reguladores emergentes se encuentra SALL2, un factor de trans-
cripción que podŕıa desempeñar un papel en la regulación de la EMT. Comprender su
función en este contexto podŕıa abrir nuevas oportunidades terapéuticas para controlar la
metástasis y mejorar los resultados cĺınicos en pacientes con cáncer colorrectal.

1.6. Factor de transcripción Spalt-like 2 (SALL2)

La familia de factores de transcripción Spalt-like (SALL) está evolutivamente con-
servada en una amplia gama de organismos, incluyendo especies simples como nemáto-
dos, y complejas como mamı́feros [De Celis and Barrio, 2009]. Esta familia desempeña
funciones cruciales en diversos procesos biológicos esenciales para la embriogénesis, co-
mo la formación de extremidades, el desarrollo del sistema nervioso, la morfogénesis
de órganos como el corazón, riñones y pulmones, y en la mantención de células ma-
dre [Sweetman and Münsterberg, 2006]. Los genes SALL fueron inicialmente descritos en
Drosophila melanogaster, donde cumplen un papel clave en la especificación de identidad
celular y la formación de tejidos. En vertebrados, se han identificado cuatro miembros:
SALL1, SALL2, SALL3, y SALL4, todos ellos caracterizados por la presencia de dominios
estructurales de dedos de zinc que facilitan la unión al ADN y la regulación transcripcio-
nal de múltiples genes objetivo [Kohlhase et al., 2000]. En particular, SALL1 y SALL4
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Figura 1.5: Principales v́ıas de señalización asociadas al cáncer colorrectal.

Este panel muestra diversas v́ıas, incluyendo las v́ıas Wnt, IGF2, ErbB, TGF-β, Notch,
Hedgehog y TNFα. Detalla cómo las señales extracelulares se transmiten a través de recep-
tores y moléculas intracelulares hacia el núcleo, enfatizando la complejidad y la intercone-
xión de estas redes de señalización en el desarrollo y la progresión del cáncer colorrectal.
Tomado de [Dongre and Weinberg, 2019].

se han asociado con la pluripotencia de células madre embrionarias, mientras que SALL3
juega un papel en la regulación del desarrollo del sistema nervioso [Álvarez et al., 2021].
SALL2 destaca por su papel en una variedad de procesos celulares y del desarrollo. A
pesar de la gran similitud entre los miembros de la familia SALL en cuanto a la con-
servación de los dominios de dedos de zinc, la región C-terminal de SALL2 no muestra
homoloǵıa con los otros miembros, lo que sugiere que puede tener funciones espećıficas no
compartidas con los demás factores SALL [Hermosilla et al., 2017]. El gen SALL2 está
localizado en el brazo largo del cromosoma 14 en humanos y codifica al menos dos iso-
formas principales: E1 y E1A, generadas a partir del uso de promotores alternativos: P1
y P2, respectivamente, como se observa en la Figura 1.7. La isoforma E1 se expresa
predominantemente en tejidos como el pulmón, riñón, timo y test́ıculos, mientras que la
isoforma E1A tiene una expresión más generalizada en diversos tejidos, aunque ambas
isoformas son altamente expresadas en el cerebro [Ma et al., 2001]. Esta distribución dife-
rencial sugiere que SALL2 podŕıa tener funciones contextuales, espećıficas del tipo celular
y del microambiente fisiopatológico.

Diversas funciones se han descrito para SALL2 principalmente en el contexto del de-
sarrollo embrionario, las cuales se relacionan con la migración celular y la diferenciación.
Estudios en modelos animales han proporcionado evidencia del papel crucial de SALL2
en la morfogénesis de órganos. Por ejemplo, se ha demostrado que ratones knockout para
Sall2 presentan defectos en el cierre del tubo neural, un proceso altamente dependiente de
la migración y proliferación de células neurales durante el desarrollo temprano del sistema
nervioso central [Böhm et al., 2008]. Asimismo, se ha observado que la deleción de Sall2
en células PC12 y en neuronas hipocampales primarias de rata altera la extensión de neu-
ritas en respuesta al factor de crecimiento nervioso (NGF), sugiriendo un rol regulador en
la plasticidad neuronal y la proyección axonal [Pincheira et al., 2009, Xiong et al., 2024].
Esta evidencia resalta la importancia de SALL2 en la organización y migración neuronal,
procesos clave para el desarrollo adecuado del sistema nervioso. Otra de las funciones
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Figura 1.6: Procesos regulados por la EMT en cáncer.

Las funciones clásicas asociadas a la EMT permiten a las células cancerosas migrar,
invadir y penetrar en vasos sangúıneos y linfáticos, mientras que la MET promueve el
crecimiento de macrometástasis. Las caracteŕısticas no clásicas apoyan la iniciación tu-
moral y la colonización metastásica, ayudando a las células a adaptarse a condiciones
cambiantes a través de la reprogramación metabólica, evasión inmunitaria y resistencia a
tratamientos. La EMT también puede ser inducida por señales extracelulares en el micro-
ambiente. Tomado de [Brabletz et al., 2021].

cŕıticas de SALL2 se relaciona con el desarrollo ocular. En 2014, un estudio liderado por
Kelbermann y su equipo describió que una mutación en el gen SALL2, que produce un
codón de término prematuro, conduce a la formación anormal del ojo en ratones, resultan-
do en coloboma de retina, un defecto caracterizado por la falta de cierre de la fisura ocular
durante la embriogénesis [Kelberman et al., 2014]. Los estudios mencionados destacan un
aspecto común en los efectos de SALL2: su influencia sobre la migración celular en dis-
tintos contextos biológicos. Desde el cierre del tubo neural hasta la extensión de neuritas
y el desarrollo ocular, SALL2 parece ser un regulador clave de los movimientos celulares
que permiten la organización adecuada de tejidos durante el desarrollo. Este papel en
la migración sugiere que SALL2 puede ser un mediador crucial de la plasticidad y reor-
ganización celular en diferentes contextos fisiológicos. Aunque aún se requieren estudios
adicionales para comprender completamente los mecanismos moleculares subyacentes, el
año 2022, nuestro grupo de investigación describió que SALL2 es capaz de regular la mi-
gración de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) mediante la regulación de integrina
β1, siendo el primer mecanismo molecular descrito en este contexto [Riffo et al., 2022].
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Figura 1.7: Esquema del gen SALL2 y sus isoformas principales.

El gen que codifica a SALL2 se localiza en el cromosoma 14 en humanos y está constituido
por dos promotores P1 y P2, que codifican las dos isoformas principales del gen, E1 y E1A,
respectivamente. Tomado de [Hermosilla et al., 2017].

1.7. SALL2 en cáncer

Además de su papel en condiciones fisiológicas, SALL2 se ha posicionado como un re-
gulador central de procesos implicados en la progresión de diversos cánceres. Alteraciones
genéticas como mutaciones, deleciones y amplificaciones en el gen SALL2 han sido repor-
tadas en varios cánceres, observándose tanto aumento como disminución, lo que sugiere
que su función en el cáncer es altamente dependiente del contexto genético y del teji-
do [Farkas et al., 2021a]. Si bien se han realizado avances significativos en el estudio del
rol de SALL2 en glioblastoma, donde se comporta como un oncogén [Baulch et al., 2016]
[Fiscon et al., 2018] [Suvà et al., 2014] [Yu et al., 2017], y en cáncer de ovario, en el cual
actúa como supresor tumoral [Miao et al., 2017][Sung et al., 2013], su función en otros
tipos de cáncer sigue siendo poco comprendida. Uno de los aspectos más investiga-
dos de SALL2 es su respuesta al estrés celular. Diversos estudios han demostrado que
la expresión de SALL2 se induce ante estrés metabólico, como la privación de suero
[Liu et al., 2007], y ante estrés genotóxico, generado por agentes como doxorrubicina
[Escobar et al., 2015] y etopósido [Sung et al., 2012]. Esto ha llevado a proponer que
SALL2 desempeña un papel supresor tumoral en cánceres como el de ovario, esófago
y mama, dado que su expresión está vinculada a la regulación de genes involucrados en
la detención del ciclo celular, la apoptosis y la supervivencia. Entre los genes diana de
SALL2 se incluyen p21 [Li et al., 2004], p16 [Wu et al., 2015], BAX [Gu et al., 2011],
NOXA [Escobar et al., 2015], c-Myc y ciclina D1/E1 [Hermosilla et al., 2018], cuya re-
gulación por parte de SALL2, ya sea positiva o negativa, contribuye a una respuesta
celular de tipo antitumoral. En cuanto al CCR, aunque el papel de SALL2 aún no ha
sido profundamente investigado, los estudios preliminares apuntan a una posible función
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como supresor tumoral. Por ejemplo, se ha reportado una pérdida de heterocigosidad
(LOH) en el cromosoma 14, en la región donde se localiza el gen SALL2, en pacientes con
CCR, lo que se asocia con un mal pronóstico [Al-Mulla et al., 2006]. Además, análisis de
bases de datos han mostrado que los niveles de expresión de SALL2 diminuyen signifi-
cativamente reducidos en tejidos tumorales de CCR en comparación con el tejido normal
[Chandrashekar et al., 2017]. Estos hallazgos son consistentes con los estudios de nuestro
laboratorio, donde hemos observado que SALL2 es indetectable en varias ĺıneas celulares
de CCR y disminuye su expresión durante la progresión del CCR observado en tejidos
humanos, sugiriendo que su pérdida está asociada con el fenotipo tumoral [Quiroz, 2023].
El efecto de SALL2 en la migración celular ha sido otro foco de estudio, observándose en
datos preliminares que la migración de células SW480 disminuye en ausencia de SALL2
en comparación con el modelo wild type, lo que sugiere que SALL2 podŕıa regular la mi-
gración en contextos tumorales [Alarcon, 2021]. Estos resultados coinciden con estudios
en cáncer de ovario [Miao et al., 2017] y esófago [Luo et al., 2017], donde el silenciamiento
de SALL2 favorece la migración e invasión celular.

1.8. Relación de SALL2 y EMT

Uno de las interrogantes clave derivados de estos estudios es si la pérdida de SALL2
observada en cáncer colorrectal favorece el aumento en la malignidad tumoral a través
de la EMT, y cómo este mecanismo podŕıa estar implicado en la progresión tumoral.
La EMT es un proceso fundamental en la bioloǵıa del cáncer, que facilita la migración,
invasión y metástasis de las células tumorales, siendo regulada por múltiples v́ıas de señali-
zación. En este contexto, estudios previos han demostrado que la activación de TGF-β
en fibroblastos humanos primarios disminuye la expresión de SALL2, lo que sugiere que
las v́ıas de señalización inductoras de la EMT podŕıan suprimir la expresión de SALL2,
favoreciendo aśı el fenotipo mesenquimal [Sung et al., 2011]. Además, se ha identificado
que el promotor P2 de SALL2 contiene sitios de unión para los factores de transcripción
SMAD3/4, los cuales son mediadores clave de la señalización TGF-β. Esta observación
refuerza la hipótesis de que SALL2 podŕıa desempeñar un papel regulador en la EMT
a través de su interacción con esta v́ıa de señalización. Evidencia adicional sugiere que
SALL2 podŕıa modular la EMT por distintos mecanismos en otros tipos de cáncer. En
cáncer de mama, se ha propuesto que su efecto inhibidor sobre la EMT está mediado,
en parte, por la regulación positiva del factor de transcripción MYB [Liu et al., 2014].
De manera similar, en cáncer de ovario, la inhibición de la protéına tirosina quinasa 7
(PTK7) se ha asociado con un aumento en los niveles de SALL2, lo que a su vez induce
la inhibición de la EMT, evidenciado mediante estudios de migración, quimiorresistencia
y análisis de marcadores asociados a este proceso [Raivola et al., 2022]. En el contexto
del cáncer colorrectal, SALL2 podŕıa influir en la EMT a través de su impacto en la
adhesión célula-célula y la regulación de genes clave en este proceso. Se han identificado
sitios de unión putativos para SALL2 en los promotores de diversos genes de la familia de
las cadherinas y de factores de transcripción asociados a la EMT, los cuales se conservan
en varias especies (Figura Suplementaria 7.3 y 7.4). Esto sugiere que SALL2 podŕıa
desempeñar un papel evolutivamente relevante en la regulación de la adhesión celular y
la EMT. Sin embargo, hasta la fecha no se ha determinado si SALL2 promueve o inhibe
la expresión de estos genes. Además, se ha descrito que SALL2 regula la expresión del
supresor tumoral PTEN, cuya pérdida en cáncer colorrectal se ha asociado con la acumu-
lación nuclear de β-catenina y el aumento en la expresión de c-MYC y ciclina D1, eventos
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que favorecen la activación de la EMT [Bowen et al., 2009] [Fedorova et al., 2022]. Por
otro lado, se ha descrito que TM4SF1, a través de MYC, favorece la EMT a través de
la v́ıa Wnt/β-catenina/SOX2. En este contexto, como SALL2 también regula negativa-
mente la expresión de MYC, podŕıa existir un mecanismo similar de regulación de la
EMT [Tang et al., 2020]. De manera complementaria, estudios recientes de nuestro la-
boratorio han sugerido una posible función de SALL2 en la regulación de la adhesión
celular. Mediante inmunoprecipitación de cromatina acoplada a secuenciación (ChIP-seq)
en células HEK293T sometidas a estrés genotóxico, se identificó que SALL2 podŕıa estar
modulando la expresión de diversas protéınas de adhesión célula-célula, lo que refuerza
su posible implicación en procesos como la migración celular, la EMT y la progresión
tumoral. Adicionalmente, investigaciones preliminares indican que SALL2 regula la v́ıa
Wnt/β-catenina mediante la regulación positiva de AXIN2, un regulador negativo de esta
v́ıa que forma parte del complejo de degradación de β-catenina, impidiendo su acumu-
lación en el núcleo y, por tanto, la activación transcripcional de los genes blanco. Dado
que la activación de la v́ıa Wnt/β-catenina se ha asociado con la inducción de la EMT,
estos hallazgos sugieren un nuevo mecanismo por el cual SALL2 podŕıa desempeñar un
papel en la regulación de este proceso. En conjunto, estas evidencias posicionan a SALL2
como un posible regulador clave de la EMT en el cáncer colorrectal, probablemente a
través de su interacción con v́ıas de señalización clásicas asociadas a este programa mor-
fogenético y su influencia en la expresión de genes involucrados en la adhesión celular, la
migración y la proliferación. A partir de esta información, surge la siguiente pregunta de
investigación: ¿La pérdida de SALL2 contribuye directamente a la progresión tumoral y a
la agresividad del cáncer colorrectal a través de mecanismos que involucran la transición
epitelio-mesénquima?.
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Hipótesis y Objetivos

2.1. Hipótesis

La pérdida del factor de transcripción SALL2 potencia la progresión del cáncer co-
lorrectal y favorece la adquisición de caracteŕısticas asociadas a la transición epitelio-
mesénquima.

2.2. Objetivo General

Determinar el impacto de la pérdida y sobrexpresión del factor de transcripción SALL2
en la progresión del cáncer colorrectal in vitro e in vivo, con un enfoque en su rol como
regulador de la transición epitelio-mesénquima.

2.3. Objetivos Espećıficos

1. Evaluar el impacto de la pérdida de SALL2 en los cambios fenot́ıpicos y moleculares
asociados a la transición epitelio-mesénquima en modelos celulares de cáncer de
colon.

2. Analizar la inhibición de Sall2 en la progresión tumoral y la transición epitelio-
mesénquima mediante estudios in vivo en modelos murinos de cáncer de colon.
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Caṕıtulo 3

Materiales Y Métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos

Tabla 3.1: Reactivos utilizados para el desarrollo de esta tesis

Reactivo Código Compañ́ıa
Dimetilsulfóxido (DMSO) Cat. No. 3174 TOCRIS

5-Fluorouracilo (5-FU) sc-29060A Santa Cruz
Oxaliplatino J66586.MF Thermo Fisher
Leucovorina sc–252837 Santa Cruz
Doxiciclina Cat.No. 14422 Cayman Chemical

3.1.2. Plásmidos

Tabla 3.2: Plásmidos utilizados para el desarrollo de esta tesis

Nombre plásmido Código Compañ́ıa
pD1321-AP-SALL2 No especificado ATUM

pD1321-AP-Jun-SALL2 No especificado ATUM
pCW57-MCS1-2A-MCS2 Cat.No. 71782 8 Addgene

pCMV-dR8.2 Cat.No. 8455 Addgene
pCMV-VSV-G Cat.No. 8454 Addgene

pSpCas9(BB)-2A-GFP Cat.No. 48138 Addgene
psPAX Cat.No. 12260 Addgene

pMD2.D Cat.No. 12259 Addgene
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3.1.3. Anticuerpos y sondas fluorescentes

Tabla 3.3: Anticuerpos y sondas fluorescentes utilizados para el desarrollo de
esta tesis

Anticuerpo/Sonda Código Compañ́ıa Dilución
SALL2 HPA004162 Atlas WB: 1:500

E-cadherina sc-8426 Santa Cruz WB: 1:500
E-cadherina 24E10 Cell Signaling WB: 1:1000, IF: 1:1600, IHQ: 1:400
N-cadherina sc-393933 Santa Cruz WB: 1:500

Snail sc-271977 Santa Cruz WB: 1:500
Vimentina sc-373717 Santa Cruz WB: 1:500

Integrina β1 sc-374429 Santa Cruz WB: 1:500
Integrina β3 sc-6627 Santa Cruz WB: 1:500

GAPDH sc-32233 Santa Cruz WB: 1:20000
β-actina sc-47778 Santa Cruz WB: 1:20000
β-catenina sc-7963 Santa Cruz WB: 1:500, IF: 1:100, IHQ: 1:100

Faloidina Alexa-488 A12379 Invitrogen WB: 1:80
Ki-67 GA626 Dako Omnis IHQ: 1:100

Hoechst 33342 H1399 Invitrogen IF: 1:300
Anti-mouse 1705047 BioRad WB: 1:20000
Anti-rabbit 1706515 BioRad WB: 1:20000
Vinculina sc-73614 Santa Cruz WB: 1:100

3.1.4. Partidores

3.2. Métodos

3.2.1. Cultivo celular

Las ĺıneas celulares SW480, SW620, HT-29 y HEK293T que se encuentran dispo-
nibles en el laboratorio de Transducción de Señales y Cáncer (TSC) fueron obtenidas
desde ATCC. SW480, SW620 y HT-29 se cultivaron en medio RPMI-1640 (HyClone,
Cat. No. SH30255.02) y HEK293T en medio DMEM (HyClone, Cat. No. SH30022.01),
ambos suplementados con 10 % de suero bovino fetal (FBS) y 1 % del mix antibiótico
penicilina/estreptomicina (HyClone, Cat. No. SV30010). Todos los cultivos celulares se
incubaron a 37ºC y 5 % de CO2. Se realizó cambio de medio entre 2 a 3 d́ıas y se utilizó la
razón 1:6 para subcultivo de rutina. Para los modelos SALL2 inducible (sistema Tet-On)
se utilizó FBS-TetOn (Thermo Fisher, Cat. No. A4736201). La inducción de SALL2 en
estos modelos se realizó con doxiciclina a una concentración de 1µg/mL.

3.2.2. Generación de modelos celulares con pérdida de función
de SALL2 mediante el sistema CRISPR/Cas9

Células SW480 fueron electroporadas utilizando el equipos Neon Transfection System
(Invitrogen) con los plásmidos pD1321-AP-SALL2 y pD1321-AP-Jun SALL2 con el fin
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Tabla 3.4: Partidores utilizados para el desarrollo de esta tesis

Nombre del partidor Secuencia
hCDH1 F CGG ACG ATG ATG TGA ACA CC
hCDH1 R TTG CTG TTG TGC TTA ACC CC
hSNAI1 F CTA GAG TCT GAG ATG CCC CG
hSNAI1 R AGT TCT GGG AGA CAC ATC GG
mSnai1 F CTTGTGTCTGCACGACCTGT
mSnai1 R CAGGAGAATGGCTTCTCACC
mTwist1 F AGT CTT ACG AGG AGC TGC AG
mTwist1 R AGG AAG TCG ATG TAC CTG GC
mZeb1 F TGA GCA CAC AGG TAA GAG GCC
mZeb1 R GGC TTT TCC CCA GAG TGC A
mVim F TGC GCC AGC AGT ATG AAA
mVim R GCC TCA GAG AGG TCA GCA AA
mCdh1 F ATC CTC GCC CTG CTG ATT
mCdh1 R ACC ACC GTT CTC CTC CGT A
mCdh2 F GGT GGA GGA GAA GAA GAC CAG
mCdh2 R GGC ATC AGG CTC CAC AGT AT

Validación KO humano F CCC AAC AGA GGA CAG GTG TG
Validación KO humano R ATT TGT GCC TTC CAC CAG

Validación KO ratón F GTG TGA TTC TGC ACA TAG GCC
Validación KO ratón R GAC CAG GAA TTG CCC AGA AG

sgRNA (SALL2 knockout) F CAC GGG CTC CTT AGG CCA GAC GGT
sgRNA (SALL2 knockout) R AAA CAC CGT CTG GCC TAA GGA GCC
sgRNA-1 (Sall2 knockout) F CAC CGG TGA GCG AGG AAT TCG G
sgRNA-1 (Sall2 knockout) R AAA CGA CCG AAT TCC TCG CTC ACC
sgRNA-2 (Sall2 knockout) F CAC CGC AAT TAT CAC CAT TAC CGG T
sgRNA-2 (Sall2 knockout) R AAA CAC CGG TAA TGG TCA TAA TTG C

de generar la edición genómica de SALL2 mediante el sistema CRISPR/Cas9. 24 horas
posteriores a la electroporación, se verificó fluorescencia en el cultivo mediante la expresión
de la protéına fluorescente roja (RFP) codificada en ambos vectores. A través de un
citómetro de flujo activado por fluorescencia (FACS) (BD FACSAria III cell sorter, BD
Biosciences; San Jose, CA, USA) se logró separar la población de células RFP positivas,
las cuales fueron sembradas en placas de 96 pocillos para obtener clones independientes
deficientes de SALL2. Estos clones estuvieron en cultivo hasta que se alcanzaron alta
confluencia para posterior subcultivo a placas de mayor tamaño. Se verificó la correcta
edición genómica a través de secuenciación y se validó el modelo pérdida de función de
SALL2 mediante inmunodetección por westernblot. Modelos generados y metodoloǵıa
descrita en [Hermosilla et al., 2024, Farkas et al., 2021b].

30
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3.2.3. Generación de modelos celulares con ganancia de función
de SALL2 mediante el sistema inducido por tetraciclina

La generación de modelos inducibles se realizó siguiendo el procedimiento descrito en
[Quiroz, 2023] y consta de varios pasos principales que se detallan a continuación:

3.2.3.1. Transfección de células HEK293T con lipofectamina

Para transfectar de forma transiente células HEK239T, se utilizó lipofectamina 2000
(ThermoFisher Scientific, Cat.No.1668) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello,
se sembraron 2x106 células en placas de 100 mm para alcanzar una confluencia del 80 %
en aproximadamente 24 horas. Al momento de la transfección, se preparó la mezcla de
los plásmidos en un volumen final de 250 µL de medio RPMI sin suero y sin antibióticos,
utilizando los plásmidos para el empaquetamiento viral pCMV-dR9.2 y pCMV-VSVG
(Addgene), y el plásmido inducible por tetraciclina pCW57-MCS1-2A-MCS2 (Addgene)
portador del gen SALL2 que codifica la isoforma E1A, en una proporción 5 µg: 1 µg: 5
µg (tubo A). En paralelo se disolvieron 15 µL de lipofectamina en 235 µL de medio de
cultivo RPMI sin suero y sin antibióticos (tubo B). La solución del tubo A se agregó gota
a gota sobre el tubo B y se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se cambió
el medio de las células HEK293T a medio sin suero y sin antibióticos para aumentar la
eficiencia de transfección y se agregaron los 500 µL de suspensión ĺıpido-ADN. Las células
se incubaron durante 6 horas en presencia de los complejos, tras lo cual se reemplazó el
medio de cultivo por medio de cultivo fresco con FBS y antibiótico y finalmente, 24 horas
posteriores a la transfección, se cambió el medio nuevamente.

3.2.3.2. Transducción de células SW480, SW620 y HT-29 con part́ıculas len-
tivirales

Transcurridas 48 horas posteriores a la transfección, se tomó el medio de las células
HEK293T, en donde se encuentran las part́ıculas lentivirales, con una jeringa de 5mL y
se transfirió a un tubo de centrifuga. Se eliminó el medio del cultivo de células blanco y
se agregó el medio con lentivirus. Se agregó medio nuevo al cultivo de células HEK293T
y se repitió el proceso los dos d́ıas posteriores. Luego de tres rondas de transducción, se
cambió el medio de las células blanco y se trataron con antibiótico de selección (puromi-
cina 5µg/mL) realizando subcultivo cuando fue necesario. Una vez transcurridos 5 d́ıas
en tratamiento con antibiótico y contrastando con la placa control del antibiótico, se cul-
tivaron estas células para su posterior validación mediante inmunodetección por western
blot.

3.2.4. Ensayo de proliferación mediante conteo celular

Todas las ĺıneas celulares se sembraron en placas de 24 pocillos a una confluencia de
5x104 células por pocillo. Después de 48 horas, las células se tripsinizaron y contaron
utilizando un hemocitómetro (cámara de Neubauer). El conteo celular se realizó durante
5 d́ıas. Para los modelos con ganancia de función de SALL2, se agregó doxiciclina 1µg/µL
24 horas posteriores al sembrado.
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3.2.5. Ensayo de proliferación clonal

Todas las ĺıneas celulares se sembraron en placas de 6 pocillos a una confluencia de
5x102 células por pocillo. Después de 2 semanas, se visualizaron las colonias bajo el
microscopio, se removió el medio de cultivo y se lavó cuidadosamente con PBS 1X (pH
7,4). Las células se fijaron con una solución de 10 % (v/v) de ácido acético, 10 % (v/v)
de metanol and 80 % (v/v) de agua destilada durante 10 minutos. Para teñir las colonias,
las células fueron tratadas con una solución preparada con 0,2 g de cristal violeta, 5mL
de metanol, 5mL de ácido acético en 50 mL de agua destilada por 10 minutos. Posterior
a la tinción, las placas fueron cuidadosamente lavadas con PBS 1X (pH 7,4) y secadas a
temperatura ambiente. Se tomaron fotograf́ıas para poder calcular el número y el tamaño
de las colonias. Para los modelos con ganancia de función de SALL2, se agregó doxiciclina
24 horas posteriores al sembrado.

3.2.6. Ensayo de migración en transwell

Los insertos transwell (Costar, 6,5mm de diámetro, tamaño de poro de 8 µm) se
trataron previamente con colágeno tipo I (Sigma Aldrich) (2 µg/mL). Se sembraron 1x105

células en la parte superior del transwell con medio sin FBS. En la parte inferior se
agregó medio con FBS utilizado como quimioatrayente. Después de 48 horas se removió
el medio del transwell y las células en la parte superior del inserto se eliminaron con un
algodón. Las células que migraron localizadas en la cara inferior del inserto se fijaron con
una solución de 10 % (v/v) de ácido acético, 10 % (v/v) de metanol and 80 % (v/v) de
agua destilada durante 10 minutos y se tiñeron con una solución preparada con 0,2 g de
cristal violeta, 5mL de metanol, 5mL de ácido acético en 50 mL de agua destilada por
10 minutos. Para los modelos con ganancia de función de SALL2, se agregó doxiciclina
24 horas posteriores al sembrado. Se tomaron fotograf́ıas con aumento de 10x utilizando
un microscopio óptico invertido Olympus CKX-41. La metodoloǵıa utilizada también se
describe en [Riffo et al., 2022].

3.2.7. Ensayo de viabilidad celular utilizando XTT

El ensayo de viabilidad celular se realizó utilizando el reactivo XTT, basado en la
reducción de sales de tetrazolio por la actividad metabólica de las células vivas. Una vez
preparado el cultivo celular, se mezcla una solución activadora (100 µL) con 5 mL del
reactivo XTT. De esta mezcla, se añaden 50 µL directamente al medio de cultivo de
cada pocillo en una placa de 96 pocillos. La placa se incuba a 37 °C durante 4 horas.
Tras la incubación, se homogeniza la solución mediante agitación suave para garantizar
una lectura uniforme. Finalmente, la absorbancia se mide a 480 nm para cuantificar el
producto de formazán, y a 660 nm para corregir lecturas inespećıficas, restando estos
valores durante el análisis.

3.2.8. Inmunodetección de protéınas mediante Western Blot

Las células se lisaron en el buffer de lisis (Tris/HCl 25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,
NP-40 al 1 %, MgCl2, glicerol al 5 %), suplementado con inhibidores de proteasa (P8340,
Sigma Aldrich) y fosfatasa (P2850, Sigma Aldrich) al 1 %. Los lisados protéıcos (50-70µg)
fueron separados utilizando electroforesis denaturante (SDS-PAGE), a un voltaje constan-
te de 90V y en presencia del buffer de corrida (Tris 25mM; Glicina 192mM; SDS al 0,1 %
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p/v). Como marcador de peso molecular se utilizó el estándar AccuRuler (MAESTRO-
GEN, No. Cat. #02102-250). El gel separador fue preparado con acrilamina:bisacrilamina
29:1 (30 %) desde el 6 % hasta 12 % p/v, Tris 375 mM pH 8,8; SDS al 0,1 % p/v; per-
sulfato de amonio al 0,1 % p/v; N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) al 0,09 %
v/v). Por otra parte, el gel concentrador se preparó con acrilamina:bisacrilamina 29:1
(30 %) al 5 %p/v; Tris 125 mM pH 6,8; SDS al 0,1 % p/v; persulfato de amonio al 0,1 %
p/v; TEMED al 0,1 % v/v). Las protéınas se transfirieron durante 16-18 h a 25 mA a
una membrana de PVDF (Immobilon, Merck, Kenilworth, NJ, EE. UU.) en buffer de
transferencia (Tris 25mM; Glicina 192mM; SDS al 20 % v/v). Las membranas de PVDF
se bloquearon en leche descremada al 5 % durante 1h a temperatura ambiente en TBS-T
1X (TBS-Tween20: Tris 20mM; NaCl 500mM; pH 7,4; Tween20 0,05 % v/v)). Luego se
incubaron con el anticuerpo primario a 4 °C durante 16-18 h. Después del lavado, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rábano picante (Bio-Rad) diluido en 5 % en leche en TBS-T durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente, las protéınas inmunomarcadas se visualizaron mediante el kit de
quimioluminiscencia Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Health-
care Life Sciences). Para realizar la cuantificación de las bandas se utilizó el software
Image J, en donde se procedió a hacer una densitometŕıa de las protéınas de interés nor-
malizando con un control de carga como GAPDH. Finalmente se graficaron los datos
utilizando Graph Prism 10. La metodoloǵıa utilizada también se describe en art́ıculos
como [Riffo et al., 2022, Hermosilla et al., 2024].

3.2.9. Extracción de ARN y generación de ADNc

Para la extracción de ARN, se utilizaron placas de 60mm en donde las células fueron
colectadas en 500µL del reactivo TRIZOL (ambion). Para la separación de las fases se
agregaron 100 µL de cloroformo, se realizó vortex y luego se centrifugó a 12.000g por 15
minutos a 4°C. La fase acuosa fue traspasada a otro tubo, donde posteriormente se le
agregaron 500 µL de isopropanol a temperatura ambiente para la precipitación del ARN.
Luego de 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugó a 10.000 rpm (10 minutos a
4°C), y se removió el sobrenadante cuidadosamente. El pellet (ARN) se lavó con 500 µL de
etanol 75 % en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se centrifugó a 10.000 rpm
(5 minutos a 4°C). Para resuspender el ARN, se removió el sobrenadante, se dejó secar el
pellet al aire por 20-30 minutos y se adicionó 50 µL de agua DEPC para hidratar en hielo
por 30 minutos. Las muestras fueron tratadas con el kit de turbo DNasa (Invitrogen) para
eliminar cualquier residuo de ADN. Se cuantificó la concentración de ARN y su pureza a
través de absorbancia en el lector de placas INFINITE 200 PRO NanoQuant Microplate
readers (TECAN), considerando como óptimo una pureza entre 1,8 - 2, relación Abs 260-
280 nm. Para realizar PCR transcriptasa reversa, se mezcló una concentración de 1000 ng
de ARN total con 1,6 µL de oligoDT (Promega) en 10 µL de volumen final en agua grado
bioloǵıa molecular (Hyclone). El programa ocupado consta de una etapa de 5 minutos a
70°C y una segunda etapa a 4°C por 15 minutos. Posteriormente, se utilizó la transcriptasa
reversa M-MLV (PROMEGA), usando el programa de una etapa a 60°C por 42 minutos
y una segunda etapa a 65°C por 15 minutos en un termociclador de PCR convencional
(Veriti).
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3.2.10. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qRT-PCR)

Se realizaron las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) por triplicado
utilizando KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X) Kit (Kapa Biosciences) con una
concentración de partidores de 0,4 µM (ver tabla 2). Cada reacción conteńıa: 0,4 µL
de cada partidor, 5 µL del kit 2X, 1 µL de ADNc y 3,2 µL de agua grado bioloǵıa
molecular. Las condiciones usadas en el termociclador fueron: desnaturalización inicial a
95°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 5 segundos,
hibridación a 60°C por 20 segundos y extensión a 72°C por el tiempo correspondiente.
La curva de melting, fue usada para verificar la Tm de los partidores. La expresión de
cada gen fue relativa a la expresión del gen normalizador GAPDH. La representación de
los datos fue como veces de cambio en comparación con el control, para cada caso, esto
utilizando la formula ∆∆CT. La metodoloǵıa tanto de la qRT-PCR como de la extracción
de ARN y generación de ADNc también se describe en art́ıculos como [Riffo et al., 2022,
Hermosilla et al., 2024].

3.2.11. Inmunocitoqúımica

Se sembraron 1, 5x105 células SW480 o HT-29 en cubreobjetos de 12 mm en placas de
24 pocillos. Luego de 48 horas de incubación las células se fijaron en 4 % paraformaldehido
en 1X PBS no estéril por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se permeabilizaron
con 0,1 % Triton X-100 en 1X PBS por 10 minutos. Posteriormente se incubaron con el
anticuerpo primario diluido en 3 % BSA por 16-18 horas a 4ºC en cámara húmeda. Luego,
se realizaron tres lavados con 1X PBS por 5 minutos y se incubó por 2 horas con el anti-
cuerpo secundario correspondiente, en BSA al 1 % incluyendo la tinción nuclear hoechst
(dilución 1:300) y la tinción de F-actina faloidina (1:80). Finalmente, se montaron los
cubreobjetos en portaobjetos, usando 6µL de medio de montaje (Fluoreoscence Moun-
ting Medium Dako) para su posterior análisis bajo microscoṕıa confocal. El microscopio
confocal empleado fue un microscopio espectral confocal LSM780 NLO Zeiss (objetivos
40X y 63X) ubicado en el Centro de Microscoṕıa Avanzada (CMA) Bio Bio. En cada
inmunofluorescencia además se incluyó un control negativo, que involucra un cubreobjeto
sin la incubación de anticuerpo primario. Para el análisis de las imágenes se utilizó el
textitsoftware Image J, con el cual se calculó la máxima intensidad de fluorescencia de
un Z-stack para los diferentes experimentos realizados. Para determinar la distribución
de E-cadherina, se evaluó la intensidad de fluorescencia a lo largo de una ĺınea generada
entre el centro de los núcleos de dos células adyacentes, y por tanto, la mayor intensidad
del marcador nuclear Hoechst se observa en los extremos de esta ĺınea. La zona central
corresponde a la región de la membrana plasmática. Para determinar la cantidad rela-
tiva de β-catenina nuclear, se identificaron y delimitaron los núcleos de las células, con
el objetivo de determinar la intensidad de fluorescencia en el interior de esta región. La
metodoloǵıa utilizada también se describe en [Riffo et al., 2022].

3.2.12. Transformación bacteriana

La transformación fue realizada por la técnica de shock térmico. Para ello, se incu-
baron 50 µL de bacterias XL1-Blue competentes en un tubo Eppendorf de 1,5 mL con
aproximadamente 100 ng de plásmido, en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, las
bacterias junto con el ADN se incubaron a 42ºC por 40 segundos en una termoplaca y
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nuevamente los tubos volvieron al hielo por 5 minutos. Se agregó 250 µL de medio LB
al tubo de bacterias. Se dejó en recuperación durante 1 hora en agitación a 37°C y pos-
teriormente este volumen fue transferido a una placa estéril con medio sólido LB-agar
con antibiótico de selección (ampicilina 100 ng/mL, United States Biological). Estos pro-
cedimientos fueron realizadas bajo mechero en todo momento. Las bacterias se dejaron
crecer por 14-16 horas en la placa a 37ºC. Al d́ıa siguiente, se seleccionó una o más co-
lonias aisladas con una punta de 10 µL y se traspasó de forma individual cada colonia
desde la placa a un tubo de ensayo con 5mL de caldo LB con antibiótico selección (5 µL
de ampicilina 100 ng/mL, United States Biological) en orbital shaker incubator (MRC).
Finalmente se incubó el cultivo durante toda la noche a 37º C con agitación a 210 rpm
(14-16 horas). Se utilizaron 800 µL de este cultivo bacteriano para almacenar stock con
glicerol al 20 % v/v a -80ºC.

3.2.13. Purificación de plásmidos

1 mL del cultivo bacteriano fue inoculado en 500 mL de caldo LB con el antibiótico
correspondiente (500 µL de ampicilina 100 ng/mL, United States Biological) por 16-18
hrs a 37°C en agitación a 210 rpm. Luego, se centrifugó el cultivo a 5000 rpm en centŕıfuga
Hitachi CR22GIII (3920 xg) durante 15 minutos a 4ºC y se procedió a la purificación de
plásmidos a gran escala con kit NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel), guiándose
de las instrucciones del fabricante. La concentración del plásmido obtenido se determinó
midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm, utilizando el equipo TECAN. De la relación
A260/A280 se establece la pureza, considerando una razón óptima sobre 1,8.

3.2.14. Obtención de organoides AKP y cultivo de organoides

El colon de un ratón macho B6-Tg(Vil1-CreERT2)23Syr/J; Apctm1Tno; Krastm4Ty/J;
Trp53tm1Brn (AKP) fue aislado a partir de él se generaron organoides colónicos. Estos
organoides fueron tratados con 4-OHT para inducir la actividad de la enzima Cre. La
recombinación de alelos condicionales se validó mediante PCR, y las células se cultiva-
ron en un medio sin R-spondina y EGF. Los tumores intestinales fueron disociados en-
zimáticamente para obtener células individuales que fueron sembradas en BME (Cultrex
Reduced Growth Factor Basement Membrane Extract, BME; R&D Systems, 3433-005-
01) para generar organoides. Estos organoides fueron cultivados en una gota de BME
y pasajeados rutinariamente. Las gotas fueron enjuagados con 1X PBS fŕıo a 4°C para
desprender el BME. Las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos.
Se aspiró el sobrenadante, dejando un pellet de BME y organoides. Para disgregar los
organoides, se añadieron 150 µL de PBS 1X fŕıo a 4 °C y se pipetearon vigorosamen-
te y repetidamente. Posteriormente, se añadieron 5 mL de PBS y se centrifugó a 1300
rpm durante 3 minutos. Se aspiró el sobrenadante, y los organoides se suspendieron en
BME (20µL por domo) y se colocaron en placas precalentadas. Los organoides se dividie-
ron en una proporción de 1:2 o 1:3 y se mantuvieron en Advanced DMEM/F12 (Gibco,
12634028) con 1 % de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4458-100ML), 1 % de
D-Glutamina (Gibco, 25030024), 1 % de HEPES (Sigma-Aldrich, h0887-100), 1X B27
(Gibco, 12587010) y 1X N2 (Gibco, 17502048). La metodoloǵıa también se describe en
[Vaquero-Siguero et al., 2022].
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3.2.15. Generación de organoides AKP deficientes de Sall2

Los organoides AKP murinos fueron cultivados y disgregados como se mencionó an-
teriormente. El d́ıa de la electroporación, se disociaron en células individuales usando
1X TrypLE Express (Invitrogen, Waltham, MA, USA, 12605010). Posteriormente, se
agregaron 5 mL de PBS y 50 µL de FBS (Gibco, 16000044) y se centrifugaron a 1300
rpm durante 3 minutos. Se aspiró el sobrenadante y los organoides se resuspendieron
en 100 µL de OptiMEM (Gibco, 11520386). Se añadieron 10 µg de pSpCas9(BB)-2A-
GFP (PX458) (Sall2-sgRNA-1 Fwd: 5’-CACCGGTGAGCGAGGAATTCGG-3’, REV: 5’-
AAACACCGGTAATGGTGATAATTGC-3’; Sall2-sgRNA-2 Fwd: 5’-CACCGCAATTAT
CACCATTACCGGT-3’, Rev: 5’-AAACGACCGAATTCCTCGCTCACC-3’), se homoge-
neizó y se transfirió a una cubeta de electroporación. Se utilizó el sistema de electropo-
ración NEPA21 con los siguientes parámetros: pulso de poro: voltaje 175 V, duración
del pulso 5 ms, intervalo entre pulsos 50 ms, número de pulsos 2, tasa de decaimiento
10 %, polaridad positiva. Pulso de transferencia: voltaje 20 V, duración del pulso 50 ms,
intervalo entre pulsos 50 ms, número de pulsos 5, tasa de decaimiento 40 %, polaridad
positiva/negativa. Después de la electroporación, las células se recuperaron en 1 mL de
medio de cultivo suplementado Y-27632 (72308, StemCell Technologies) a una concentra-
ción de 10 µM y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente,
las células se centrifugaron a 1000 rpm durante 3 minutos. Se eliminó el sobrenadante,
el pellet celular se suspendió en BME y se sembró en placas precalentadas. Los organoi-
des se cultivaron durante tres d́ıas para seleccionar aquellos que expresaban la protéına
GFP mediante el sistema de clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS).
Los organoides incrustados en BME se disociaron en células individuales con 1X TrypLE
Express durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células individuales se resuspen-
dieron en PBS con 1 % de FBS y se pasaron a través de un filtro de 40 µm. Las células
positivas para GFP se enriquecieron usando un sistema de clasificación celular BD FAC-
SAria. Después de centrifugar (1300 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente), las
células se resuspendieron en BME y se sembraron. Los organoides individuales se seleccio-
naron con una punta de 10 µL para escoger colonias y se cultivaron solos en una placa de
24 pocillos hasta alcanzar una confluencia óptima para determinar el estado de knockout
mediante secuenciación Sanger.

3.2.16. Ensayo de crecimiento de organoides

Los organoides incrustados en BME se disociaron en células individuales con 1X Try-
pLE Express durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se sembraron 2000 células
por domo de BME en placas de 24 pocillos precalentadas. Se dejó el cultivo bajo las con-
diciones mencionadas anteriormente y transcurridos 3 y 5 d́ıas, se fotografiaron las placas
utilizando un equipo de imagen en vivo Omni™ (Axios Biosystems). El número y tamaño
de los organoides formados fue cuantificado utilizando el software ImageJ.

3.2.17. Ensayo de viabilidad de organoides

Se realizó el mismo procedimiento que el descrito en el ensayo de crecimiento de
organoides. Transcurridos 3 d́ıas, se realizó el ensayo utilizando el kit CellTiter-Blue Cell
Viability Assay (Promega Cat.No. G8081) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
En resumen, se eliminó el medio de cultivo y se agregó a cada pocillo 300 µL de una
mezcla del reactivo CellTiter-Blue y medio Advanced DMEM/F12 (proporción 1:5). Se
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dejó la placa bajo las condiciones de incubación anteriormente descritas durante 4 horas.
Finalmente, se determinó la absorbancia a 570 nm de la solución de cada pocillo utilizando
un lector SpectraMax iD3 (Molecular Devices) y el software SoftMax Pro 7.1. A la placa
con organoides se le retiró el reactivo CellTiter-Blue y se agregó en ella nuevamente
medio de cultivo, para continuar con el crecimiento de los organoides y realizar el ensayo
de viabilidad al d́ıa 5.

3.2.18. Microinyección guiada por colonoscoṕıa en ratones

La colonoscoṕıa en ratones se realizó utilizando una unidad de video endoscopio Karl
Storz TELE PACK VET X LED, un sistema de endoscopio Karl Storz que incluye un
dispositivo de succión e irrigación (Karl Storz, vetpump2), un sistema de documentación
(Karl Storz, AIDA), una fuente de luz fŕıa (Karl Storz, xenón 175), un sistema de imágenes
(image1 S, Karl Storz, Tuttlingen, Alemania) y un telescopio Hopkins (parte 67030 BA).
Los ratones fueron anestesiados con isoflurano, se preparó el sistema de microinyección
que consistió en una jeringa (Hamilton Inc., Reno, NV, EE. UU., 7656-01), una aguja de
transferencia para absorber sustancias (Hamilton Inc., 7770-02) y una aguja de inyección
(Hamilton Inc., 7803-05). La aguja de inyección se colocó sobre la mucosa del colon con el
bisel orientado hacia la mucosa y se inyectaron 125.000 células de organoides AKP Sall2
WT o AKP Sall2 KO en la mucosa para formar una burbuja. El punto final del experi-
mento in vivo se estableció como el momento en que los animales alcanzan una pérdida del
20 % de su peso corporal [Talbot et al., 2020]. Este criterio está directamente relacionado
con un tamaño tumoral significativo que interfiere con las funciones básicas del animal,
como la alimentación, lo que lleva a una progresiva pérdida de peso. Esta condición refleja
un impacto cŕıtico del crecimiento tumoral en el bienestar del organismo, marcando la
necesidad de aplicar la eutanasia en cumplimiento de las normativas éticas para experi-
mentos con modelos animales. Todos los experimentos con animales fueron realizados en
las dependencias del Centro Alemán para la Investigación del Cáncer (DKFZ) cumpliendo
con la Ley Alemana de Aprobación Bioética v́ıa las autoridades locales bajo el protocolo
DKFZ392 y número de experimento G-27/22. La metodoloǵıa utilizada también se detalla
en [Roper et al., 2018, Vaquero-Siguero et al., 2022].

3.2.19. Inmunohistoqúımica

Los análisis de inmunohistoqúımica se llevaron a cabo en la Unidad de Anatomı́a
Patológica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Concepción. Para esto se
utilizaron secciones de 4µm de grosor en el EnVision™ FLEX, High pH, (Dako Autos-
tainer/Autostainer Plus) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
utilizó el sistema PTLink (Dako-Agilent) para el pretratamiento, lo que permitió la des-
parafinación, rehidratación y recuperación de ant́ıgenos simultáneamente. La peroxidasa
endógena se bloqueó con el Flex Peroxidase Block (Dako-Agilent) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo seleccionado du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de 3 lavados en buffer 1X TBS, los
portaobjetos se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón o anti-conejo conjugado
a un poĺımero marcado con peroxidasa de rábano picante por 20 min. Luego, se aplicó
3,3-diaminobencidina (DAB) en oscuridad durante 5 min. La contratinción se realizó con
Hematoxilina Flex (Dako-Agilent) y a continuación se lavaron los portaobjetos con agua
corriente durante 5 min. Por último, las muestras se deshidrataron y se montaron con
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un cubreobjetos tras su deshidratación. El escáner MoticEasyScan permitió escanear 6
portaobjetos de vidrio con un solo clic, generando imágenes digitales de alta calidad en
el servidor Motic DSAssistant. Se realizó análisis digital con Qupath, para procesar las
imágenes y permitir la cuantificación objetiva de los marcadores. Para Ki-67 se realizó
segmentación nuclear usando algoritmo de Threshold, obteniendo el porcentaje de células
positivas. Para β-catenina, se utilizó el plugin de Image J Cell counter para contar las
células con localización nuclear del marcador. El análisis de E-cadherina se realizó de ma-
nera cualitativa, utilizando microscopio óptico con aumento 10X. La metodoloǵıa también
se detalla en [Quiroz, 2023].

3.2.20. Métodos estad́ısticos

El análisis de los datos se llevó a cabo en el software GraphPad Prism 10 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Para comparar más de dos grupos, los datos se ana-
lizaron mediante ANOVA (Analysis of Variance) de una v́ıa para muestras que difieren
en un solo factor (una sola variable independiente, e.g., tratamiento), o de dos v́ıas para
muestras que difieren en dos factores (e.g. tiempo de tratamiento 0, 4, 12, 24 hr). También
se utilizó la prueba t-student (ejemplo: expresión de un target de la v́ıa Wnt y expresión de
SALL2 ). Las curvas Kaplan.Meier de sobrevivencia fueron analizadas mediante el test de
Mantel-Cox. Las comparaciones se realizaron en unidades relativas a la condición control.
Se trabajó usando el intervalo de confianza de un 95 % y el valor p<0,05 fue considerado
como significativo.
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Resultados

4.1. Objetivo Espećıfico 1

Evaluar el impacto de la pérdida de SALL2 en los cambios fenot́ıpicos y
moleculares asociados a la transición epitelio mesénquima en modelos celulares
de cáncer de colon.

4.1.1. La pérdida de SALL2 promueve un aumento en la proli-
feración celular

El aumento descontrolado en la proliferación celular y la alteración de los mecanismos
que controlan la integridad de la región colorrectal, favorecen la formación de pólipos que,
con el tiempo, pueden convertirse en adenocarcinomas. Considerando esto, se evaluó la
capacidad proliferativa de modelos celulares de cáncer de colon con pérdida y ganancia
de función de SALL2. Se utilizó SW480, una linea celular de tumor primario, la cual
dentro de las ĺıneas celulares de cáncer de colon, es una de las que más expresa SALL2
(Figura 4.1). A partir de ella, se generó un modelo con pérdida de función de SALL2
(SW480 SALL2 knock out ). Adicionalmente, desde el modelo SW480 SALL2 knock out
se originó un modelo SALL2 inducible mediante el sistema Tet-On. Mediante el mismo
sistema, se generó además un modelo inducible en la ĺınea celular SW620, que corresponde
a la ĺınea celular obtenida del mismo paciente que SW480 pero aislada de metástasis en
nódulo linfático un año más tarde, y en la ĺınea celular HT-29, la cual corresponde a un
modelo con caracteŕısticas fenot́ıpicas epiteliales, en comparación con las dos anteriores.
Las principales diferencias entre estas ĺıneas celulares se resumen en la Tabla 4.1 y la
Figura 4.2. Finalmente, se validaron todos los modelos generados mediante análisis de
los niveles de protéına utilizando inmunodetección por western blot (Figura 4.3).

La capacidad proliferativa se evaluó mediante conteo celular durante un periodo de
2 a 8 d́ıas para el modelo con pérdida de función y de 1 a 5 d́ıas para los modelos con
ganancia de función. Esta variación en los tiempos de análisis se debió a las distintas tasas
de crecimiento observadas entre los modelos, lo que permitió ajustar el experimento para
detectar diferencias significativas. En la Figura 4.4 se puede observar que la pérdida
de SALL2 induce un aumento en la proliferación en comparación con el control a partir
del segundo d́ıa, y esta diferencia se mantiene a través del tiempo por lo menos hasta el
octavo d́ıa. Por otra parte, la ganancia de SALL2 en el modelo SW480 inducible revierte
este efecto, observando una diferencia significativa a partir del tercer d́ıa. La ganancia
de SALL2 en el modelo SW620 también disminuyó significativamente la proliferación
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celular, observándose una disminución del 20,3 % al segundo d́ıa y 26,7 % al quinto d́ıa.
Por otra parte, el modelo HT-29 SALL2 inducible, que presenta un background genético
diferente a las anteriores, mostró el mismo resultado, observándose una disminución en la
proliferación, que vaŕıa entre un 20,6 % y un 27,2 %, luego de la sobrexpresión de SALL2.
De manera complementaria, se realizó un ensayo de proliferación clonal con el objetivo de
determinar la capacidad de crecimiento individual de las células, considerando la hetero-
geneidad clonal y su relación con procesos asociados a la EMT. Para esto, se cultivaron
500 células en condiciones normales de crecimiento y al cabo de 2 semanas se evaluó el
número de colonias formadas. Los resultados indican que el modelo con pérdida de función
de SALL2 presenta un mayor número de colonias, aumentando aproximadamente de 300
(control) a 500 (SALL2 knock out) (Figura 4.5). En conjunto, estos resultados muestran
que el factor de transcripción SALL2 tiene un rol antiproliferativo en ĺıneas celulares de
cáncer colorrectal.
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Figura 4.1: Expresión de SALL2 en ĺıneas celulares de cáncer de colon.

Representación gráfica de la expresión de SALL2 en distintas ĺıneas celulares de cáncer
colorrectal, basada en datos de las bases DepMap [DepMap, 2021] (A) y The Human
Protein Atlas [Uhlén et al., 2015] (B). (A) El eje X muestra la expresión de SALL2 en
log2(TPM+1) (logaritmo en base 2 del número de transcritos por millón más 1), mientras
que el eje Y representa la cantidad de ĺıneas celulares con un nivel de expresión determina-
do. (B) En el eje X se presentan 63 ĺıneas celulares, y en el eje Y se muestra la expresión
de SALL2 en nTPM (transcritos por millón normalizados), junto con la detección de la
protéına. La ausencia de SALL2 en una ĺınea celular se indica con un ćırculo blanco. En
ambos gráficos, se destacan las ĺıneas celulares SW480, SW620 y HT-29, utilizadas en el
desarrollo de esta tesis.
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Tabla 4.1: Caracteŕısticas de ĺıneas celulares de cáncer de colon utilizadas

Caracteŕıstica SW480 SW620 HT29

Origen

Derivada de un ade-
nocarcinoma de colon
primario de un pa-
ciente masculino de 51
años.

Derivada de una
metástasis en ganglio
linfático del mismo
paciente que SW480 a
los 52 años.

Derivada de un ade-
nocarcinoma de colon
primario de un pa-
ciente femenino de 44
años.

Mutaciones y Alte-
raciones Genéticas

Mutaciones en APC
(codón de término
1338), KRAS (G12V),
NRAS, TP53 (R273H
y P309S). CIN+.
mCpG bajo. Ampli-
ficación del número
de copias del oncogén
MYC.

Mutaciones en APC
(codón de término
1338), KRAS (G12V),
TP53 (R273H y
P309S). CIN+.
mCpG medio. Ampli-
ficación del número
de copias del oncogen
MYC.

Mutaciones en APC
(inserción 1bp codón
1555), BRAF (V600E
y T119S), TP53
(R273H). CIN+.
mCpG alto. Ampli-
ficación del número
de copias del oncogen
MYC.

Grado de Agresivi-
dad

Moderado; exhibe ca-
racteŕısticas de EMT
y alta migración e in-
vasión.

Alto; mayor capacidad
metastásica y agresi-
vidad en comparación
con SW480.

Bajo; muestra carac-
teŕısticas más diferen-
ciadas y menor poten-
cial metastásico.

Subtipo Molecular

Asociada al subtipo
CMS4 (mesenquimal),
caracterizado por
EMT y mal pronósti-
co.

Asociada al subtipo
CMS4 (mesenquimal),
similar a SW480.

Asociada al subtipo
CMS3 (metabólico),
caracterizado por
alta diferenciación
epitelial.

Nota: CIN+: Presencia de inestabilidad cromosómica, mCpG: Metilación de islas CpG, CMSX: Subtipo
molecular consenso, donde X representa uno de los cuatro subtipos descritos. (Información tomada de
[Ahmed et al., 2013, Berg et al., 2017, Shinji et al., 2025])
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Figura 4.2: Vı́as de señalización activas en las diferentes ĺıneas celulares de
cáncer de colon.

Activación de distintas v́ıas de señalización en las ĺıneas celulares HT-29 (A), SW480 (B)
y SW620 (C), analizada mediante la herramienta PROGENy (Pathway Responsive Genes)
de The Human Protein Atlas. En los gráficos, las v́ıas de señalización significativamente
activas se representan con ćırculos rojos, mientras que aquellas no activas se indican con
ćırculos azules, de acuerdo con el Z-score mostrado en el eje Y.
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Figura 4.3: Validación de los modelos celulares con pérdida y ganancia de fun-
ción del factor de transcripción SALL2.

Determinación de los niveles de SALL2 en los modelos celulares generados. Se realizó un
análisis por western blot para evaluar la expresión de SALL2 en las ĺıneas celulares SW480
SALL2 knockout (KO) (A), HT-29 SALL2 inducible (B), SW480 SALL2 inducible (C)
y SW620 SALL2 inducible (D), con el objetivo de validar la generación de los modelos.
Se cargaron 50 µg de protéına por carril y se utilizó el anticuerpo anti-GAPDH como
control de carga. En los modelos inducibles, la expresión de SALL2 fue inducida mediante
la adición de doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL.
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Figura 4.4: SALL2 inhibe la proliferación celular en modelos celulares.

Análisis de la proliferación celular en modelos con pérdida y ganancia de función de
SALL2. Se evaluó el crecimiento celular en las ĺıneas SW480 SALL2 knockout (KO) (A),
SW480 SALL2 inducible (B), SW620 SALL2 inducible (C) y HT29 SALL2 inducible
(D) mediante recuento celular en diferentes d́ıas de cultivo. Los datos se presentan como
media ± desviación estándar (SD). En los modelos inducibles, la expresión de SALL2 fue
inducida con 1 µg/mL de doxiciclina. La comparación estad́ıstica entre condiciones se
realizó mediante test t no pareado para cada d́ıa evaluado (valor p: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001, n=3).
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Figura 4.5: La pérdida de SALL2 favorece la formación de colonias.

Ensayo de formación de colonias en células control y con pérdida de SALL2. (A) Imágenes
representativas del crecimiento clonal para el modelo con pérdida de SALL2 y su control
correspondiente. Se sembraron 500 células en placas de 6 pocillos y se cultivaron por 2
semanas. La comparación estad́ıstica en (B) entre condiciones se realizó mediante test t
no pareado (valor p: *p<0,05, n=3).

4.1.2. La pérdida de SALL2 promueve un aumento en la mi-
gración celular

Otra caracteŕıstica clave en la progresión tumoral, especialmente en la cascada me-
tastásica, es la migración celular, un proceso intŕınsecamente ligado a la EMT. Este fe-
notipo migratorio es crucial para que las células escapen del tumor primario y atraviesen
la matriz extracelular, marcando el primer paso hacia la diseminación metastásica en el
organismo. Para investigar cómo la ganancia y/o pérdida de SALL2 impacta la migración
celular, se realizaron ensayos utilizando insertos transwell (también llamadas cámaras de
Boyden). Este sistema utiliza la quimiotaxis mediada por factores de crecimiento y cito-
quinas presentes en el suero, ubicado en la cámara inferior, como est́ımulo para favorecer
el movimiento direccional de las células. Los resultados indican que la ausencia de SALL2
provoca un aumento significativo en el número de células migratorias, observándose un
cambio relativo de células migratorias de 1,7 en comparación con el control. Aśı, se desta-
ca el papel SALL2 en la regulación de este proceso. Además, la restauración de SALL2 en
los modelos inducibles de SW480 y HT-29 revierte este fenómeno, respaldando su función
como un supresor de la migración celular (Figura 4.6). En el modelo SW480 SALL2
inducible, se observó un cambio relativo del numero de células migratorias de 0,6 en com-
paración con el control. De manera similar, en el modelo HT-29 SALL2 inducible, este
valor fue de 0,59 en comparación con el control. A pesar de que en ambos modelos la
expresión de SALL2 llevó a una disminución significativa en la capacidad migratoria de
las células tumorales, en el modelo SW480 SALL2 el número total de células migratorias
fue mayor que en el modelo HT-29 SALL2 inducible, lo cual podŕıa estar relacionado con
la menor capacidad migratoria basal de las células HT-29, vinculado principalmente a su
fenotipo epitelial en el contexto de cáncer colon [Druzhkova et al., 2020].
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Caṕıtulo 4. Resultados

Figura 4.6: La pérdida de SALL2 se asocia con un aumento de la capacidad
migratoria en modelos celulares de cáncer de colon.

Análisis de migración celular en los modelos de cáncer de colon mediante ensayos de
transwell. En (A), (C) y (E) se muestran imágenes representativas de células migrantes
teñidas con cristal violeta y fotografiadas con aumento de 10x, correspondientes a los
modelos SW480 SALL2 knockout, SW480 SALL2 inducible y HT-29 SALL2 inducible,
respectivamente. En (B), (D) y (F) se presenta la cuantificación del número de células
migratorias. Para cada experimento, se realizaron triplicados y se capturaron imágenes de
tres campos diferentes por cada réplica, sumando un total de 27 imágenes analizadas por
condición. Los datos corresponden a la media ± DE. Se utilizó la prueba t de Student no
pareada para determinar diferencias significativas (p-valor: ∗p < 0, 05; ∗ ∗ p < 0, 01, n=3)
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Para complementar el estudio del rol de SALL2 en la migración celular, se analizó la
distribución de AFs en el modelo celular SW480 SALL2 inducible. En la Figura 4.7,
se observa que el número de AFs es mayor en ausencia de SALL2. Por el contrario, la
reexpresión de SALL2 reduce de manera significativa la cantidad de AFs, observándose
un cambio relativo del número de clusters de vinculina por célula de 0,7 en comparación
con el control. Las imágenes representativas muestran la distribución de estas estructuras
con y sin el tratamiento. En conjunto, estos resultados indican que la pérdida de SALL2
favorece un aumento en la capacidad migratoria y el número de AFs en modelos de cáncer
de colon, sugiriendo un fenotipo tumoral mas agresivo y con un potencial metastásico en
CCR.

Figura 4.7: La expresión de SALL2 induce una disminución en el número de
adhesiones focales.

Evaluación de adhesiones focales mediante inmunodetección de vinculina. (A) Imágenes
representativas de la distribución de vinculina en el modelo SW480 SALL2 inducible.
(B) Cuantificación del número de clusters de vinculina por célula. Las imágenes fueron
tomadas con aumento de 40x en un microscopio confocal espectral LSM780 NLO Zeiss.
Para cada experimento, se realizaron duplicados y se capturaron imágenes de tres campos
diferentes por cada réplica, sumando un total de 12 imágenes analizadas por condición.
Los datos corresponden a la media ± DE. Se utilizó la prueba t de Student no pareada
para determinar diferencias significativas (p-valor: ∗p < 0, 05, n=2).

4.1.3. La pérdida de SALL2 promueve cambios morfológicos
asociados a la reorganización del citoesqueleto de actina

La activación de los programas transcripcionales y postraduccionales asociados con la
EMT favorecen la adquisición de un fenotipo mesenquimal, caracterizado por una orga-
nización del citoesqueleto que difiere marcadamente del fenotipo epitelial, generando un
aumento en la capacidad migratoria de las células, inducida principalmente por gradien-
tes de factores quimiotácticos. Para determinar si los cambios observados en la migración
celular se correlacionan con alteraciones morfológicas en los modelos estudiados, se utilizó
faloidina para visualizar la distribución de los filamentos de actina. En este análisis se em-
pleó el modelo SW480 SALL2 inducible, ya que presenta una mayor capacidad migratoria.
Además, la diferencia en los niveles de expresión de SALL2 en el modelo inducible es signi-
ficativamente más alta que en el modelo con pérdida de función, lo que permite identificar
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diferencias fenot́ıpicas de manera más evidente. En la Figura 4.8 se observa que, tras la
inducción de SALL2, las células adquieren una disposición más agrupada y un citoplasma
de forma poligonal, caracteŕıstico de un fenotipo epitelial. En contraste, la ausencia de
SALL2 favorece una morfoloǵıa alargada o fusiforme, propia de un fenotipo mesenquimal
migratorio, lo cual ya ha sido reportado por otros autores [Nurmagambetova et al., 2023].
Además, la intensidad de fluorescencia por célula es mayor sin expresión de SALL2, lo
que sugiere que la pérdida de SALL2 promueve un aumento en los niveles de filamentos
de actina intracelular. Este comportamiento es t́ıpico de células con alta reorganización
del citoesqueleto, un proceso clave para potenciar la migración celular.

Figura 4.8: La expresión de SALL2 genera una pérdida de la morfoloǵıa alar-
gada.

Evaluación de los filamentos de actina mediante faloidina. (A) Imágenes representativas
de la distribución de los filamentos de actina en el modelo SW480 SALL2 inducible.
(B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia por núcleo. Las imágenes fueron
tomadas con aumento de 40x en un microscopio confocal espectral LSM780 NLO Zeiss.
Para cada experimento, se realizaron duplicados y se capturaron imágenes de tres campos
diferentes por cada réplica, sumando un total de 18 imágenes analizadas por condición.Los
datos corresponden a la media ± DE. Se utilizó la prueba t de Student no pareada para
determinar diferencias significativas (p-valor: ∗p < 0, 05, n=3).

Durante la EMT, no solo cambia la morfoloǵıa general de la célula, sino también la del
núcleo, un organelo ŕıgido y voluminoso. En células migratorias, el núcleo adquiere una
forma más alargada y, a menudo, reduce su área, facilitando aśı su paso por espacios con-
finados. Para evaluar estos cambios, se analizó el área y la circularidad nuclear, definida
como la razón entre el largo y el ancho del núcleo. Valores cercanos a 1 indican una forma
redondeada, mientras que valores mayores reflejan un núcleo alargado. En la Figura 4.9,
se observa que la ausencia de SALL2 se asocia con un núcleo más alargado, mientras
que su reexpresión induce una morfoloǵıa más redondeada. La cuantificación del área y
la circularidad nuclear evidencia diferencias significativas en ambos parámetros, lo que
sugiere que SALL2 no solo reduce la capacidad migratoria de las células tumorales, como
se observó en los ensayos de migración, sino que también promueve una reorganización
estructural más estable, lo que refuerza este fenotipo menos migratorio. Estos cambios
incluyen una menor intensidad de actina, una disposición celular más compacta y poligo-
nal, y una transición nuclear hacia una forma más redondeada, caracteŕısticas de células
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menos migratorias [Brabletz et al., 2021, Nurmagambetova et al., 2023]. En ausencia de
SALL2, las células adquieren una morfoloǵıa alargada, asociada a una mayor capacidad
de migración, lo que refuerza la idea de que la plasticidad estructural es clave en este
proceso. Además, la organización celular más estructurada sugiere una posible reducción
en la proliferación, destacando el papel central de SALL2 en la regulación de procesos
fundamentales del cáncer colorrectal.

Figura 4.9: La expresión de SALL2 induce un aumento en el tamaño y la cir-
cularidad nuclear.

Evaluación del área y circularidad nuclear en el modelo SW480 SALL2 inducible. (A)
Imágenes representativas de los núcleos celulares teñidos con Hoechst. El recuadro pun-
teado resalta una región ampliada para una mejor visualización. La cruz blanca indica, a
modo de referencia, la medición del eje mayor y menor utilizada para calcular la circula-
ridad. (B) Cuantificación del área nuclear. (C) Cuantificación de la circularidad nuclear.
Las imágenes fueron obtenidas con un aumento de 40x en un microscopio confocal espec-
tral LSM780 NLO Zeiss. Para cada experimento, se realizaron duplicados y se capturaron
imágenes de tres campos diferentes por cada réplica, sumando un total de 18 imágenes
analizadas por condición.Los datos se presentan como media ± DE. Las diferencias sig-
nificativas se determinaron mediante la prueba t de Student no pareada (valor p: *p <
0,05; ****p < 0,0001, n = 3).
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4.1.4. La pérdida de SALL2 induce un aumento en la resistencia
a quimioterapéuticos clásicos utilizados en pacientes con
cáncer de colon

Además de proliferación y migración celular, la adquisición de resistencia a la terapia
antitumoral es crucial para que las células cancerosas se mantengan en crecimiento y logren
la diseminación en el organismo. En general, la EMT favorece un estado similar al observa-
do en las células madres tumorales (CSC, Cancer Stem Cell), el cual potencia la resistencia
a drogas por mecanismos como el aumento del eflujo de drogas mediado por transportado-
res ABC (ATP-binding casette), por alteración de v́ıas apoptóticas o por una mejora en los
mecanismos de reparación de daño al ADN [Duan et al., 2022] [De Las Rivas et al., 2021].
En este contexto, se evaluó si la pérdida y reexpresión de SALL2 se correlaciona con un
aumento en la resistencia a 5-fluorouracilo (5-FU), un antimetabolito que interfiere con la
śıntesis de ADN y ARN, y un quimioterapéutico clásico utilizado para el tratamiento del
cáncer colorrectal y otros cánceres [Vodenkova et al., 2020]. En primer lugar, se determinó
la concentración de 5-FU a utilizar mediante un ensayo de viabilidad celular, evaluando
el efecto del tratamiento con concentraciones entre 100 y 200 µ/mL, y comparando los
resultados obtenidos con lo previamente reportado en la literatura [Mhaidat et al., 2014].
En la Figura 4.10 A se observa que el patrón de sensibilidad a la droga se mantiene
constante hasta los 100 µg/mL, y que 200 µg/mL provoca la muerte o detención del
crecimiento celular de más del 50 %, lo que indica que esta concentración es demasiado
alta para ser utilizada en los ensayos. Por otra parte, la literatura indica que las con-
centraciones óptimas de tratamiento con 5-FU para células SW480 vaŕıan entre 50 y 100
µg/mL lo cual es consistente con nuestros resultados. Es por ello que para los siguientes
experimentos se estableció como concentración de trabajo 75 µg/mL. Posteriormente se
evaluó el tiempo en el cual esta concentración de 5-FU tiene un efecto sobre las células,
utilizando tiempos de 24, 48 y 72 horas. El gráfico de la Figura 4.10 B muestra que
diferencias significativas se observan a 24 horas posteriores al tratamiento con 5-FU en
los modelos utilizados. De manera espećıfica, se observa que la pérdida de expresión de
SALL2 se correlaciona con un aumento en la viabilidad celular en comparación con el
control, y este efecto se revierte cercano a valores de la condición control en el modelo
SW480 SALL2 inducible luego de la reexpresión de SALL2.

A menudo, el 5-FU se utiliza en combinación con otras drogas para aumentar su eficien-
cia, reducir la resistencia y controlar la progresión tumoral en estadios avanzados donde
la agresividad es mucho mayor. Una de las combinaciones más utilizadas en pacientes con
cáncer de colon es el régimen de quimioterapia FOLFOX, el cual utiliza la combinación
de ácido foĺınico (leucovorina), 5-FU y oxaliplatino (de los nombres de sus componentes
deriva el nombre FOLFOX) y se administra en estadios tempranos de la enfermedad co-
mo agente adyuvante, en cáncer metastásico como agente paliativo y en muchos casos se
utiliza como agente neoadyuvante antes de la ciruǵıa. Sabiendo esto, se evaluó la viabi-
lidad del modelo con pérdida de función de SALL2 luego del tratamiento con FOLFOX
durante 24 horas. Las concentraciones de los componentes fueron leucovorina 10µM, 5-FU
50µM y oxaliplatino 40µM, según lo descrito en literatura [Roh et al., 2012]. La Figura
4.11 muestra que la pérdida de expresión de SALL2 produce un aumento en la viabilidad
celular lo que se traduce como la adquisición de un fenotipo más resistente al tratamiento
con FOLFOX.
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Figura 4.10: La pérdida de SALL2 se correlaciona con una mayor resistencia a
5-FU.

Viabilidad celular frente al tratamiento con 5-fluorouracilo. (A) Los modelos SW480 con
pérdida y ganancia de función de SALL2 fueron tratadas con distintas concentraciones
de 5-FU durante 24 horas. (B) Se utilizó una concentración de 75 µg/mL de 5-FU a
diferentes tiempos bajo condiciones normales de cultivo. La viabilidad celular se evaluó
mediante el ensayo XTT, midiendo la absorbancia a 480 nm. Los resultados se expresan
como porcentaje de viabilidad celular ± DE. Las diferencias significativas se determinaron
mediante la prueba ANOVA de dos v́ıas (valor p: **p < 0,01; ****p < 0,0001, n = 3).

52
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Figura 4.11: La pérdida de SALL2 se correlaciona con una mayor resistencia a
FOLFOX.

Viabilidad celular frente al tratamiento con FOLFOX. El modelos SW480 con pérdida de
función de SALL2 fue tratado con la combinación de leucovorina, 5-FU y oxaliplatino,
(que comúnmente se conoce como FOLFOX) en concentraciones de 10 µM, 50 µM y 40
µM, respectivamente, por 24 horas en condiciones normales de cultivo. La viabilidad celu-
lar se evaluó mediante el ensayo XTT, midiendo la absorbancia a 480 nm. Los resultados
se expresan como el cambio relativo al control ± DE.

4.1.5. Cambios en la expresión de marcadores clásicos de EMT
están asociados con la modulación de los niveles de SALL2

Los resultados anteriores nos sugieren que la pérdida de SALL2 podŕıa estar relacio-
nada con la activación de la transición epitelio mesénquima, ya que todos los cambios
fenot́ıpicos analizados están relacionados con este programa. Para confirmar si efectiva-
mente estos cambios se relacionan con la EMT, se analizó la expresión de algunos marca-
dores clásicos de la EMT a nivel de protéına y de ARN en los modelos celulares de cáncer
de colon. Se analizaron los niveles de E-cadherina y N-cadherina, ya que se ha descrito que
una caracteŕıstica clásica de la activación de la EMT es lo que se conoce como ((cadherin
switch)) o ((cambio de cadherinas)), en el cual se observa una disminución de la cadhe-
rina epitelial (E-cadherina) y un aumento de la cadherina mesenquimal (N-cadherina).
Además, se evaluaron los niveles de la protéına Snail, vimentina y FAK. Por último, se
evaluaron los niveles de integrina β1 e integrina β3, ya que se ha descrito que la dismi-
nución de integrina β1 y el aumento de integrina β3, favorece un fenotipo más agresivo a
través de la EMT y la resistencia a la muerte mediada por integrinas [Pan et al., 2018].

Interesantemente, la pérdida de SALL2 en células SW480 produce un aumento signi-
ficativo tanto en los niveles de E-cadherina como los de N-cadherina (Figura 4.12A-C).
Este resultado se opone, de alguna manera, al cambio de cadherinas esperado. Por otra
parte, a pesar de que los niveles de Snail son mayores en ausencia de SALL2, los de vimen-
tina son similares en ambos casos (Figura 4.12A, F, G). Los resultados nos sugieren que
a pesar de que un factor de transcripción clásico de la EMT como Snail está aumentado
en ausencia de SALL2, este no es capaz de establecer el patrón clásico de marcadores aso-
ciados a un fenotipo completamente mesenquimal, lo que indica que mecanismos anexos

53
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o compensatorios estaŕıan favoreciendo el aumento de los niveles de E-cadherina, en los
modelos con pérdida de función de SALL2.

De manera complementaria, para determinar si SALL2 afecta los niveles de FAK en
contexto de cáncer de colon, se evaluaron sus niveles totales y su estado de fosforilación
en el residuo de tirosina 397 (Y397), una marca de activación funcional de esta quinasa.
Esta fosforilación representa un paso clave en la señalización inducida por integrinas,
favoreciendo la formación de adhesiones focales y la reorganización del citoesqueleto,
lo que se traduce en una mayor capacidad migratoria celular. Como se muestra en la
Figura 4.12A, H, la pérdida de SALL2 reduce los niveles totales de FAK, pero induce
un aumento significativo en la fosforilación de Y397, lo que implica una activación de esta
quinasa a pesar de la reducción en su cantidad total. Este hallazgo sugiere que la ausencia
de SALL2 genera un cambio en la dinámica de activación de FAK, lo que podŕıa compensar
la disminución de sus niveles totales mediante una mayor eficiencia funcional. Aśı, es
posible que a pesar de tener una disminución en FAK total, FAK fosforilado aumente
su eficiencia desde un punto de vista enzimático, por ejemplo, mediante interacción con
cofactores o protéınas reguladoras, o también cambios en su localización, trasladándose a
zonas con mayor concentración de sustrato.

Por otra parte, y como se mencionó anteriormente, se observa una disminución de
integrina β1 y un aumento de integrina β3 en el modelo SALL2 knock out (Figura
4.12A, D, E). Este cambio en los niveles de integrinas se ha asociado con un aumento
de la agresividad [Parvani et al., 2013], sugiriendo que podŕıa favorecer la malignidad de
las células tumorales.

Un cambio interesante en el resultado anterior es el aumento de E-cadherina como
respuesta de la pérdida de SALL2. Para corroborar este resultado y determinar si este
aumento de E-cadherina es consistente durante el tiempo, se determinaron los niveles de
protéına a 48, 72 y 96 horas posteriores al sembrado celular en condiciones normales de
cultivo. En la Figura 4.13 se observa que incluso 4 d́ıas posteriores al sembrado celular,
donde las células ya hab́ıan alcanzado aproximadamente un 80-85 % de confluencia, el
modelo con pérdida de función de SALL2 tiene niveles mucho mayores de E-cadherina en
comparación con el control.
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Figura 4.12: La pérdida de SALL2 genera un fenotipo de EMT parcial

Análisis de marcadores de EMT en modelo SW480 SALL2 knock out. (A) Imagen repre-
sentativa de los niveles de diferentes protéınas asociadas a la EMT evaluadas mediante
western blot. (B) - (H) Cuantificación de los niveles de protéına mediante densitometŕıa
utilizando el software ImageJ. Los datos se presentan como media ± DE. Las diferencias
significativas se determinaron mediante la prueba t de Student no pareada (valor p: *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, n = 3).

Figura 4.13: Los niveles de E-cadherina aumentan en ausencia de SALL2

Análisis de los niveles de E-cadherina en modelo SW480 con pérdida de función de SALL2.
Se evaluaron los niveles de E-cadherina mediante western blot a 48, 72 y 96 horas poste-
riores al sembrado en placa. Se utilizó GAPDH como control de carga.
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Ya que los cambios en E-cadherina a nivel de protéına pueden ser el resultado de
diferentes tipos de regulación, se determinó el nivel de expresión de E-cadherina a nivel
transcripcional mediante RT-qPCR, esta vez en los modelos de pérdida y ganancia de
función de SALL2. En la Figura 4.14, se observa que la expresión de CDH1, el gen que
codifica a E-cadherina, es mayor en el modelo SW480 SALL2 knock out en comparación
con el control, y este efecto se revierte cuando se utiliza el modelo inducible, en donde
se observa una diferencia significativa cuando se sobrexpresa SALL2 en estas mismas
células. La diferencia de expresión es mucho más significativa en el modelo inducible
probablemente producto de la diferencia en los niveles proteicos de SALL2, ya que este
modelo genera un aumento considerable de la protéına en la célula, lo que puede ser la
causa de la gran diferencia de expresión del gen CDH1. De manera complementaria, el
modelo de pérdida de función muestra niveles aumentados de SNAI1, gen que codifica al
factor de transcripción Snail, asociándose este resultado con lo clásico esperado para la
activación de la ETM. Tanto a nivel de protéına como de ARN mensajero se observa que la
pérdida de SALL2 aumenta los niveles de Snail. Sin embargo, los niveles de E-cadherina
no se ven afectados por este aumento, y por tanto, los resultados sugieren que SALL2
regula los niveles de expresión de E-cadherina de forma independiente de Snail, lo cual
podŕıa ser estudiado en modelos deficientes de Snail. Los resultados anteriores sugieren
que, en ausencia de SALL2, se produce un proceso de EMT parcial o h́ıbrido, en lugar de
un fenotipo de EMT completo.

Figura 4.14: La pérdida de SALL2 se correlaciona con el aumento de expresión
de CDH1 y SNAI1

Niveles de expresión de CDH1 y SNAI1. Los niveles de expresión se determinaron me-
diante RT-qPCR en los modelos celulares de SW480 con pérdida y ganancia de función
de SALL2. La cuantificación de la expresión de CDH1 (A) y SNAI1 (B) se realizó por
el método ∆∆CT. La diferencia estad́ıstica se determinó mediante la prueba t de Student
no pareada (valor p: *p<0,05; **p<0,01; n = 3).

4.1.6. La pérdida de SALL2 favorece la localización intracelu-
lar de E-cadherina en los modelos celulares de cáncer de
colon

Aunque previamente observamos un aumento en los niveles de E-cadherina a nivel de
protéına y ARN mensajero, es importante analizar si esta protéına está localizada pre-
dominantemente en la membrana plasmática. En células con un fenotipo EMT parcial o
intermedio, se ha descrito que E-cadherina puede ser endocitada para su degradación o
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almacenamiento intracelular, lo que favorece una mayor dinámica en las uniones célula-
célula [Pastorino et al., 2024]. Este proceso puede contribuir a una migración en estados
h́ıbridos entre fenotipos epiteliales y mesenquimales. En este contexto, se investigó si la
localización de E-cadherina variaba al modular los niveles de SALL2. Para este análisis,
se utilizó el modelo inducible HT-29, ya que estas células, al presentar un fenotipo más
epitelial, son un modelo adecuado para estudiar la distribución de E-cadherina. Por otro
lado, las células SW480, que poseen un fenotipo más mesenquimal y migratorio, presentan
niveles significativamente bajos de E-cadherina, lo que dificulta detectar cambios sutiles
relacionados con esta protéına. Se realizó un ensayo de inmunofluorescencia para visuali-
zar la localización de E-cadherina. En la Figura 4.15, se observa que, tras la inducción de
SALL2, E-cadherina muestra un aumento notable en los contactos célula-célula, en compa-
ración con el control. El mismo ensayo fue realizado en el modelo SW480 SALL2 inducible
observándose el mismo resultado Figura 4.16. Este resultado sugiere que SALL2 favorece
la localización de E-cadherina en membrana. Además, aunque SALL2 se detecta en ambas
condiciones, el cambio más evidente es el aumento de E-cadherina en la región intercelu-
lar, espećıficamente en la zona media entre núcleos, que corresponde al sitio de contacto
entre células. Esta observación se basa en un análisis de intensidad realizado a lo largo de
una ĺınea trazada desde el centro del núcleo de una célula hasta el centro del núcleo de
la célula adyacente. Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de SALL2 favorece
la estabilización de E-cadherina en la membrana plasmática. Sin embargo, se requiere el
uso de marcadores espećıficos de membrana para confirmar la colocalización. Pese a la
carencia de marcadores de membrana en el análisis, la cuantificación realizada revela una
diferencia significativa entre las condiciones analizadas (Figura 4.15 B), destacando el
papel de SALL2 en la modulación de la localización de E-cadherina y, potencialmente,
en la regulación de la dinámica celular asociada a las uniones célula-célula.

Adicionalmente, se realizó la inmunodetección de β-catenina en células SW480 para
evaluar la localización de esta protéına. La idea de este análisis se basa principalmen-
te en que E-cadherina cuando está en la membrana celular formando uniones adheren-
tes, está unida a diferentes protéınas como las cateninas (α-catenina, β-catenina y p120-
catenina), para conectar las uniones adherentes al citoesqueleto de actina, estabilizando
la adhesión célula-célula y permitiendo la transmisión de señales mecánicas y qúımicas
[Harris and Tepass, 2010]. Al estar β-catenina formando parte de la unión, la localiza-
ción de esta protéına se asocia principalmente a la membrana celular. Sin embargo, si la
unión se desestabiliza, además de la internalización de E-cadherina, β-catenina también
se internaliza y, por consecuencia, se localiza en el citoplasma celular donde comúnmente
es degradada a través del proteosoma. En cáncer colorrectal, el complejo encargado de
degradar β-catenina intracelular se encuentra alterado, por lo que es común observar la
traslocación de esta protéına al núcleo, donde actúa como un coactivador transcripcional
al asociarse con factores TCF/LEF, regulando la expresión de genes relacionados con pro-
liferación, diferenciación y supervivencia celular, como MYC y CCND1. En este contexto,
la Figura 4.17, muestra que la reexpresión de SALL2 en las células SW480 produce una
disminución significativa de la localización de β-catenina en el núcleo de las células, lo que,
en conjunto con Figura 4.15, sugiere que SALL2 favorece un fenotipo epitelial al evitar
la localización intracelular de las protéınas que forman parte de las uniones adherentes
como E-cadherina y β-catenina.

Al observar que, en condiciones basales, la pérdida de SALL2 induce un aumento en
los niveles de E-cadherina, pero con una reducción de su localización en la membrana
celular, se decidió evaluar el efecto del factor de crecimiento epidérmico (EGF, Epidermal
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Growth Factor), un potente inductor de la EMT, sobre la regulación de E-cadherina en los
modelos de cáncer de colon, ya que se ha descrito que la internalización de E-cadherina, en
parte, es mediada por la v́ıa de señalización EGF [Pastorino et al., 2024, Xu et al., 2015].
En la Figura 4.18, se observa que el tratamiento con EGF disminuye los niveles de E-
cadherina solo en presencia de SALL2 en el modelo inducible aproximadamente un 60 %
del valor sin tratamiento con EGF. Este resultado sugiere que la regulación negativa de
EGF sobre E-cadherina, depende de la presencia de SALL2, destacando su posible papel
como modulador de esta señalización.
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Figura 4.15: La expresión de SALL2 induce un aumento en la localización de
membrana de E-cadherina.

Localización de E-cadherina en el modelo HT-29 SALL2 inducible. (A) Imágenes repre-
sentativas de la localización de E-cadherina (rojo) y núcleos (azul). Para la reexpresión
de SALL2 se utilizó doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL durante 48 horas. Las
imágenes fueron obtenidas con un aumento de 40x en un microscopio confocal espectral
LSM780 NLO Zeiss. En las imágenes la ĺınea roja y verde ejemplifican la manera de
realizar la cuantificación con la medición de intensidad de fluorescencia desde el centro
de un núcleo hasta el centro del núcleo de la célula adyacente. (B) Cuantificación de la
intensidad de fluorescencia medida a lo largo de una ĺınea generada entre dos núcleos ad-
yacentes. Los valores obtenidos se normalizaron en una escala de 1 a 100. Las curvas en
rojo y verde representan la distribución de E-cadherina y en azul, la intensidad emitida
por el marcador nuclear hoechst. La diferencia significativa entre las curvas se determinó
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (valor p: ****p < 0,0001, n = 2).
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Figura 4.16: La expresión de SALL2 induce un aumento en la localización de
membrana de E-cadherina en células SW480

Localización de E-cadherina en el modelo SW480 SALL2 inducible. Imágenes represen-
tativas de la localización de E-cadherina (rojo) y núcleos (azul). Para la reexpresión de
SALL2 se utilizó doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL durante 48 horas. Las
imágenes fueron obtenidas con un aumento de 40x en un microscopio confocal espectral
LSM780 NLO Zeiss. n = 2.
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Figura 4.17: La expresión de SALL2 induce una disminución de la localización
nuclear de β-catenina.

Localización de β-catenina en el modelo HT-29 SALL2 inducible. (A) Imágenes repre-
sentativas de la distribución de β-catenina intracelular. Para la reexpresión de SALL2 se
utilizó doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL durante 48 horas. En la figura, la re-
gión delimitada con linea segmentada está ampliada para cada una de las condiciones. Las
imágenes fueron obtenidas con un aumento de 40x en un microscopio confocal espectral
LSM780 NLO Zeiss. (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia media ± DE
evaluada dentro de la región nuclear.
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Figura 4.18: La disminución de E-cadherina inducida por EGF requiere la pre-
sencia de SALL2

Determinación de los niveles de E-cadherina a diferentes tiempos. (A) Se evaluaron los
niveles de E-cadherina en los modelos SW480 con pérdida y ganancia de función de SALL2
luego del tratamiento con EGF (50 ng/mL por 48 horas) mediante western blot. El modelo
SALL2 inducible fue tratado con doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL por 48
horas. Se utilizó GAPDH como control de carga. (B) Cuantificación de los niveles de
protéına mediante densitometŕıa utilizando el software ImageJ. Los datos se presentan
como la media ± DE. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba t
de Student no pareada (valor p: **p < 0,01, n = 3).
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4.1.7. Resumen de los resultados obtenidos en el objetivo es-
pećıfico 1 y la relación biológica que se establece entre
ellos

Nuestros hallazgos indican que la pérdida de SALL2 constituye un evento clave en
la progresión del cáncer de colon, favoreciendo la EMT. Este proceso morfogenético está
estrechamente vinculado con la proliferación celular desregulada, el aumento de la ca-
pacidad migratoria e invasiva y la reorganización del citoesqueleto. En conjunto, estas
alteraciones contribuyen a la generación de tumores más agresivos, con una mayor capa-
cidad de adaptación al entorno extracelular y una resistencia aumentada a los agentes
quimioterapéuticos convencionales utilizados en el tratamiento del cáncer de colon.

La evidencia experimental obtenida sugiere que la pérdida de SALL2 no solo amplifica
algunas de las caracteŕısticas que comúnmente se asocian con aumento de la agresividad,
como el aumento de la proliferación y migración celular, sino que también parece modular
un programa biológico complejo que induce múltiples cambios fenot́ıpicos en las células
tumorales, otorgándoles mayor plasticidad y potencial maligno. En este contexto, la EMT
emerge como un eje central, al regular procesos cŕıticos para la diseminación tumoral y
la adquisición de fenotipos metastásicos.

Además, nuestros resultados revelan una interacción compleja entre la pérdida de
SALL2 y la regulación de la EMT, subrayando su papel como un factor clave en la mo-
dulación del fenotipo celular. Notablemente, se observó que la expresión de E-cadherina
no sigue el patrón clásico de represión esperado durante la EMT en ausencia de SALL2,
lo que sugiere la existencia de mecanismos alternativos o compensatorios independientes
de reguladores tradicionales como Snail, como por ejemplo, modificación del estado de
metilación del promotor de E-cadherina, factores de transcripción compensatorios que
pueden regular la expresión de E-cadherina, entre otros. No obstante, en respuesta al
EGF, un inductor clásico de la EMT, la expresión de E-cadherina disminuyó de manera
dependiente de SALL2, es decir, los niveles de E-cadherina disminuyeron como respuesta
al tratamiento con EGF únicamente en el modelo con sobrexpresión de SALL2. Asimis-
mo, la sobreexpresión de SALL2 promovió la localización de E-cadherina en la membrana
plasmática, lo que sugiere un posible incremento en la estabilidad de las uniones adheren-
tes, fundamentales para la arquitectura epitelial.

Por otra parte, los datos también evidencian un estado de EMT parcial en ausencia
de SALL2, caracterizado por la coexistencia del marcador epitelial, E-cadherina, y me-
senquimal, N-cadherina. Este fenotipo h́ıbrido se asocia con un aumento en la capacidad
migratoria y con caracteŕısticas de mayor agresividad tumoral. Además, se identificó una
interacción relevante entre SALL2 y la señalización de β-catenina, donde la sobreexpresión
de SALL2 resultó en una reducción de la localización nuclear de β-catenina, sugiriendo
un posible papel regulador sobre la v́ıa de señalización Wnt canónica.

En conjunto, estos hallazgos posicionan a SALL2 como un regulador cŕıtico en la
EMT, modulando el equilibrio entre fenotipos epiteliales y mesenquimales. La relación
entre SALL2 y β-catenina parece ser determinante, dado que la activación de esta señali-
zación favorece el fenotipo mesenquimal asociado a la EMT, impulsando la progresión
tumoral. Finalmente, la relación entre SALL2 y la v́ıa de señalización del EGF podŕıa ex-
plicar la regulación observada sobre la expresión y localización intracelular de E-cadherina,
favoreciendo en conjunto la malignidad tumoral.

Por lo tanto, es fundamental profundizar en el estudio de los mecanismos mediante
los cuales la pérdida de SALL2 regula directamente la expresión y función de factores
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clave en la EMT, como Snail, Slug, Twist1, Twist2, Zeb1 y Zeb2, entre otros. El análisis
detallado de estos factores, combinado con el estudio de los cambios en la dinámica del
citoesqueleto y las adhesiones célula-célula, permitirá establecer una relación más sólida
entre la pérdida de SALL2, la EMT y la progresión del cáncer de colon.

64
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4.2. Objetivo Espećıfico 2

Analizar el rol de SALL2 en la progresión tumoral y la transición epitelio
mesénquima mediante estudios in vivo en modelos murinos de cáncer de colon.

4.2.1. Organoides AKP murinos con pérdida de función de Sall2
recapitulan las caracteŕısticas evaluadas en cultivos de
células de cáncer de colon humanas

El fenotipo observado anteriormente ante la pérdida de SALL2 en los modelos celulares
nos entrega gran información con respecto al rol que cumple este factor de transcripción
en la progresión del cáncer de colon. Sin embargo, sistemas más complejos para el es-
tudio del cáncer, como es el uso de modelos tridimensionales u organoides, validan los
resultados ya que recapitulan aun mejor las condiciones fisiopatológicas de un organis-
mo. En este contexto, se generó un modelo con pérdida de función de SALL2 mediante
el sistema CRISPR/Cas9 utilizando dos diferentes sgRNA en organoides de ratón AKP
[Vaquero-Siguero et al., 2022], nombrado de esta manera ya que presentan alteraciones en
los genes clave que dan origen a un adenocarcinoma de colon, ausencia de la expresión de
Apc, inducción de la sobrexpresión del oncogenKras G12D y ausencia de la expresión del
factor de transcripción Tp53 como se esquematiza en la Figura 4.19.

Figura 4.19: Metodoloǵıa de la generación de organoides AKP Sall2 KO.

Organoides de ratón AKP en cultivo se disociaron a células únicas y posteriormente fueron
electroporados con vectores espećıficos que contienen sgRNA para el bloqueo de la expresión
de SALL2 mediante el sistema CRISPR/Cas9. Una vez electroporados, se seleccionaron
las células positivas mediante un sistema FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) las
cuales se sembraron como células individuales para permitir el crecimiento clonal. Luego
del crecimiento de los clones, se verificó la edición genómica en cada uno de ellos por
medio de secuenciación Sanger para validar el bloqueo de expresión de Sall2.

Una vez generados los diferentes clones de organoides AKP Sall2 KO, se validaron
por secuenciación Sanger, obteniéndose una gran diversidad de inserciones y deleciones
(indels), representadas en la Figura 4.20 para los clones utilizando sgRNA-1 y sgRNA-2,
donde cada gráfico representa un clon espećıfico generado y al costado se enumeran las
diferentes contribuciones de edición de la subpoblación clonal. Esto significa, por ejemplo,
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si el clon 1 presenta contribuciones +2, -2, -1, las células al momento de realizar la repara-
ción de la ruptura del ADN mediado por el sistema CRISPR/Cas9, generaron en algunas
de ellas la inserción de 2 nucleótidos extra o la deleción de 2 o 1 nucleótido, respectiva-
mente. Este número diferente en inserciones y deleciones en los clones generados puede
producir diferencias a nivel genetico, ya que luego del corte mediado por Cas9, el sistema
de reparación no homólogo (Non Homologous End Joining) actúa de manera estocástica
pudiendo tener implicancias funcionales y fenot́ıpicas importantes.
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Figura 4.20: Contribución de inserciones y deleciones de los diferentes clones
generados a partir de los organoides murinos AKP.

Se analizó por secuenciación Sanger la región particular de edición genómica donde se lo-
caliza Sall2 mediante la herramienta de Inferencia de Ediciones CRISPR (ICE, Inference
of CRISPR Edits) de la plataforma en linea Synthego, y se comparó con el ADN genómico
parental, en este caso proveniente de organoids AKP. Cada gráfico representa un clon en
particular y el porcentaje de contribución de indel en cada uno de ellos. Una X roja sobre
el gráfico (clon 2 utilizando el sgRNA-1, y clones 2 y 15 utilizando el sgRNA-2) significa
que el clon no fue editado y por tanto su secuencia es idéntica a la secuencia parental.
Los gráficos enmarcados en ĺıneas segmentadas (Clon 5, 12, 17 y 23) corresponden a los
clones que se seleccionaron para análisis posteriores. Al costado de cada gráfico circular
se encuentra la leyenda de los colores de cada uno, en donde cada color representa un
evento de insersión o deleción en particular.

67



Caṕıtulo 4. Resultados

Aśı, la selección ideal de clones corresponde a aquellos en los que se observa una
contribución total o mayoritaria de una única variante de indel, preferentemente con
cambios distintos de múltiplos de tres nucleótidos. Esta homogeneidad sugiere que toda la
población celular presenta la misma edición, lo que es deseable para asegurar uniformidad
funcional. En cambio, la presencia de múltiples contribuciones distintas de indels puede
indicar una población heterogénea, lo que dificulta la interpretación de los efectos del
knockout. Además, los indels de longitud múltiplo de tres podŕıan provocar un cambio de
marco de lectura, permitiendo la producción de una protéına truncada pero funcional.

De los 34 clones analizados, se seleccionaron 4 generados con el sgRNA-1 y 3 con el
sgRNA-2, ya que estos presentaban un alto porcentaje de una sola contribución o a lo
menos cercano a un 50 % compartido entre dos contribuciones diferentes, lo que sugiere
o un cambio genómico clonal único o a lo menos un cambio generado en un solo alelo,
respectivamente. Los clones seleccionados están marcados con ĺıneas segmentadas en las
Figura 4.20.

Para determinar con que clones espećıficos se trabajaŕıa posteriormente, se realizó una
evaluación de los niveles de Sall2 mediante western blot. El resultado de la Figura 4.21
muestra que la disminución de los niveles de protéına de Sall2 ocurrió en todos los clones
analizados. Sin embargo, aquellos que presentan mayor similitud con el control son los
clones 5, 23, 7 y 22.

Figura 4.21: Niveles de protéına de los clones de organoides AKP Sall2 knoc-
kout.

Se realizó un western blot con los lisados de protéınas totales extráıdos de los diferentes
clones de organoides AKP Sall2 KO para validar el modelo con pérdida de función de este
factor de transcripción. Se agregaron además 3 clones generados con sgRNA no espećıficos
(Non Targeting NT1, NT2 y NT3) y también el clon parental AKP y un control positivo
de la pérdida de Sall2 (KO), que corresponde a un clon previamente validado. Se utilizó
como control de carga β-actina.

De los resultados del objetivo espećıfico 1, se ha demostrado que la pérdida de
SALL2 está asociada con un aumento en la proliferación celular. En este contexto y
con el objetivo de determinar si la pérdida de SALL2 también afecta el crecimiento en
modelos tridimensionales, se cultivaron organoides bajo condiciones estándar, y se analizó
el número y el tamaño después de 3 y 5 d́ıas en cultivo. Las observaciones se registraron
mediante capturas fotográficas directas en la placa de cultivo. La Figura 4.22 A-B
muestra imágenes representativas del crecimiento de los clones de organoides analizados,
evidenciando un crecimiento significativamente mayor en los clones con pérdida de función
de Sall2 en comparación con el control NT3. Estos datos fueron cuantificados utilizando
el software ImageJ, observándose variaciones en el número de organoides que van desde
27,8 % a 216,7 % el tercer d́ıa y 2,1 % a 125,1 %, el quinto d́ıa. El tamaño de los organoides

68
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indico que el tercer d́ıa, la perdida de Sall2 indujo un aumento que va desde 2,2 % a 31,5 %,
y el quinto d́ıa, este aumento vaŕıo entre 4,3 % a 80,9 % (Figura 4.23 A-D). De manera
interesante, el clon 5, a pesar de tener un tamaño menor al control el tercer d́ıa, al quinto
d́ıa presentó una de las mayores diferencias observadas en comparación con el control, lo
que siguiere una mayor tasa proliferativa.

Figura 4.22: Crecimiento de los clones de organoides AKP Sall2 knockout.

Para evaluar el crecimiento de los organoides en cultivo celular, se fotografiaron las placas
correspondientes a los clones 5, 12, 17 y 23 generados con sgRNA-1, aśı como los clones
7, 11 y 22 generados con sgRNA-2. Las imágenes fueron capturadas al tercer y quinto d́ıa
posterior a la siembra utilizando el equipo de imagen en vivo Omni™ (Axios Biosystems).
Como control, se incluyó el clon NT3. Posteriormente, el análisis cuantitativo del creci-
miento se realizó empleando el software ImageJ.
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Figura 4.23: Cuantificación del número, tamaño y viabilidad de los clones de
organoides AKP SALL2 KO.

Las imágenes presentadas en la Figura 4.22 fueron analizadas utilizando el software
ImageJ, con el objetivo de cuantificar el número y tamaño de los organoides en cultivo
tras la edición genómica mediada por el sistema CRISPR/Cas9. La viabilidad celular se
evaluó mediante el ensayo Cell Titer Blue™ en los d́ıas 3 y 5 posteriores a la siembra
de células. Como control experimental se empleó el clon NT3. Los resultados presenta-
dos corresponden al promedio de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.

Además, la viabilidad de los organoides se evaluó en los mismos tiempos utilizando
el kit de viabilidad Cell Titer Blue. Este método permite medir de manera indirecta la
viabilidad celular, ya que la señal fluorescente generada es proporcional al número de
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células vivas y metabólicamente activas presentes en la muestra. La técnica se basa en la
conversión enzimática de resazurina en resorufina, un compuesto fluorescente, mediante
la actividad de oxidoreductasas intracelulares. Los resultados de este ensayo, observados
en la Figura 4.23 E-F indican que el tercer d́ıa se observó un aumento que fue desde
14 % a 259 %, y el quinto d́ıa se registro un aumento desde 16 % a 123 %.

Finalmente, se evaluaron y compararon distintos clones generados con sgRNA-1 y
sgRNA-2 en función de caracteŕısticas como la expresión proteica determinada por wes-
tern blot, el número y tamaño de los organoides, y la viabilidad celular. A partir de
estos análisis, se seleccionaron los clones 5 y 7, correspondientes a sgRNA-1 y sgRNA-2
respectivamente, por presentar las diferencias más destacadas en los parámetros evalua-
dos en comparación con el control. Estos clones fueron escogidos para los experimentos
posteriores.

Luego de la selección de clones de organoides AKP Sall2 knock out, se realizó nueva-
mente el ensayo de crecimiento y viabilidad con el objetivo de definir con mayor precisión
si la pérdida de Sall2 promueve un aumento en estas caracteŕısticas. En la Figura 4.24
A, se observa un mayor número de organoides en los modelos con pérdida de función de
Sall2 en comparación con el control tanto para el d́ıa 3 como el d́ıa 5.

La cuantificación del número y tamaño de los organoides, junto con la evaluación de la
viabilidad celular, se presenta en la Figura 4.24 B-D. En ella, se observa una diferencia
significativa en el número de organoides entre los modelos Sall2 KO y el control en ambos
d́ıas evaluados, en donde el tercer d́ıa se observó un aumento que fue del 1,6 a 2,2 veces
sobre el control, y el quinto d́ıa vaŕıo desde 0,7 a 1,3 veces sobre el control. Además, el
tamaño de los organoides muestra un aumento al quinto d́ıa ambos modelos Sall2 knock
out tienen mayor tamaño, observándose una variación entre 63,4 % y 97,4 %.

Es importante destacar que, aunque la viabilidad del clon 7 al d́ıa 5 es superior a
la del clon 5, el tamaño de los organoides es menor en el primero. Esto sugiere que la
tasa proliferativa del clon 7 podŕıa ser mayor que la del clon 5, lo que lleva a que, luego
de 5 d́ıas en cultivo, los organoides presenten una morfoloǵıa más irregular. También es
posible que ocurra muerte celular en el clon 7, contribuyendo a este efecto y reflejando un
equilibrio dinámico entre proliferación y muerte celular.
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Figura 4.24: La pérdida de Sall2 en organoides AKP favorece el crecimiento y
la viabilidad celular.

Evaluación del crecimiento de organoides AKP Sall2 knock out. (A) Imágenes represen-
tativas del cultivo celular del clon control (no espećıfico) y los clones Sall2 knock out 5 y 7
generados con sgRNA-1 y sgRNA-2, respectivamente. Las imágenes fueron capturadas al
tercer y quinto d́ıa posterior a la siembra utilizando el equipo de imagen en vivo Omni™
(Axios Biosystems). (B) y (C) Cuantificación utilizando el software ImageJ. (D) Viabi-
lidad celular determinada mediante el ensayo Cell Titer Blue™. Los datos se presentan
como la media ± DE. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba t
de Student no pareada (valor p: **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, n = 3).
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Figura 4.25: La pérdida de Sall2 en organoides AKP favorece el desprendimien-
to celular

Observación del crecimiento de los organoides bajo condiciones de cultivo normales.
Imágenes superiores corresponden al crecimiento de organoides AKP control y las imáge-
nes inferiores corresponden al crecimiento de organoides AKP con pérdida de función de
Sall2. Las flechas blancas muestran las zonas donde se observa un desprendimiento celu-
lar o una extensión colectiva hacia la placa de cultivo. Fotograf́ıas fueron tomadas con un
microscopio óptico Primovert de Zeiss y cámara Axiocam 105 color (software ZEN 3.2)
con una magnificación de 40x.

Además, se sabe que la inducción de la EMT, puede provocar cambios morfológicos
significativos en organoides. Entre estos cambios, se encuentran la pérdida progresiva de la
forma qúıstica, el aplanamiento del organoide, la formación de protrusiones multicelulares
y, finalmente, la generación de grandes láminas celulares cohesivas y hebras extendidas de
células que infiltran la matriz extracelular circundante [Flum et al., 2022]. Estos cambios
están estrechamente asociados con la plasticidad celular que caracteriza a la EMT y con
la capacidad de las células tumorales de invadir y colonizar nuevos entornos.

En este contexto, nuestras observaciones muestran que la pérdida de Sall2 produce
un mayor desprendimiento de células desde los organoides al entorno (Figura 4.25) lo
que sugiere, en conjunto con los datos anteriores, que la pérdida de Sall2 en organoides
AKP podŕıa estar promoviendo el desprendimiento de células debido a una disminución
de E-cadherina en la membrana plasmática. Este efecto facilitaŕıa que las células migren
a través de la matriz extracelular y se adhieran a la placa de cultivo, favoreciendo interac-
ciones célula-matriz. Dichas interacciones podŕıan activar v́ıas de señalización mediadas
por integrinas, las cuales son fundamentales para la adhesión, migración y supervivencia
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celular en entornos tridimensionales, y se encuentran frecuentemente desreguladas en el
cáncer. En la Figura 4.26 se observa que la formación de láminas celulares bidimencio-
nales producto del desprendimiento de células de organoides es mayor en el modelo con
pérdida de función de Sall2 en comparación con el control a los 3 y 5 d́ıas posteriores al
sembrado de células.

Además de evaluar el crecimiento y la viabilidad celular en estos modelos, se investigó
si la pérdida de Sall2 en los organoides AKP podŕıa favorecer la proliferación clonal, un
fenómeno clave en la progresión tumoral. Para ello, siguiendo un enfoque similar al utili-
zado en el objetivo 1, se sembraron cantidades mı́nimas de células individuales de orga-
noides AKP bajo condiciones de cultivo estándar. El propósito fue observar el crecimiento
clonal de estas células durante un peŕıodo de dos semanas, permitiendo aśı determinar el
número y tamaño de las colonias formadas en las condiciones con y sin pérdida de Sall2.

Figura 4.26: La pérdida de Sall2 en organoides AKP favorece la formación de
láminas celulares bidimensionales

Formación de láminas celulares cohesivas a partir de organoides AKP. Imágenes repre-
sentativas de la formación de láminas celulares bidimensionales partir del cultivo de orga-
noides bajo condiciones estándar durante 3 y 5 d́ıas posteriores al sembrado en la placa.
Las fotograf́ıas fueron tomadas con un microscopio óptico Primovert de Zeiss y cámara
Axiocam 105 color (software ZEN 3.2) con una magnificación de 40x.

Los resultados, presentados en la Figura 4.27, muestran un aumento notable en el
número y tamaño de las colonias formadas en los organoides con pérdida de función de
Sall2, en comparación con las células control. Al cuantificar estos resultados, se observa
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que el número de colonias en los organoides con pérdida de Sall2 es aproximadamente el
doble que en el control, lo que sugiere un efecto significativo de Sall2 en la regulación de
la proliferación celular. Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos anteriormente
y corroboran el papel cŕıtico de Sall2 en la modulación del crecimiento y la proliferación
de células tumorales, sugiriendo que su pérdida se asocia con mayor proliferación en el
cáncer de colon, lo que favorece la progresión y malignidad tumoral.

Para vincular el efecto fenot́ıpico observado en los cultivos tridimensionales con el
programa transcripcional regulado por la EMT, se evaluó la expresión de varios mar-
cadores relacionados con este proceso. En particular, se analizaron los niveles de ARN
mensajero de los factores de transcripción Twist1, Snail, Zeb1, y los marcadores Cdh1,
Cdh2 y Vimentina. La Figura 4.28 muestra que los organoides AKP con pérdida de
Sall2 presentan una mayor expresión de Snail y Twist1, mientras que los niveles de Zeb1
son significativamente más bajos en este modelo. Asimismo, los organoides AKP Sall2
knock out presentan un aumento en la expresión de los marcadores mesenquimales vi-
mentina y N-cadherina, junto con una disminución en la expresión del marcador epitelial
E-cadherina.
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Caṕıtulo 4. Resultados

Figura 4.27: La pérdida de Sall2 en organoides AKP favorece la formación de
colonias

Ensayo de formación de colonias con células de organoides AKP control y Sall2 knock out.
(A) Imágenes representativas del crecimiento clonal para el control y el modelo con pérdida
de Sall2. (B) y (C) representan la cuantificación del número y tamaño de las colonias,
respectivamente, analizadas mediante el software ImageJ. Las fotograf́ıas se tomaron con
el equipo de imagen Omni™ (Axios Biosystems). Los datos se presentan como la media
± DE. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba t de Student no
pareada (valor p: *p < 0,05, **p < 0,01, n = 3).
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Figura 4.28: La pérdida de Sall2 induce la expresión de marcadores asociados
a la EMT en organoides AKP

Expresión de marcadores asociados a la EMT en organoides AKP. (A) - (F) Expresión
relativa de diferentes marcadores asociados a EMT determinada mediante RT-qPCR. Se
evaluó la expresión de Snail (A), Twist1 (B), Zeb1 (C), Cdh1 (D), Cdh2 (E) y Vimentina
(F) y los datos se cuantificaron por el método ∆∆CT. La información se presentan como
la media ± DE. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba t de
Student no pareada (valor p: *p < 0,05, ****p < 0,0001, n = 3).

4.2.2. Tumores generados in vivo a partir de organoides AKP
Sall2 KO producen menor sobrevida en ratones

Para evaluar si el comportamiento de los modelos tridimensionales refleja las carac-
teŕısticas observadas in vivo, considerando las limitaciones inherentes de los ensayos in
vitro al no replicar completamente el microambiente fisiopatológico del organismo, se
implementó un sistema avanzado de microinyección guiado por colonoscoṕıa. Utilizando
ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad, se inyectaron los diferentes modelos generados a
partir de los organoides AKP directamente en el epitelio colónico. Este procedimiento se
realizó empleando el sistema ColoView, que permite una visualización en tiempo real de
la mucosa del colon mediante una cámara de alta precisión, garantizando una microinyec-
ción controlada y localizada, como se ilustra en la Figura 4.29. Los organoides inyectados
fueron monitoreados longitudinalmente para evaluar el desarrollo y la progresión de los
tumores. Los resultados revelaron que los organoides Sall2 knock out exhiben un mayor
crecimiento en comparación con los Sall2 wild type. Este efecto resultó en la formación de
tumores de mayor tamaño en el grupo con pérdida de Sall2, como se muestra en la Figura
4.30. Estos hallazgos destacan el papel crucial de Sall2 como un regulador del crecimiento
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tumoral, sugiriendo que su pérdida favorece la progresión y promueve caracteŕısticas más
agresivas.

Figura 4.29: Sistema ColoView para la realización de microinyección en ratones
guiado por colonoscoṕıa

Para realizar las microinyecciones en la mucosa del colon de los ratones, se empleó el
sistema ColoView, una plataforma que permite la visualización y el análisis en tiempo
real de la mucosa del colon. Esta herramienta facilita la inyección controlada de células o
fármacos para el estudio de diversas patoloǵıas. (A) Imagen que muestra el procedimiento
de microinyección utilizando el scope, una vez que el ratón está anestesiado. (B) Imagen
que muestra la visualización del lumen del colon del animal en la pantalla de trabajo.

Para analizar cuantitativamente el impacto de la pérdida de Sall2 en la progresión del
cáncer de colon, se construyó una curva de supervivencia basada en el tiempo transcurrido
desde la microinyección intracolónica hasta el punto de eutanasia. En la Figura 4.31 se
observa una diferencia significativa en la supervivencia entre los grupos experimentales.
En el grupo experimental con pérdida de Sall2, el primer animal requirió eutanasia a los
20 d́ıas posteriores a la inyección intracolónica, mientras que en el grupo control, el primer
caso en alcanzar este umbral ocurrió aproximadamente 70 d́ıas después del procedimiento.
La diferencia en los tiempos de supervivencia entre ambos grupos resalta el papel funda-
mental de Sall2 como regulador en la progresión del cáncer de colon, ya que su pérdida se
relaciona con un crecimiento tumoral acelerado que afecta significativamente la supervi-
vencia de los animales. Estos resultados muestran que Sall2 no solo es un modulador clave
en la progresión tumoral, sino que su ausencia favorece un fenotipo más agresivo, lo que
refuerza su relevancia en la regulación de mecanismos asociados al control del crecimiento
tumoral y la agresividad del cáncer.
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Figura 4.30: La pérdida de Sall2 favorece el crecimiento tumoral in vivo

Evaluación in vivo del crecimiento de tumores en el colon de los ratones. Imágenes repre-
sentativas del crecimiento tumoral en la mucosa del colon de los ratones inyectados con
organoides AKP control y Sall2 knock out, tomadas dos semanas después de la inyección.
La evaluación de los tumores se realizó semanalmente para monitorear su desarrollo. En
la figura se observa el crecimiento de los tumores en el grupo control y con pérdida de
SALL2 (clon 5 sgRNA-1 y clon 7 sgRNA-2). Las imágenes fueron tomadas con una uni-
dad de videoendoscoṕıa portátil (Karl Storz, Tele Pack Vet x Led).

Figura 4.31: Tumores con pérdida de Sall2 generan menor sobrevida en animales

Efecto del desarrollo tumoral en la supervivencia de ratones. Se registraron los datos de
supervivencia al final del experimento tras el crecimiento de tumores en el epitelio del colon
de ratones C57BL/6 inyectados con organoides AKP control (Non targeting 3) (n = 6)
y Sall2 knock out (n = 10). A partir de estos datos, se construyó una curva de Kaplan-
Meier para estimar la supervivencia de ambos grupos. Las diferencias entre las curvas
se compararon mediante el test estad́ıstico de Mantel-Cox. La curva correspondiente a
Sall2 knock out incluye tanto los tumores generados con sgRNA-1 como los generados con
sgRNA-2. La curva Sall2 knockout incluye la suma de datos generados con el clon 5 y el
clon 7.
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4.2.3. Análisis histológicos de tumores derivados de organoides
AKP Sall2 KO se asocian con mayor malignidad y EMT

Con el objetivo de realizar estudios histológicos que permitan la identificación de carac-
teŕısticas asociadas con la malignidad tumoral en los diferentes modelos experimentales,
se analizaron las muestras de tejidos en FFPE de los tumores formados. Se evaluaron los
siguientes parámetros a través de tinción con hematoxilina y eosina: 1) permeación linfo-
vascular, que corresponde a la presencia de émbolos tumorales en los vasos linfáticos y/o
los vasos sangúıneos (capilares, vénulas o arteriolas) circundantes; 2) budding tumoral,
caracterizado por la presencia de pequeñas agrupaciones o células tumorales individuales
en el frente invasor o infiltrante del tumor, separadas del componente tumoral principal;
3) grado tumoral, que corresponde a una clasificación histopatológica que evalúa cuán
diferenciado está un tumor en comparación con el tejido sano de origen y 4) el número de
células tumorales, que se evalúa en función de si representan menos o más del 20 % del
total de células contadas en las regiones histológicas analizadas. Para el grado tumoral,
se considera de grado bajo cuando las células tumorales mantienen caracteŕısticas simi-
lares a las del tejido original, mientras que en tumores de grado medio o alto, las células
presentan una morfoloǵıa altamente indiferenciada y muestran escasa semejanza con el
tejido sano.

La Figura 4.32 muestra imágenes representativas de los tumores analizados en las
cuales se pueden ver algunas de las caracteŕısticas evaluadas y la diferencia que existe entre
los tumores con pérdida de Sall2 y el control, como las glándulas at́ıpicas, correspondientes
a adenocarcinoma moderadamente diferenciado. Además, la permeación linfovascular, el
budding tumoral y frente tumoral invasor en túnica muscular propia se muestran de forma
clara en la Figura 4.33 A-C, respectivamente.

En la Tabla 4.2 se puede observar un resumen de las caracteŕısticas analizadas en
los cortes histológicos de los tumores generados en el modelo in vivo de cáncer de colon.
Esta indica que a pesar que un bajo porcentaje de tumores deficientes de Sall2 analizados
presenta permeación linfovascular, en el control no se detectó ninguna. El análisis del
budding tumoral no arrojó diferencias entre ambos grupos experimentales, a pesar de
que en ambos se observó este fenómeno. Se observó también un menor grado tumoral en
aquellos tejidos sin alteración de la expresión de Sall2, y un grado moderado o mayor en
tumores deficientes de Sall2. Toda esta información se asocia con una enfermedad más
avanzada, comportamiento más agresivo del tumor y peor desenlace cĺınico.
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Figura 4.32: Análisis histológico de tumores generados a partir de organoides
AKP

Imágenes representativas de inmunohistoqúımica con tinción de hematoxilina y eosina en
tejidos tumorales Sall2 wild type (izquierda, Non Targeting 3) y Sall2 knockout (derecha).
En las imágenes de la muestra 2, la ĺınea segmentada roja delimita la región no tumoral
(izquierda) de la región tumoral (derecha). El cuadro dentro de la región tumoral muestra
un área ampliada para destacar diferencias espećıficas entre ambas. Las fotograf́ıas fueron
obtenidas con un microscopio óptico a un aumento de 10x.

Tabla 4.2: Caracteŕısticas histopatológicas de los tumores analizados

Caracteŕıstica Sall2 control Sall2 knockout
Permeación linfovascular 0,00 % 16,67 %

Budding Tumoral 33,33 % 33,33 %
Grado bajo (altamente diferenciado) 33,33 % 16,67 %

Grado medio/alto (pobremente diferenciado) 66,67 % 83,33 %
Células tumorales <20 % 66,67 % 16,67 %
Células tumorales >20 % 33,33 % 83,33 %

Finalmente para vincular los resultados obtenidos en los estudios in vivo con la
transición epitelio mesénquima y la posible regulación de SALL2 sobre localización de
E-cadherina observada en el objetivo 1, se analizaron tres marcadores asociados a la
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Figura 4.33: Representación de caracteŕısticas histopatológicas asociadas a ma-
lignidad tumoral

Imágenes representativas de inmunohistoqúımica con tinción de hematoxilina y eosina
en los tejidos analizados, destacando tres caracteŕısticas evaluadas. En (A) , la flecha
roja señala un grupo de células tumorales dentro de un vaso sangúıneo, evidenciando
permeación linfovascular. En (B), se observa budding tumoral, indicado por las cabezas
de flecha negra que señala células tumorales en las capas internas del estroma. En (C)
se observa el frente tumoral invasor en la túnica muscular propia. Las fotograf́ıas fueron
obtenidas con un microscopio óptico a un aumento de 10x.

EMT. La Figura 4.34 muestra la distribución del marcador de proliferación Ki-67, uti-
lizado con este propósito ya que se expresa exclusivamente en células que están en ciclo
celular activo, es decir, aquellas que están en las fases G1, S, G2 y mitosis. Aqúı podemos
observar que la marca de Ki-67 es de un 50 % en los tumores deficientes de Sall2 en com-
paración con el control, donde los resultados entregan un valor del 33,3 %. Al evaluar la
distribución de β-catenina, se observa que los tumores con pérdida de expresión de Sall2
presentan β-catenina principalmente localizada en el núcleo celular, cuyo valor es de un
83,3 % del total de células analizadas. Esto es diferente a lo que se observa en los tumores
control, en los cuales el porcentaje de β-catenina nuclear es menor en comparación con su
distribución en membrana, registrándose porcentajes de 33,3 % contra un 66,6 %, respec-
tivamente. Esto sugiere que la pérdida de Sall2 in vivo favorece la activación de la v́ıa Wnt
canónica. Además, en muchas de las células, la expresión es mucho mayor, pudiendo ser
visualizado por la fuerte intensidad del marcaje. Por último, se evaluó la distribución de
E-cadherina y se observan diferencias interesantes en los tejidos analizados. En el control,
similar a lo observado para β-catenina, E-cadherina se encuentra principalmente asociado
a la membrana celular. El resumen de la cuantificación de estos resultados se encuentra

82
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en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Inmunohistoqúımica en tejidos tumorales de cáncer de colon

Marcador SALL2 WT SALL2 KO
Ki67 >40 % 33,33 % 50,00 %

β-catenina nuclear >40 % 33,33 % 83,33 %
β-catenina membrana >40 % 66,67 % 50,00 %

Intensidad de β-catenina moderado/intenso 100,00 % 100,00 %
E-cadherina membrana 100,00 % 50,00 %

E-cadherina membrana/citoplasma 0,00 % 50,00 %
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Figura 4.34: Análisis de marcadores espećıficos de proliferación y adhesión ce-
lular en tejidos tumorales

Imágenes representativas de inmunohistoqúımica que muestran la expresión de Ki-67 (fila
superior), β-catenina (fila intermedia) y E-cadherina (fila inferior) en tejidos tumorales
de ratones Sall2 wild type (izquierda, Non targeting 3) y Sall2 knockout (derecha). La
tinción para Ki-67 indica un aumento de la proliferación celular en Sall2 knockout. β-
catenina muestra una distribución predominantemente en membrana en Sall2 wild type y
una distribución más difusa en Sall2 knockout. E-cadherina exhibe un patrón de tinción
principalmente en membrana en Sall2 wild type, mientras que en Sall2 knockout se observa
tanto en membrana como citoplasmática, consistente con un fenotipo más invasivo. Las
imágenes fueron obtenidas con un microscopio óptico a magnificación de 10x para Ki-67
y E-cadherina, y 20x para β-catenina.
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4.2.4. Resumen de los resultados obtenidos en el objetivo es-
pećıfico 2 y la relación biológica que se establece entre
ellos

En este objetivo, se estableció un modelo tridimensional utilizando organoides AKP
con pérdida de función de Sall2, empleando la tecnoloǵıa CRISPR/Cas9. La validación
genética, proteica y transcripcional de los clones generados confirmó la efectividad de
la edición, seleccionándose los clones más representativos para estudios posteriores. Los
resultados demostraron que la pérdida de Sall2 induce un crecimiento acelerado y des-
controlado de los organoides, asociado con una mayor viabilidad celular, tanto en cultivos
tridimensionales como en modelos in vivo. Estos hallazgos sugieren un papel cŕıtico de
Sall2 como un regulador negativo de la proliferación tumoral en el cáncer de colon. De ma-
nera complementaria, se identificaron cambios significativos en la localización subcelular
de β-catenina y E-cadherina en los modelos deficientes de Sall2, pasando de una locali-
zación predominantemente de membrana a una citoplasmática y nuclear. Este fenómeno,
junto con el aumento en la expresión de marcadores mesenquimales como vimentina y
N-cadherina, aśı como de factores transcripcionales como Twist1 y Snail, sugiere que
la pérdida de Sall2 promueve un fenotipo asociado a la transición epitelio-mesénquima
(EMT). No obstante, los niveles reducidos de Zeb1 indican que este proceso es parcial y
podŕıa estar regulado por otros factores. Los estudios in vivo confirmaron los resultados
observados in vitro, evidenciando tumores de mayor tamaño y agresividad en los modelos
Sall2 KO, junto con una reducción significativa en la supervivencia de los animales expe-
rimentales. La progresión tumoral estuvo acompañada de caracteŕısticas histopatológicas
relacionadas con mayor malignidad, como la permeación linfovascular y el grado tumo-
ral moderado o alto. En conjunto, estos resultados establecen que Sall2 desempeña un
papel central en la regulación de la progresión tumoral, actuando como un modulador
clave de la proliferación, adhesión celular y transición epitelio-mesénquima. Su pérdida
no solo favorece el crecimiento tumoral descontrolado, sino que también promueve un mi-
croambiente propicio para la invasión y migración celular, destacándolo como un posible
objetivo terapéutico en el cáncer de colon.

85
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El cáncer colorrectal es una patoloǵıa altamente heterogénea y multifactorial, donde
la desregulación de múltiples v́ıas de señalización promueve la progresión tumoral, la
invasión, la diseminación metastásica y la adquisición de caracteŕısticas asociadas a mayor
agresividad y resistencia terapéutica, en parte mediante la activación de la transición
epitelio mesénquima.

En este estudio, identificamos a SALL2 como un regulador clave del crecimiento tu-
moral y la EMT en el cáncer de colon. Nuestros resultados demuestran que la pérdida
de SALL2 induce un aumento en la proliferación celular y en la capacidad migratoria,
con reorganización del citoesqueleto de actina y adhesiones focales, y la recuperación de
la expresión de SALL2 en modelos inducibles, revierte este fenotipo. Además, se observó
resistencia a quimioterapéuticos como 5-FU y FOLFOX. Estas caracteŕısticas correla-
cionaron con cambios en la expresión de marcadores de la EMT, pero con un perfil no
convencional, sugiriendo que la pérdida de SALL2 se asocia a una EMT parcial o h́ıbrida.
Finalmente, los resultados obtenidos in vitro se validaron en modelos de organoides de
CCR de ratón, y se observó in vivo un aumento tanto en el crecimiento tumoral como en
la infiltración del frente invasor hacia capas más profundas, incluyendo la túnica muscular
propia, lo que correlacionó con una disminución en la sobrevida de los ratones inyectados
con organoides deficientes en Sall2.

Estos hallazgos posicionan a SALL2 como un nuevo supresor tumoral en el cáncer
de colon, regulando múltiples procesos que contribuyen a la progresión y agresividad
tumoral. A continuación, se analizarán estos hallazgos en el contexto de la literatura
cient́ıfica actual, explorando posibles mecanismos moleculares involucrados y se discutirán
sus implicaciones biológicas y cĺınicas.

5.1. La proliferación celular en el cáncer colorrectal

y el posible rol de SALL2

El crecimiento celular descontrolado es una de las principales caracteŕısticas del cáncer,
impulsado por alteraciones genéticas y epigenéticas en factores que regulan el ciclo celular,
la apoptosis y la diferenciación celular. En este contexto, múltiples estudios han identifi-
cado la inactivación de genes supresores de tumores clásicos, como TP53, APC y SMAD4
o la hiperactivación de oncogenes como KRAS, como eventos clave en la progresión del
cáncer colorrectal. Sin embargo, la contribución de otros factores de transcripción claves,
como SALL2, aún no ha sido completamente dilucidada en este tipo de cáncer.
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Nuestros resultados coinciden con estudios previos y demuestran que la pérdida de
SALL2 promueve un aumento en la proliferación celular en modelos de cáncer de colon.
Espećıficamente, en la ĺınea celular SW480 SALL2 knockout, observamos una tasa de pro-
liferación significativamente mayor en comparación con el control. En contraste, también
se observó un aumento en la tasa proliferativa en los modelos inducibles generados con
las ĺıneas celulares SW620 y HT-29. Lo interesante de estos resultados es que, a pesar de
que SW620 y HT-29 presentan contextos genéticos distintos al de SW480, se mantiene la
misma tendencia en cuanto al rol de SALL2 en la regulación de la proliferación celular.
Esto sugiere que el efecto antiproliferativo de SALL2 no depende de un trasfondo genético
espećıfico, sino que podŕıa representar un mecanismo conservado en distintos modelos de
cáncer colorrectal, ya que las ĺıneas celulares utilizadas tienen diferencias en las mutaciones
que presentan, como es el caso de la alteración de BRAF únicamente en HT-29, o KRAS
en SW480 y SW620. Por otra parte, p53 se encuentra con menor grado de mutaciones en
HT-29 en comparación con las otras dos ĺıneas celulares. Además, nuestros experimentos
con organoides AKP revelaron que la pérdida de Sall2 favorece el crecimiento de estos
organoides en condiciones estándar de cultivo, como lo evidencian tanto el número como
el tamaño de los mismos. Al inyectar estos organoides en el epitelio del colon de ratones,
se observó un marcado incremento de la proliferación celular, evaluado mediante el análi-
sis histopatológico utilizando la tinción con el marcador Ki-67, en los tumores generados,
en comparación con el control. Estos datos sugieren que SALL2 podŕıa actuar como un
supresor del crecimiento tumoral en cáncer de colon, desempeñando un papel clave en
la regulación del ciclo celular y la homeostasis epitelial intestinal. La observación de un
aumento en la proliferación tras la pérdida de SALL2 es sugerente con la idea de que este
factor actúa como un supresor tumoral al regular la expresión de p21. Seŕıa relevante en
estudios futuros evaluar directamente si la pérdida de SALL2 en CCR reduce los niveles
de p21 a nivel transcripcional y proteico.

Además, SALL2 podŕıa tener una relación con otras v́ıas clave en el control del ciclo
celular. Por ejemplo, se ha descrito que p53 es capaz de reprimir la expresión de SALL2
bajo estrés genotóxico [Escobar et al., 2015]. p53 se ha denominado el guardián del ge-
noma al ser capaz de inducir un arresto del ciclo celular mediado, entre otras, por p21.
En este contexto, seŕıa contradictorio que p53 regule negativamente a SALL2, ya que,
como se mencionó anteriormente, SALL2 favorece la expresión de p21. Sin embargo, con-
siderando los mecanismos temporales y contextuales, se puede integrar la información
como una regulación dinámica de p21. En una fase inicial, p53 se activaŕıa e induciŕıa
directamente a p21 para detener el ciclo celular en G1/S, permitiendo la reparación del
ADN. Simultáneamente, p53 reprimiŕıa a SALL2 al unirse a su promotor P2, reduciendo
sus niveles de ARN y protéına. Este doble efecto garantizaŕıa que la señal en favor del
arresto de p21 domine, mientras se suprime temporalmente la v́ıa proapoptótica asociada
a SALL2. En la fase tard́ıa, SALL2 se reexpresaŕıa de manera independiente de p53, ac-
tivando su propio programa transcripcional, por una parte induciŕıa la expresión de p21,
potenciando el arresto celular, y por otra, activaŕıa a BAX y NOXA [Escobar et al., 2015],
protéınas proapoptóticas esenciales para la muerte celular. Esta segunda oleada de p21
dependiente de SALL2 colaboraŕıa con BAX y NOXA para promover apoptosis si el daño
es irreparable. Dado que p53 está mutado en más del 50 % de los casos de cáncer de
colon, la pérdida de represión de SALL2 mediada por p53 podŕıa explicar su papel como
supresor tumoral.

Una de las v́ıas clásicas involucradas en la proliferación celular y la iniciación del
cáncer de colon es la v́ıa de señalización Wnt/β-catenina. La activación aberrante de esta
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v́ıa, principalmente a través de mutaciones en APC, CTNNB1 o AXIN2, conduce a la
acumulación nuclear de β-catenina, favoreciendo la transcripción de genes promotores del
crecimiento [Zhao et al., 2022]. En este contexto, el aumento de la proliferación obser-
vado en ausencia de SALL2, podŕıa también explicarse como resultado de la regulación
de SALL2 sobre la v́ıa Wnt/β-catenina. Resultados previos de nuestro laboratorio han
demostrado que SALL2 regula de manera positiva la expresión de AXIN2, un inhibidor
clave de la v́ıa Wnt/β-catenina. En el mismo estudio, se ha observado un aumento en los
niveles de β-catenina nuclear tanto en modelos celulares deficientes en SALL2 como en
tejidos tumorales de pacientes con baja o nula expresión de este factor de transcripción
[Quiroz, 2023]. Estos hallazgos coinciden con nuestros resultados in vitro e in vivo, don-
de evidenciamos un aumento de la localización nuclear de β-catenina en células SW480
SALL2 knockout, aśı como en análisis histopatológicos de tumores derivados de organoides
AKP deficientes en Sall2 inyectados en colon de ratones. Además de lo observado, seŕıa
relevante investigar si SALL2 puede interactuar directamente con β-catenina en contextos
donde sus niveles no estén completamente reducidos, y si dicha interacción ejerce un efec-
to inhibitorio sobre la v́ıa Wnt/β-catenina. A modo de comparación, se ha reportado que
SALL4, otro miembro de esta familia de factores de transcripción, se une directamente
a β-catenina y activa dicha v́ıa [Ma et al., 2006]. En este sentido, resultaŕıa interesante
evaluar si en modelos con alta expresión de SALL2, como las células COLO320, o en
pacientes con CCR que presentan altos niveles de esta protéına, podŕıa producirse una
interacción análoga pero con un efecto supresor tumoral. Bajo esta hipótesis, la ausencia
de SALL2 permitiŕıa una mayor activación de la v́ıa por parte de β-catenina, promovien-
do la expresión de genes asociados a proliferación tumoral y favoreciendo aśı la progresión
del CCR.

Al analizar con mayor detalle los resultados de proliferación en células SW480, observa-
mos una leve diferencia entre el modelo knockout de SALL2 y la condición sin doxiciclina
del modelo inducible. Es importante destacar que ambas condiciones carecen de expresión
de SALL2, ya que el modelo inducible fue generado a partir del knockout mediante la in-
troducción de un sistema de expresión regulado por doxiciclina. Por lo tanto, en ausencia
de doxiciclina, este modelo inducible debiese comportarse de manera equivalente al knoc-
kout. Sin embargo, detectamos una tasa proliferativa ligeramente mayor en la condición
sin doxiciclina del modelo inducible en comparación con el knockout. Esto podŕıa podŕıa
ser una consecuencia del tratamiento experimental al cual se someten ambos modelos
durante su generación. En primer lugar, se realiza la edición genómica a través del siste-
ma CRISPR/Cas9 para generar el modelo SALL2 knockout y a partir de este, se genera
el modelo inducible utilizando transducción lentiviral, que permite la incorporación del
cassette de expresión inducida de SALL2 en el genoma celular. Este último es un proceso
aleatorio mediado por la integrasa viral codificada por el gen pol del vector psPAX2, y
no sigue una secuencia predeterminada en el genoma de la célula huésped. Sin embar-
go, existen algunos factores que pueden influir en la ubicación de la integración, como
la disponibilidad de sitios de integración en el ADN de la célula, la fase del ciclo celular
en la que se encuentra la célula, y la presencia de secuencias o estructuras espećıficas
que favorecen la integración [Ciuffi, 2008]. En este caso particular de las células SW480
SALL2 knockout, al no estar sincronizadas, es probable que la variabilidad de regiones de
inserción al ponerse en contacto con las part́ıculas lentivirales genere pequeños cambios a
nivel global, que aunque no generen cambios significativos a nivel fenot́ıpico, si se traduz-
can como pequeñas variaciones a nivel general, al comparar ambos modelos. Aśı, aunque
ambas condiciones no expresan SALL2, diferencias sutiles en el contexto genético podŕıan
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explicar la variación observada.
Además, es interesante mencionar que las sutiles diferencias en los resultados obte-

nidos, por ejemplo, dentro de un mismo modelo, pueden ser el resultado de la heteroge-
neidad que existe dentro de una ĺınea celular. En este contexto, se ha descrito que las
células SW480 tienen dos morfoloǵıas en cultivo, una alargada y otra redondeada, las
cuales coexisten sin afectarse entre ellas. Sin embargo, no está claro bajo qué condiciones
se favorece un fenotipo sobre el otro [Palmieri et al., 2015]. Más aún, se han descrito tres
subpoblaciones distintas en cultivos de SW480, lo que podŕıa influenciar la respuesta fren-
te a ciertos est́ımulos. Estas subpoblaciones son las células madres tumorales residentes
(rCSCs, resident cancer stem cells), las células madres tumorales migratorias (mCSCs,
migratory cancer stem cells) y las células de alta recáıda (HRCs, high-relapse cells). To-
das ellas vaŕıan en los niveles de activación de la v́ıa de señalización Wnt/β-catenina y
perfiles de expresión genéticos que reflejan sus propiedades funcionales y caracteŕısticas
de pluripotencia [Verhagen et al., 2024].

5.2. La migración celular como eje central de la pro-

gresión tumoral en el cáncer colorrectal

La migración celular es un proceso fundamental en la progresión del cáncer, siendo uno
de los primeros pasos en la cascada metastásica, lo que permite que las células tumorales
escapen del tumor primario e invadan tejidos circundantes o entren en la circulación san-
gúınea y linfática. Como se mencionó antes, este fenómeno está estrechamente relacionado
con la EMT [Fares et al., 2020].

En este contexto, nuestros hallazgos indican que la pérdida de SALL2 favorece un
fenotipo migratorio en modelos celulares de cáncer de colon. Espećıficamente, los ensayos
de migración en transwell demostraron que las células SW480 SALL2 knockout presentan
un aumento significativo en la migración celular, en comparación con el control. Este efec-
to fue revertido en modelos inducibles, donde la restauración de la expresión de SALL2
redujo la capacidad migratoria en SW480 y HT-29. Si bien la migración fue mayor en las
células SW480, este efecto también se observó en la linea HT-29. La diferencia observa-
da entre ambos modelos se debe probablemente al fenotipo que presentan ambas lineas
celulares. Se ha descrito que SW480 tiene un fenotipo mucho más mesenquimal y migra-
torio, en cambio HT-29 se asocia con un fenotipo principalmente epitelial, y por tanto, la
capacidad de migración de estás es menor [Druzhkova et al., 2020].

De manera interesante, un estudio que comparó 68 lineas celulares de CCR describió
que entre la ĺınea celular SW480 y HT-29 existen diferencias relacionadas a su sensibilidad
en ambientes ácidos, aśı como también asociados a su tasa metabólica [Michl et al., 2024].
Si bien HT-29 tiene una mayor resistencia al pH ácido en comparación con SW480, está
última tiene una mayor tasa metabólica. Lo interesante de este descubrimiento es que en
cultivo celular, aquellas células con mayor resistencia al pH ácido, tienden a permanecer
más unidas entre ellas, mostrando niveles mucho más bajos de filamentos de actina en
comparación con aquellas que son más sensibles, quienes crecen de manera más indepen-
diente. Esto podŕıa ser una explicación al hecho de observar mayor migración de células
tumorales en SW480, en donde esta independencia de crecimiento en cultivo celular y los
altos niveles de filamentos de actina podŕıan favorecer el proceso migratorio.

Además, nuestros resultados enfocados en la cantidad de adhesiones focales presentes
en las células en ausencia y presencia de SALL2 apoyan la idea de que la pérdida de SALL2
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favorece la migración. Aśı, observamos una disminución significativa en el número de
clusters de vinculina por célula en condiciones estándares de cultivo en el modelo SW480
SALL2 inducible. Estos clusters o agregados son indicativos de AFs activas y maduras, ya
que estas se organizan en agregados para dar mayor estabilidad, facilitando la transmisión
de fuerzas mecánicas entre actina y la matriz extracelular [Thievessen et al., 2015].

Por otra parte, vinculina regula la direccionalidad y polaridad celular al estabilizar
las AFs, activando la quinasa FAK. Estudios previos, han demostrado que la activa-
ción de FAK es fundamental para la adhesión y migración celular en cáncer, favore-
ciendo la formación de adhesiones focales y la interacción con la matriz extracelular
[Schlaepfer et al., 2024]. En este contexto, nuestros resultados muestran que la pérdida
de SALL2 induce un aumento en la fosforilación de FAK en el residuo Y397, lo que sugie-
re una mayor activación de esta v́ıa en ausencia de SALL2, y además se correlaciona con
el aumento de vinculina mencionado anteriormente. Esta relación entre SALL2 y FAK
en la migración celular es un aspecto clave que requiere más estudios. Una posibilidad es
que SALL2 actúe como un regulador transcripcional de FAK, modulando directamente su
expresión, o que interactúe con v́ıas de señalización ŕıo arriba que controlan su activación.
Es posible además que la regulación de la activación de FAK por SALL2 ocurra de manera
indirecta, ya que FAK detecta las fuerzas generadas por la contracción de fibras de actina
durante la migración, que en parte, podŕıa estar siendo inducida por SALL2. Aśı, estas
fuerzas inducen cambios conformacionales en FAK, liberando su dominio autoinhibido y
permitiendo su autofosforilación en el residuo Y397.

Además, la migración celular está intŕınsecamente ligada a la reorganización del cito-
esqueleto de actina, que permite la formación de estructuras dinámicas como lamelipodios
y filopodios, esenciales para el movimiento celular dirigido [Izdebska et al., 2020]. En este
contexto, nuestros ensayos con faloidina, una molécula que se une a los filamentos de
actina, mostraron que la pérdida de SALL2 en células SW480 induce un aumento en la
intensidad de fluorescencia y la aparición de una morfoloǵıa celular más alargada, sugi-
riendo una mayor capacidad migratoria. Si bien no se evaluó directamente la formación de
filopodios y lamelipodios, el aumento en la migración celular podŕıa estar asociado a una
mayor dinámica del citoesqueleto de actina. Esto se sugiere por el incremento en la señal
de fluorescencia de faloidina, lo que indica un aumento de fibras de actina y, por ende,
una posible mayor formación de estructuras protrusivas como filopodios y lamelipodios,
tal como cabŕıa esperar en células con mayor capacidad migratoria. Este hallazgo es con-
sistente con la idea de que SALL2 podŕıa estar modulando la dinámica del citoesqueleto,
probablemente a través de la regulación de protéınas asociadas a la migración, como las
GTPasas pequeñas y/o protéınas de adhesión focal (FAK, paxilina, vinculina). De manera
similar aunque en un contexto diferente, se ha determinado que SALL2 regula la diferen-
ciación de células madre neurales mediante la expresión de Tuba1a (α-tubulina), esencial
para la dinámica del citoesqueleto durante la neurogénesis [Xiong et al., 2024]. Aśı, se
pone en evidencia el rol de SALL2 en la reorganización del citoesqueleto, probablemente
a través de la regulación de diferentes protéınas que permiten la reestructuración de sus
componentes, permitiendo la activación de diversos procesos celulares como la migración
y la diferenciación.

Si nos enfocamos en la morfoloǵıa nuclear, esta también está en linea con los resultados
asociados a la migración celular, ya que se ha descrito que la circularidad y el tamaño
del núcleo en una célula está estrechamente relacionado con la morfoloǵıa celular general,
dada por la organización del citoesqueleto de actina, y esta, a su vez, con la motilidad
celular [Chen et al., 2015]. Las células que migran más tienen núcleos más deformables y

90
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alargados, especialmente en microambientes restrictivos. Esto se debe a que la plasticidad
nuclear es cŕıtica para sortear espacios estrechos. Por ejemplo, la acumulación de Rac1 en
el núcleo altera la actina nuclear, permitiendo deformaciones que favorecen la invasión y la
migración tumoral [Colón-Bolea et al., 2020]. De esta manera, el hecho que SALL2 regule
el proceso de migración en modelos de cáncer de colon sugiere un rol clave de este factor
de transcripción en la regulación de la migración, posiblemente a través de mecanismos
que favorecen la reorganización del citoesqueleto.

Dado que la EMT está asociada con la migración celular en cáncer, es probable que
la pérdida de SALL2 module este proceso mediante la regulación de genes y v́ıas de
señalización involucradas en la EMT. Aśı, nuestros resultados muestran que la pérdida
de SALL2 en los modelos bidimensionales in vitro, induce un perfil at́ıpico de EMT,
caracterizado por un aumento simultáneo en la expresión de E-cadherina y N-cadherina,
lo que sugiere un estado de EMT parcial o h́ıbrido, asociado con mayor agresividad tumoral
y plasticidad celular, lo que explicaŕıa el aumento en la migración celular sin una pérdida
completa de E-cadherina. En este contexto, la expresión tanto de E-cadherina como de
N-cadherina podŕıa favorecer la motilidad celular colectiva, favoreciendo la formación de
uniones célula-célula más flexibles, dinámicas y transitorias. Además, observamos que la
pérdida de SALL2/Sall2 correlaciona con una distribución citoplasmática de E-cadherina,
observada en modelos bidimensionales y tumores AKP, un fenómeno que ha sido descrito
en células en transición mesenquimal como un mecanismo para modular la adhesión celular
y permitir una migración más eficiente [Xu et al., 2015]. Este resultado es interesante
ya que pone de manifiesto el rol de E-cadherina en favor de la progresión tumoral, el
cual ha sido descrito en diferentes tipos de cáncer durante los últimos años. Además, los
resultados muestran que esta relación entre la pérdida de SALL2 y el aumento de E-
cadherina es sostenida en el tiempo, por lo menos durante las 96 horas analizadas. Estos
resultados también se confirmaron mediante análisis histopatológicos en experimentos
in vivo, donde se observó que, en tumores con pérdida de SALL2, E-cadherina no solo
se localiza en la membrana, sino que además presenta una acumulación aumentada en
el citoplasma. Por otra parte, en los modelos de pérdida de SALL2 en SW480 no se
observaron cambios en el marcador mesenquimal vimentina, protéına de los filamentos
intermedios que se caracteriza por aumentar en células migratorias y mesenquimales, y
que proporciona elasticidad y un fuerte soporte mecánico a las células con alta capacidad
migratoria [Wang et al., 2021]. De manera interesante, la posible inconsistencia que se
observa entre E-cadherina y Snail, un conocido represor de E-cadherina podŕıa deberse
principalmente a la compleja regulación de la EMT, la cual no está basada únicamente
en algunos factores de transcripción, sino que se asocia con una gran cantidad de v́ıas
de señalización y reguladores celulares que son quienes favorecen el fenotipo observado
[Migault et al., 2022]. Además, a pesar de que los niveles de Snail estén aumentados, estos
no son suficientes para reprimir la expresión de E-cadherina. Aun aśı, se ha reportado que
una elevada expresión de Snail constituye un evento clave en el incremento del budding
tumoral, la invasión linfovascular y la metástasis en adenocarcinoma de colon, lo cual se
asocia con un pronóstico desfavorable para los pacientes [Hutasoit et al., 2024]. En este
contexto, nuestros hallazgos son consistentes con dichos antecedentes, ya que la pérdida
de SALL2, que promueve la sobreexpresión de Snail, conlleva in vivo a un aumento de
la permeación linfovascular y de la invasión del frente tumoral hacia la túnica muscular
propia. Estas alteraciones se tradujeron en una disminución de la sobrevida en los modelos
animales portadores de tumores deficientes en SALL2. Es interesante destacar que Snail es
un factor de transcripción cuya expresión se incrementa como consecuencia de la activación
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Caṕıtulo 5. Discusión

de la v́ıa de señalización TGF-β, la cual, como se mencionó en los antecedentes de esta
investigación, podŕıa estar involucrada en la regulación de la expresión de SALL2. En este
mismo contexto, no seŕıa improbable que SALL2, a su vez, regule negativamente la v́ıa
de señalización TGF-β, estableciendo aśı un posible bucle de retroalimentación negativa
que podŕıa formar parte de los mecanismos de regulación subyacentes a la correlación
observada.

Otra evidencia, asociada a nuestros resultados, que refuerza el rol de SALL2 en la
EMT, es el cambio en los niveles de integrinas β1 y β3. Se ha descrito que existe un
balance entre estas dos integrinas en cáncer, en donde integrina β1 reduce la tasa de
metástasis en células tumorales y además, reprime a β3, quien promueve la EMT y la
muerte mediada por integrinas, como es el caso de la anoikis, lo que favorece la cascada
metastásica [Pan et al., 2018]. Esto se debe principalmente a que integrina β1, durante
la migración celular, tiene una mayor dinámica con su sustrato, lo que induce señales
intracelulares de antiproliferación y muerte. Sin embargo, integrina β3, tiende a favorecer
la señalización mediada por TGF-β, favoreciendo la EMT [Liu et al., 2023].En nuestros
resultados se observa el mismo comportamiento en los niveles de estas integrinas en el
modelo de pérdida de SALL2. Aqúı, la pérdida de la expresión de SALL2 favorece un
aumento de integrina beta3 y la disminución de beta1, lo que va en linea con los resultados
anteriores.

A nivel mecańıstico, existen diferentes v́ıas que podŕıan están cumpliendo un rol im-
portante para regular la migración a través de SALL2. Por ejemplo, la v́ıa de señalización
Wnt/β-catenina, además de estar regulando la proliferación celular como se mencionó
anteriormente, regula la expresión de genes clave involucrados en la reorganización del
citoesqueleto y la adhesión celular [Zhao et al., 2022]. Al observar en nuestros resultados
que β-catenina presenta una localización principalmente nuclear en ausencia de SALL2,
sugiere que a través de la activación de esta v́ıa se produzca una mayor activación trans-
cripcional de genes que favorecen la migración y además están asociados con la EMT,
como los factores de transcripción Snail y Twist. Además de la v́ıa Wnt/β-catenina, di-
versos estudios han vinculado a SALL2 con la regulación de v́ıas de señalización donde
participa Akt. Se ha descrito en cáncer de ovario que la pérdida de SALL2 favorece la acti-
vación de la v́ıa PI3K/Akt mediante la fosforilación de Akt, con lo cual es capaz de regular
protéınas asociadas a la migración e invasión celular como MMP9 [Miao et al., 2017]. Por
otra parte, en cáncer de mama, el silenciamiento de SALL2 induce una disminución de
la expresión de PTEN y la activación de la señalización Akt/mTOR [Ye et al., 2019].
Además, Akt activado aumenta la contractilidad y la tracción celular a través de Rho
GTPasas pequeñas y protéınas asociadas como ROCK. Además, Akt fosforila a GSK3β,
inhibiendo su actividad y regulando a β-catenina [Leiphrakpam and Are, 2024]. De ma-
nera interesante, se ha descrito en un contexto no patológico utilizando células MEF Sall2
knockout inmortalizadas, que la migración celular disminuye de manera significativa en
comparación con el modelo control [Riffo et al., 2022]. Esta evidencia sugiere un rol con-
texto dependiente de SALL2 sobre la migración celular, observándose un rol positivo en
modelos embrionarios no patológicos, y un rol negativo en modelos de cáncer. Por último,
como los resultados indican que SALL2 regula la activación de FAK, se ha descrito que
FAK una vez fosforilado en el residuo Y397 activa PI3K mediante interacción con la qui-
nasa SRC, generando PIP3 y activando AKT [Rangaswami et al., 2012]. Esta activación a
través de FAK podŕıa ser uno de los posibles mecanismos que favorecen la reorganización
del citoesqueleto y el aumento de la migración celular mediado por SALL2.
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5.3. SALL2 y la resistencia a quimioterapéuticos en

CRC

A pesar de los avances en los tratamientos para el cáncer de colon, la resistencia a
la quimioterapia sigue siendo un obstáculo cŕıtico en la terapia oncológica. El régimen
de quimioterapia estándar para el cáncer de colon avanzado incluye 5-fluorouracilo, un
antimetabolito que interfiere con la śıntesis de ADN y ARN, aśı como combinaciones con
oxaliplatino y ácido foĺınico en el esquema FOLFOX. Sin embargo, muchos pacientes desa-
rrollan resistencia a estos tratamientos, lo que reduce la eficacia terapéutica y contribuye
a la recurrencia tumoral.

En este contexto, nuestros hallazgos sugieren que SALL2 podŕıa desempeñar un papel
clave en la modulación de la sensibilidad a la quimioterapia en cáncer de colon. Espećıfica-
mente, observamos que la pérdida de SALL2 en células SW480 confiere mayor resistencia
a 5-FU y FOLFOX, aumentando la viabilidad celular en comparación con células control.
Este efecto fue revertido en modelos inducibles, donde la restauración de SALL2 favoreció
la sensibilidad a la quimioterapia. Considerando los resultados previos de proliferación,
donde se observó que la pérdida de SALL2 favorece el crecimiento celular, es posible que
el mayor porcentaje de viabilidad observado tras el tratamiento con 5-FU en células de-
ficientes en SALL2 se deba, en parte, a la mayor cantidad de células presentes al inicio
del ensayo. Para controlar este efecto y obtener una comparación más precisa del impacto
del tratamiento, los resultados de viabilidad luego de aplicar 5-FU o FOLFOX fueron
normalizados según los niveles de proliferación medidos a las 24 horas. Aśı, los resultados
sugieren que 5-FU, que actúa principalmente sobre las células que están en división como
un antimetabolito, tiene mayor eficacia cuando las células expresan SALL2. Estos resul-
tados en conjunto apoyan la idea de que SALL2 estaŕıa cumpliendo un rol importante
también en la resistencia a quimioterapéuticos.

El tratamiento con 75 µg/mL de 5-FU produjo un cambio significativo en los mode-
los analizados con pérdida y ganancia de función únicamente a 24 horas posteriores al
tratamiento. En general, se esperaŕıa también ver un efecto a más largo plazo, ya que el
proceso de división celular aproximado de una célula ocurre en 24 horas. Sin embargo,
en el caso de las células SW480, que presentan una alta inestabilidad de microsatélites y
cromosómica, se ha descrito que su tiempo de duplicación puede partir desde 20 horas en
adelante, lo que al cabo de un d́ıa de tratamiento, seŕıa posible ver el efecto citostático
y/o citotóxico, mediado principalmente por la detención del ciclo celular en fase S y y por
la apoptosis inducida por el daño irreparable al ADN y ARN, respectivamente.

De manera particular, el 5-FU es un análogo de pirimidina que inhibe la timidilato
sintasa, bloqueando la śıntesis de timidina y generando daño en el ADN y ARN de las
células tumorales, producto de la alteración del pool de nucleótidos durante la śıntesis
de estas macromoléculas. Sin embargo, la resistencia a 5-FU puede surgir por varios me-
canismos, incluyendo la sobreexpresión de timidilato sintasa, reduciendo la eficacia del
fármaco, el aumento en la actividad de dihidropirimidina deshidrogenasa, que metaboliza
y desactiva 5-FU y la activación de v́ıas de reparación de ADN, permitiendo la recupe-
ración de células dañadas [Longley et al., 2003]. Se ha descrito que el aumento de estas
enzimas está regulado, en parte, por la acción de diversos miRNA que también regulan la
activación de la EMT [Escalante et al., 2021]. Nuestros resultados sugieren que la pérdida
de SALL2, a través de la regulación de la EMT, podŕıa estar modulando alguna de estas
v́ıas que favorecen la resistencia a 5-FU. En este contexto, seŕıa interesante investigar si
la pérdida de SALL2 en CRC se correlaciona con niveles elevados de timidilato sintasa,
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dihidropirimidina deshidrogenasa o de los miRNAs involucrados en la regulación tanto
de la EMT como la resistencia terapéutica, lo que explicaŕıa el aumento en la viabilidad
celular tras la exposición a 5-FU.

Por otra parte, el tratamiento con FOLFOX, a pesar de inducir mayores efectos he-
matológicos como la disminución de neutrófilos y neuropat́ıas periféricas, favorece la tasa
de sobrevivencia libre de enfermedad (DFS, Disease Free Survival). En este régimen, la
leucovorina se utiliza para potenciar el efecto del 5-FU, ya que mejora la estabilidad y
eficacia de la unión del metabolito activo del 5-FU (FdUMP) al complejo timidilato sin-
tasa. Esto aumenta la inhibición de esta enzima, lo que impide la śıntesis de timidina,
un componente esencial del ADN, y amplifica la citotoxicidad del 5-FU sobre las células
tumorales. Por otro lado, el oxaliplatino se utiliza como agente alquilante que induce daño
directo al ADN mediante la formación de enlaces covalente cruzados (aductos de ADN)
impidiendo la replicación y transcripción del ADN, lo que finalmente lleva a la muerte ce-
lular programada o apoptosis. En general, la leucovorina no reporta mayor resistencia por
si sola. Por el contrario, se han descrito mecanismos de resistencia a FOLFOX asociado
principalmente al oxaliplatino, ya que este activa la v́ıa de señalización cGAS/STING, que
detecta ADN citosólico favoreciendo el aumento de PD-L1 en células tumorales, lo que
permite la evasión inmune, inhibiendo la activación de linfocitos T [Liang et al., 2024].
Aśı, se hace interesante como proyección futura definir los mecanismos de resistencia a
estos quimioterapéuticos y analizar la expresión de SALL2 en muestras de pacientes con
cáncer de colon tratados con 5-FU y FOLFOX, con el objetivo de correlacionar sus nive-
les con la respuesta cĺınica. Cabe mencionar además que en el tratamiento con FOLFOX
la concentración de 5-FU utilizada fue mucho más baja que cuando se utilizó la droga
de manera independiente. En este sentido, la disminución de la concentración de 5-FU
también es algo que se ha establecido tanto en cĺınica como en ensayos experimentales a
nivel de laboratorio, ya que la combinación con otras drogas requiere un balance de con-
centraciones para que el tratamiento sea lo suficientemente adecuado como para afectar
a las células tumorales sin tener un gran efecto negativo sobre el resto del sistema sano
[Shin et al., 2005].

Es interesante, además, destacar que nuestros resultados son consistentes con observa-
ciones previas de resistencia a quimioterapéuticos en otros contextos celulares. Por ejem-
plo, se ha reportado que la toxicidad de doxorrubicina, un fármaco ampliamente utilizado
en terapia oncológica, es menor en células MEF deficientes en Sall2 en comparación con
las células control, observándose una mayor viabilidad y resistencia a la muerte celular
tras exposición prolongada a doxorrubicina [Escobar et al., 2015]. A pesar de que estas
células no corresponden a un modelo de cáncer, puede darnos un indicativo de que la
pérdida de SALL2 afecta la respuesta al tratamiento en contextos que van más allá del
fisiopatológico. De manera similar, el inhibidor de la protéına quinasa CK2, silmitaser-
tib, empleado como agente adyuvante y terapéutico en distintos tipos de cáncer, mostró
una mayor efectividad en modelos SW480 SALL2 wild type y en organoides AKP Sall2
wild type, en comparación con sus contrapartes deficientes en este factor de transcripción
[Hermosilla et al., 2024]. En cáncer de mama se ha descrito por diferentes autores que el
silenciamiento de SALL2 por hipermetilación del promotor induce resistencia a la tera-
pia con tamoxifeno [Ye et al., 2019] y con cisplatino [Li et al., 2024b]. En conjunto, estos
hallazgos refuerzan la idea de que la ausencia de SALL2, en diversos contextos celulares,
promueve una mayor resistencia a terapias antitumorales.

En el contexto de esta investigación, la EMT se presenta como uno de los mecanismos
implicados en la resistencia a 5-FU y FOLFOX, en concordancia con estudios previos que
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han descrito la participación de factores de transcripción como Snail, ZEB1 y Twist en la
regulación de genes asociados a la quimiorresistencia, incluyendo el aumento en la expre-
sión de transportadores de la familia ABC, como ABCB1 y ABCC1, responsables de la ex-
pulsión de fármacos desde el interior celular [Kim et al., 2015, Sousa-Squiavinato et al., 2022].
En ĺınea con estos antecedentes, nuestros resultados muestran que el aumento de estos
factores de transcripción, inducido por la pérdida de SALL2, se asocia también con una
mayor resistencia a la terapia. Asimismo, observamos que la expresión conjunta de estos
factores, junto con otros marcadores analizados, favorece un fenotipo EMT parcial, lo
cual es consistente con lo reportado en la literatura, donde este estado h́ıbrido ha sido
vinculado con una mayor resistencia a fármacos debido a su elevada plasticidad celular, en
contraste con una EMT completa [Pastorino et al., 2024]. En este sentido, seŕıa relevante
evaluar en futuros estudios si la pérdida de SALL2 impacta directamente en la regula-
ción de transportadores ABC en cáncer colorrectal, lo que podŕıa contribuir a explicar los
mecanismos que subyacen al aumento observado en la resistencia a 5-FU y FOLFOX.

Por otra parte, la conexión entre la EMT y la resistencia a quimioterapéuticos no
está dada únicamente por la expresión de transportadores ABC mediada por factores de
transcripción asociados a la EMT, sino que además existen mecanismos como la evasión
de la apoptosis en donde se reprimen protéınas proapoptóticas y se activan v́ıas de su-
pervivencia. En este contexto, la pérdida de SALL2 a través de la regulación de BAX y
NOXA, además de la conexión con la v́ıa PI3K/Akt [Long et al., 2022], descrita en otros
contextos, podŕıa favorecer mecanismos de evasión de apoptosis y con esto aumentar la
resistencia al tratamiento clásico para el cáncer de colon.

Otra v́ıa también importante en el contexto de resistencia a terapias en CCR es la v́ıa
Wnt/β-catenina. En particular, su activación aberrante favorece la expresión de genes an-
tiapoptóticos, como BCL2 y survivina, induce la proliferación descontrolada, reduciendo
la efectividad de los quimioterapéuticos y contribuye a la expansión de células madre tu-
morales, las cuales son altamente resistentes a fármacos convencionales [Radu et al., 2024].
Nuestros estudios muestran que la pérdida de SALL2 induce la traslocación nuclear de
β-catenina, lo que sugiere una mayor activación de la v́ıa Wnt y por consiguiente una
mayor expresión de genes antiapoptóticos.

5.4. Validación en modelos tridimensionales e in vi-

vo: impacto de la pérdida de SALL2 en la pro-

gresión tumoral

Si bien los estudios en ĺıneas celulares han sido fundamentales para comprender los
mecanismos moleculares de la enfermedad, los modelos bidimensionales presentan limi-
taciones, ya que no reflejan fielmente la arquitectura tridimensional del tumor ni las
interacciones complejas con el microambiente tumoral. Por ello, el desarrollo de modelos
tridimensionales, como los organoides tumorales, y modelos in vivo, como los xenoinjertos
e implantaciones ortotópicas en ratones, han permitido estudiar la bioloǵıa tumoral en
un contexto más cercano a la fisioloǵıa del paciente, lo que es fundamental para evaluar
el impacto de alteraciones genéticas en un entorno fisiológico. Los organoides derivados
de tumores representan una herramienta innovadora para estudiar la bioloǵıa tumoral en
un contexto tridimensional. Se ha demostrado que estos modelos recapitulan fielmente las
caracteŕısticas genéticas, transcriptómicas y fenot́ıpicas del tumor original, permitiendo
evaluar la respuesta a tratamientos en un contexto donde convergen distintas interac-
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ciones entre las células presentes en el epitelio del colon [Kiwaki and Kataoka, 2022]. En
este estudio, generamos organoides a partir de modelos murinos de CCR con mutaciones
en APC, KRAS y TP53 (organoides AKP) y modificamos genéticamente estas células
mediante CRISPR/Cas9 para eliminar la expresión de Sall2.

Nuestros resultados muestran que los organoides Sall2 knockout presentan un creci-
miento más acelerado en comparación con el control, además de mostrar una mayor via-
bilidad celular, sugiriendo una menor sensibilidad a señales apoptóticas. Estos hallazgos
indican que la ausencia de SALL2 favorece la proliferación tumoral en un contexto tridi-
mensional y respalda aśı los resultados obtenidos en modelos celulares bidimensionales. Es
relevante mencionar que, incluso luego de 5 d́ıas en cultivo, los organoides muestran una
proliferación descontrolada, evidenciada por su aspecto irregular y oscuro. Este fenómeno
se atribuye a la heterogeneidad celular, que genera zonas de crecimiento desbalanceado
dentro de los organoides, provocando un desarrollo irregular. En muchos casos, esto puede
derivar en problemas como la falta de captación de nutrientes y ox́ıgeno, particularmente
en las zonas internas de los cultivos tridimensionales, favoreciendo la muerte celular. Sin
embargo, este proceso no parece revertir el efecto general del aumento en el crecimiento
en los modelos Sall2 knock out.

Una de las observaciones más relevantes en los organoides Sall2 knockout fue el au-
mento en el desprendimiento celular y la formación de láminas celulares con crecimiento
bidimensional, lo que sugiere una disminución de la adhesión intercelular y, probablemen-
te, un aumento en la capacidad migratoria. Este comportamiento se correlaciona con un
aumento en la capacidad migratoria e invasiva de las células, caracteŕısticas clave de la
EMT [Stadler et al., 2018]. Además, este hallazgo es particularmente interesante ya que
fenómenos similares han sido descritos en estudios donde se induce la EMT mediante el
tratamiento con TGFβ1 en organoides murinos AKP de cáncer de colon, observándose
un incremento en la migración celular y en la infiltración de células más allá del matrigel
[Flum et al., 2022]. Aunque en nuestros experimentos no se utilizó TGFβ para inducir la
EMT, el hecho de observar un fenotipo comparable sugiere que la pérdida de Sall2 podŕıa
estar promoviendo cambios asociados a un programa de transición epitelio-mesenquimal
de forma endógena. La asociación con la EMT se refuerza aún más al evaluar los niveles
de expresión de genes relacionados con este proceso en organoides AKP Sall2 knockout.
En este contexto, observamos que la inhibición de la expresión de Sall2 induce un au-
mento significativo en los marcadores clásicos de EMT. Sin embargo, la reducción en
los niveles de Zeb1 podŕıa indicar que la pérdida de Sall2 no está vinculada con un
programa de EMT completo, sino con un fenotipo parcial. Esto se debe a que Zeb1 es
comúnmente reconocido como un factor clave en la regulación de una EMT completa
[Perez-Oquendo and Gibbons, 2022]. Por lo tanto, la disminución de su expresión favore-
ceŕıa la adquisición de fenotipos intermedios, probablemente modulados por otros factores
de transcripción. Estos hallazgos sugieren que la pérdida de Sall2 promueve un fenotipo
asociado a EMT mediante la regulación de marcadores clásicos de este programa trans-
cripcional.

Cabe destacar que para el análisis de genes de referencia (housekeeping) se utilizaron
tanto GAPDH como β-actina, sin observar diferencias en los resultados. Esto sugiere
que los cambios en la expresión de Sall2 no afectan significativamente la estabilidad
de estos genes de referencia, y que el fenotipo celular más agresivo observado en los
modelos deficientes en Sall2 no se debe a variaciones en los niveles del housekeeping. Aśı,
únicamente se muestran los resultados utilizando GAPDH como referencia.

De manera adicional, en este estudio se utilizó un modelo de microinyección ortotópica
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en ratones C57BL/6, una técnica que permite la implantación precisa de células tumorales
en el colon, lo que recapitula mejor la iniciación y progresión tumoral, y evita las limita-
ciones de los modelos subcutáneos. El uso de este sistema es particularmente relevante en
el contexto de investigaciones oncológicas, ya que facilita la inyección ortotópica de células
para inducir la formación tumoral en un entorno fisiológicamente relevante, permitiendo
un análisis más preciso del crecimiento y comportamiento tumoral en condiciones cerca-
nas a las fisiológicas. Los resultados obtenidos en este modelo in vivo fueron consistentes
con los hallazgos en organoides y en ĺıneas celulares, en donde se observó que los tumores
generados a partir de células Sall2 knockout crecieron más rápido en comparación con los
tumores control. Además, los ratones con tumores Sall2 knockout presentaron una menor
sobrevida, con tiempos de sacrificio significativamente más cortos debido al tamaño tu-
moral y la pérdida de peso corporal. Como consecuencia de lo anterior, al realizar análisis
histopatológicos, se observó que los tejidos tumorales deficientes de Sall2 mostraron ca-
racteŕısticas asociadas con mayor agresividad, como un aumento en la invasión a tejidos
circundantes. Esto se determinó mediante la observación de células tumorales en vasos
sangúıneos, un menor grado de diferenciación y un avance del frente tumoral en la túnica
muscular propia.

De manera complementaria a los estudios in vitro, uno de los hallazgos más relevantes
del análisis histológico fue la redistribución de β-catenina en tumores Sall2 knockout. En
presencia de Sall2, β-catenina se localizó predominantemente en la membrana celular, lo
que indica una adhesión celular estable. En contraste, en los tumores deficientes de Sall2,
β-catenina presentó una localización citoplasmática y nuclear, lo que sugiere una mayor
activación de la v́ıa Wnt/β-catenina y una disolución de las uniones adherentes, lo cual
fue corroborado por la localización citoplasmática de E-cadherina. Esto es lógico ya que
β-catenina y E-cadherina se unen, en conjunto con otras protéınas, para formar uniones
adherentes. Por lo tanto, la alteración de la localización de β-catenina tiene como conse-
cuencia la alteración de la localización de E-cadherina [Campàs et al., 2024]. Esto hace
que observemos, E-cadherina citoplasmática en ausencia de Sall2. No se puede definir con
exactitud si la pérdida de Sall2 favorece la localización intracelular de β-catenina y esto
tiene, como consecuencia, la internalización de E-cadherina, o vice versa. Sin embargo,
es posible sugerir que la reducción de SALL2 en el cáncer de colon promueve la redistri-
bución de protéınas clave en las uniones intercelulares, lo que potencia la progresión y
agresividad tumoral.

Además, en estos mismos tejidos tumorales se evaluó la expresión del marcador de
proliferación ki67, observándose un mayor marcaje en los tumores generados en ausencia
de Sall2 en comparación con el control, lo que respalda los resultados obtenidos in vitro
con las ĺıneas celulares de cáncer de colon, donde la pérdida de SALL2 se asoció a un
aumento en la proliferación. En conjunto estos resultados ponen en evidencia una fuerte
conexión entre Sall2 y la v́ıa Wnt/β-catenina además del efecto negativo de la pérdida de
Sall2 en la progresión del cáncer colorrectal. De manera complementaria, se observó en
este mismo análisis que el porcentaje de estroma fue mucho mayor en el modelo con pérdi-
da de Sall2 en comparación con el control, sugiriendo la posibilidad de que la disminución
de la expresión de Sall2 modifique el microambiente tumoral, y con ello, la respuesta in-
munológica. Por ello también se plantea como proyección evaluar la infiltración de células
inmunes en el tumor además de la evaluación del porcentaje de subpoblaciones celulares
en el estroma, como indicador de la progresión tumoral.
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5.5. Implicaciones cĺınicas y futuras direcciones

Con estos resultados, se pone de manifiesto la relevancia de SALL2 en la bioloǵıa
del cáncer colorrectal. Nuestros hallazgos sugieren que SALL2 tiene un rol clave en la
progresión del CCR, con funciones en la proliferación celular, la migración, la resistencia
a quimioterapia y, posiblemente, la regulación de la v́ıa Wnt/β-catenina. Los resultados
también sugieren que este cambio a nivel morfogenético estaŕıa asociado principalmente
con un estado de EMT parcial o h́ıbrida. En este contexto, diversos estudios indican que
in vivo las transiciones completas son a menudo poco comunes, ya que muchas células
parecen ocupar estados intermedios en lugar de realizar una transición completa de un
fenotipo a otro. Además, la pérdida de SALL2 se asocia con tumores más agresivos,
mayor proliferación y menor respuesta a quimioterapéuticos estándar, lo que sugiere que
este factor de transcripción podŕıa tener aplicaciones cĺınicas en el diagnóstico, pronóstico
y tratamiento del CCR.

Dado el papel de SALL2 en la inhibición de diferentes procesos que favorecen a la pro-
gresión tumoral, su modulación podŕıa representar una estrategia terapéutica innovadora
para el CCR. Se ha demostrado que en varios tipos de cáncer, la pérdida de genes supre-
sores ocurre por silenciamiento epigenético a través de la hipermetilación del promotor.
En cáncer oral y ovárico, se ha observado que SALL2 está inactivado por mecanismos
epigenéticos [Sung et al., 2013, Imai et al., 2019]. Sin embargo, en cáncer colorrectal, los
mecanismos que generan la disminución de SALL2 podŕıan ser diferentes, ya que, según
bases de datos públicas, no se ha reportado en este tipo de cáncer un mecanismo epi-
genético para su silenciamiento [Chandrashekar et al., 2017], por lo menos, al analizar en
conjunto diferentes estudios de cáncer de colon. De lo contrario, se podŕıan utilizar agen-
tes demetilantes como opción de tratamiento futuro para activar la expresión de SALL2
y frenar la progresión tumoral. Por otra parte, la regulación de SALL2 podŕıa incluso in-
volucrar mecanismos postranscripcionales y postraduccionales que favorezcan su pérdida,
como es el caso de la regulación negativa de SALL2 mediada por CK2, en donde esta últi-
ma fosforila a SALL2 para su posterior degradación proteosomal [Hermosilla et al., 2024].

Como se mencionó antes, la v́ıa Wnt/β-catenina tiene un rol fundamental a la mayoŕıa
de los procesos evaluados. En este contexto, la inhibición de β-catenina en tumores con
pérdida de SALL2 podŕıa ser una posible estrategia terapéutica. Fármacos en desarrollo
como LGK974, un inhibidor de Porcupina (PORCN), y PRI-724, un bloqueador de la
interacción β-catenina/CBP, han mostrado eficacia en la reducción de la proliferación
tumoral en CCR. En estudios futuros, seŕıa relevante evaluar si los tumores con pérdida de
SALL2 responden mejor a inhibidores de β-catenina, lo que abriŕıa la puerta a estrategias
de medicina personalizada.

Por otra parte, el microambiente tumoral juega un papel clave en la progresión del
CCR, modulando la interacción entre células tumorales y el sistema inmunológico. Estu-
dios recientes han demostrado que la v́ıa Wnt/β-catenina suprime la respuesta inmunitaria
antitumoral, lo que sugiere que tumores con pérdida de SALL2 y alta activación de Wnt
podŕıan ser menos inmunogénicos. Para evaluar si la pérdida de SALL2 afecta la res-
puesta inmunitaria en CCR, se podŕıan realizar estudios como el análisis del infiltrado
inmunológico en tumores SALL2 knockout, evaluando la presencia de linfocitos T citotóxi-
cos (CD8+), macrófagos y células dendŕıticas. Además, de la expresión de PD-L1 y otros
puntos de control inmunológico, para determinar si la pérdida de SALL2 correlaciona con
un fenotipo de escape inmune. De aqúı, se podŕıan realizar ensayos con inhibidores de
puntos de control inmunológico, como anti-PD-1/PD-L1, en modelos de CCR con baja
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expresión de SALL2. Aśı, si se confirma que la pérdida de SALL2 promueve un ambiente
inmunosupresor, su evaluación podŕıa ser relevante para predecir la respuesta a inmuno-
terapias en pacientes con CCR.

Finalmente, la evaluación de SALL2 en biopsias tumorales podŕıa ayudar a estratificar
pacientes según riesgo de progresión y metástasis, predecir la respuesta a quimioterapéuti-
cos estándar e identificar subgrupos de tumores que podŕıan beneficiarse de terapias que
involucren, de manera directa o indirecta, la regulación de SALL2.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la pérdida de SALL2 contribuye al desa-
rrollo de tumores colorectales de mayor tamaño, debido a su rol regulador negativo sobre la
proliferación celular. Esta expansión tumoral, a su vez, podŕıa aumentar la proporción de
células con propiedades migratorias, facilitadas por la adquisición de un fenotipo de EMT
parcial. Dado que este tipo de transición se asocia con una mayor capacidad de disemi-
nación, el incremento en la migración celular podŕıa favorecer la formación de metástasis,
una de las principales causas de mortalidad en pacientes con cáncer colorrectal. Adicio-
nalmente, observamos que la pérdida de SALL2 se asocia con una mayor infiltración del
tumor hacia capas más profundas de la pared colónica, lo que puede generar alteracio-
nes fisiológicas locales y contribuir al daño sistémico. A este perfil más agresivo se suma
una menor respuesta a la quimioterapia convencional, lo que sugiere que la ausencia de
SALL2 no solo promueve la progresión tumoral, sino que también compromete la eficacia
del tratamiento. Aśı, finalmente, SALL2 se posiciona como un factor clave en la supresión
de múltiples caracteŕısticas malignas del cáncer colorrectal, y su pérdida representa un
evento de alto impacto cĺınico en la progresión y manejo de esta enfermedad.
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Figura 5.1: Conexiones moleculares de SALL2 en los procesos celulares asocia-
dos a la transición epitelio-mesénquima (EMT).

Esquema resumen de algunas de las conexiones moleculares asociadas a SALL2 en el
contexto de EMT. A nivel molecular SALL2 está ligado con varios de los procesos que
se asocian con la EMT y la agresividad tumoral, como la proliferación, la migración, la
apoptosis y la resistencia a quimioterapéuticos. En este contexto, la pérdida del factor
de transcripción SALL2, favorece estas caracteŕısticas, lo que sugiere que SALL2 estaŕıa
actuando como un supresor tumoral. En la figura, los óvalos de colores representan los
procesos celulares o v́ıas de señalización en las cuales SALL2 está conectado de manera
directa o indirecta. Las ĺıneas punteadas corresponden a información que no se concluye de
esta investigación ni tampoco hay art́ıculos que lo confirmen, pero se sugiere de los datos
en conjunto. Las protéınas en letras rojas corresponden a aquellas que fueron directamente
evaluadas en el contexto de esta investigación.
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Conclusiones

1. La pérdida de SALL2 en modelos celulares de CCR (SW480, HT-29, SW620) pro-
mueve un aumento sostenido de la proliferación celular, reorganización del citoes-
queleto de actina y migración celular, estableciendo a SALL2 como un potencial
supresor tumoral.

2. En organoides derivados de tumores murinos (AKP), la deleción de Sall2 incremen-
ta el crecimiento, viabilidad y desprendimiento celular, lo que refleja un fenotipo
tumoral más agresivo en un contexto tridimensional.

3. En modelos ortotópicos murinos, la ausencia de Sall2 acelera la progresión tumo-
ral, reduce la sobrevida de los ratones y se asocia a una mayor invasión tisular,
consolidando su rol fisiopatológico in vivo.

4. La pérdida de SALL2 está asociada con un fenotipo de EMT parcial, activación de
FAK y traslocación nuclear de β-catenina, lo que sugiere su papel como regulador
de la plasticidad celular y de la v́ıa Wnt.

5. SALL2 modula la sensibilidad a quimioterapias como 5-FU y FOLFOX, donde su
ausencia se asocia con una mayor viabilidad post-tratamiento, implicando un rol en
la respuesta terapéutica del CCR.

6. En conjunto, SALL2 emerge como un regulador clave de la progresión tumoral en
CCR y una posible diana terapéutica y biomarcador pronóstico, abriendo nuevas
posibilidades para el desarrollo de estrategias de medicina personalizada.
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Caṕıtulo 7

Anexo

Figura 7.1: Genotipificación de los modelos SW480 con pérdida de función de
SALL2

Se generó un modelo de pérdida de función de SALL2 a partir de la ĺınea celular SW480
utilizando el sistema CRISPR/Cas9. Una vez obtenidos los clones, se seleccionaron G8 y
G4, ya que en ambos se confirmó la ausencia de la protéına mediante análisis de western
blot. En la figura se observa el resultado de la amplificación de la región espećıfica del
ADN genómico de las células editadas. El cambio en el tamaño de la banda es consistente
con el control SALL2 knockout, lo que confirma la edición genética exitosa.
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Figura 7.2: Análisis de enriquecimiento de v́ıas asociadas a SALL2 en cáncer de
colon

(S2) Análisis ontológico mediante KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
Pathway Analysis a partir de datos de ChIP-Seq [Farkas et al., 2021b]. Los ćırculos re-
presentan los grupos de genes identificados, donde el tamaño indica la cantidad de genes
involucrados y la intensidad del color rojo refleja la significancia estad́ıstica del análisis.
(S3) Análisis ontológico basado en datos de expresión diferencial en pacientes con cáncer
de colon, obtenidos de la base de datos UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu) y presen-
tados mediante la plataforma STRING (https://string-db.org). De ambos se observa que
SALL2 está altamente relacionado con las uniones adherentes, las adhesiones focales y
las uniones celulares, evidenciada por un alto número de genes asociados y una elevada
significancia estad́ıstica.
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Figura 7.3: Presencia de sitios de unión para SALL2 en promotor de diferentes
cadherinas

Se identificaron, mediante análisis in silico, sitios de unión para el factor de transcripción
SALL2 en el promotor de diversos genes de cadherinas (CDH1 - CDH10), utilizando la
base de datos Eukaryotic Promoter Database (https://epd.expasy.org/epd/). El análisis
se realizó empleando la libreŕıa de motivos de factores de transcripción JASPAR CORE
2018 (vertebrados), evaluando la región genómica comprendida entre -1000 y +100 pb,
considerando el sitio de inicio de la transcripción como posición 0. Se estableció un umbral
de detección con un valor de p < 0,0001 para garantizar la significancia estad́ıstica de los
sitios identificados.

117



Caṕıtulo 7. Anexo

Figura 7.4: Presencia de sitios de unión para SALL2 en promotor de factores
de transcripción clásicos asociados a la transición epitelio-mesénquima

Se identificaron, mediante análisis in silico, sitios de unión para el factor de transcrip-
ción SALL2 en el promotor de los factores de transcripción clásicos asociados a la EMT,
utilizando la base de datos Eukaryotic Promoter Database (https://epd.expasy.org/epd/).
Se evaluó en SNAI1, SNAI2, ZEB1, ZEB2, TWIST1 y TWIST2. El análisis se realizó
empleando la libreŕıa de motivos de factores de transcripción JASPAR CORE 2018 (verte-
brados), evaluando la región genómica comprendida entre -1000 y +100 pb, considerando
el sitio de inicio de la transcripción como posición 0. Se estableció un umbral de detec-
ción con un valor de p < 0,0001 para garantizar la significancia estad́ıstica de los sitios
identificados.
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Figura 7.5: La expresión de SALL2 se asocia con una menor intensidad de
filamentos de actina en células SW480

Evaluación de los filamentos de actina mediante faloidina. (A) Imágenes representativas
de la distribución de los filamentos de actina (verde) en los modelos con pérdida y ganancia
de función de SALL2. Se utilizó hoechst para identificar los núcleos celulares. Para inducir
la reexpresión de SALL2 en el modelo inducible se utilizó doxiciclina a una concentración
de 1 µg/mL durante 48 horas. Las imágenes fueron tomadas con aumento de 40x en un
microscopio confocal espectral LSM780 NLO Zeiss. n = 2.

119
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Figura 7.6: Secuenciación de organoide AKP Sall2 knockout clon 5

La validación del modelo de organoide AKP SALL2 knockout se realizó mediante secuen-
ciación Sanger. Los electroferogramas obtenidos fueron analizados con la herramienta In-
ference of CRISPR Edits (ICE) de la plataforma en ĺınea Synthego, comparando el ADN
genómico parental con el ADN editado. La figura muestra la edición genómica identifi-
cada, las distintas contribuciones de alelos y el estado de edición del modelo. Los datos
corresponden a la edición del clon 5 generado a partir del sgRNA-1.

120



Caṕıtulo 7. Anexo

Figura 7.7: Secuenciación de organoide AKP Sall2 knock out clon 7

La validación del modelo de organoide AKP SALL2 knockout se realizó mediante secuen-
ciación Sanger. Los electroferogramas obtenidos fueron analizados con la herramienta In-
ference of CRISPR Edits (ICE) de la plataforma en ĺınea Synthego, comparando el ADN
genómico parental con el ADN editado. La figura muestra la edición genómica identifi-
cada, las distintas contribuciones de alelos y el estado de edición del modelo. Los datos
corresponden a la edición del clon 5 generado a partir del sgRNA-2.
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