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1. RESUMEN

L.B.G. Sergio Ivan Padilla Tello

Titulo: Evaluaciéon del efecto citotéxico de TRAIL soluble en combinacién con compuestos
resveratrol y epigalocatequina galato en lineas celulares de cancer colorrectal y carcinoma

hepatocelular.

Introduccién: E cancer colorrectal (CCR) y el carcinoma hepatocelular (CHC) son neoplasias que
afectan el tracto gastrointestinal con alta incidencia y mortalidad. Ambas neoplasias suelen presentar
resistencia a los tratamientos convencionales y elevados porcentajes de recidivas, por lo que se
requieren nuevas terapias alternativas. Recientemente se han implementado distintas estrategias como
el uso de células madre mesenquimales (CMM) para la entrega de moléculas antitumorales como el
ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL). TRAIL y su
forma soluble (TRAILs) son capaces de inducir apoptosis de manera selectiva por la via extrinseca
en células tumorales, mediante la interaccion con los receptores de muerte DR4 y DRS. Sin embargo,
a su vez la terapia con TRAIL presenta limitantes como el desarrollo de mecanismos de resistencia.
Los compuestos bioactivos del grupo de los polifenoles como el resveratrol (RSV) y la
epigalocatequina galato (EGCG) han mostrado actividad antitumoral en diferentes lineas celulares y
se han explorado como agentes sensibilizadores por sus efectos mostrados en vias de sefializacion
clave. Objetivo: Evaluar el efecto de los compuestos RSV y EGCG sobre la expresion de los
receptores DR4 y DRS como mecanismo para sensibilizar a TRAIL soluble en lineas celulares de
CCR y CHC. Materiales y métodos: Los compuestos RSV y EGCG fueron disueltos en DMSO
(0.2%) y se evalué la viabilidad celular a las 24 y 48 horas utilizando concentraciones en el rango de
1-100 pM. Posteriormente se seleccionaron las concentraciones de RSV o EGCG para el pre-
tratamiento de células tumorales e implementar en los ensayos de co-cultivo con CMM-TRAILs. Las
CMM-TRAILSs fueron seleccionadas durante una semana con geneticina para asegurar la expresion
de TRAILSs, que se confirmé por la produccion del gen reportero GFP mediante observacion en el
microscopio de epifluorescencia. De los ensayos de co-cultivo se evalué la viabilidad celular a las 48
horas posteriores al pre-tratamiento con los compuestos. Finalmente se evalué la expresion de los
receptores de muerte DR4 y DRS en Caco-2 después del pre-tratamiento con RSV como posible
mecanismo de sensibilizacion a TRAILs mediante RT-qPCR, la expresion del receptor DRS también
fue confirmada mediante inmunofluorescencia. Resultados: EI RSV (100 pM) mostr6 porcentajes de
muerte celular (PMC) menores al 21% en las lineas Caco-2 y Huh-7 al evaluar la viabilidad celular a
las 24h, mientras que para CMT-93 fue del 100%. En el caso del tratamiento con EGCG (60 uM) se
alcanzé el 100% de PMC para Caco-2 y Huh-7y se logré calcular la ICso a las 24h. Se determind que
posterior a su seleccion el 89.59% de las CMM-TRAILSs expresan GFP. En los ensayos de co-cultivo
se observé que el pre-tratamiento con RSV (40 y 100 pM) aumentaron de manera significativa el
PMC mostrado en Caco-2 y Huh-7 (p < 0.05), pero no en CMT-93. Los ensayos de co-cultivo con
EGCG (15 pM) no mostraron diferencia significativa en Caco-2 y Huh-7. Finalmente se observo que
el RSV (100 uM) regul6 a la alza los receptores de muerte DR4 y DRS en Caco-2 mostrando una
expresion 7 veces mayor al control. Sin embargo, la diferencia de expresion del receptor DRS
evaluada mediante inmunofluorescencia no resultd significativa. Conclusion: Nuestros resultados
sugieren que el RSV a la concentracién de 100 pM fue capaz de sensibilizar a TRAILs a la linea
Caco-2 mediante el aumento en la expresion de los receptores DR4 y DRS.

d. Paulina Defgado
Directora de tesiS
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1.1 Abstract

L.B.G. Sergio Ivan Padilla Tello

Title: Evaluation of the cytotoxic effect of soluble TRAIL in combination with compounds
resveratrol and epigallocatechin gallate in colorectal cancer and hepatocellular carcinoma cell
lines.

Introduction: Colorectal cancer (CRC) and hepatocellular carcinoma (HCC) are neoplasms affecting
the gastrointestinal tract with high incidence and mortality rates. Both tumors commonly exhibit
resistance to conventional treatments and frequent recurrence, making the development of alternative
therapies necessary. In recent years, different strategies have been implemented, such as the use of
mesenchymal stem cells (MSCs) to deliver antitumor molecules like the tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL). TRAIL and its soluble form (sTRAIL) are capable of selectively
inducing apoptosis in tumor cells via the extrinsic pathway through interaction with death receptors
DR4 and DRS. However, TRAIL-based therapy also faces limitations due to the development of
resistance mechanisms. Bioactive compounds from the polyphenol group, such as resveratrol (RSV)
and epigallocatechin gallate (EGCG), have shown antitumor activity in various cell lines and have
been explored as sensitizing agents due to their effects on key signaling pathways. Objective:
Evaluate the effect of RSV and EGCG on the expression of death receptors DR4 and DRS as a
potential mechanism to sensitize tumor cells to soluble TRAIL in CRC and HCC cell lines. Materials
and Methods: RSV and EGCG were solubilized in DMSO (0.2%), and cell viability was assessed at
24 and 48 hours using concentrations ranging from 1 to 100 M. Selected concentrations of RSV or
EGCG were used for pretreatment of tumor cells and subsequently applied in co-culture assays with
MSC-sTRAIL. MSC-sTRAIL were selected for one week with geneticin to ensure sTRAIL
expression, which was confirmed by GFP reporter gene expression under epifluorescence
microscopy. Cell viability was evaluated 48 hours after pretreatment with the compounds in the co-
culture assays. Finally, DR4 and DRS expression was assessed in Caco-2 cells pretreated with RSV
as a potential sensitization mechanism to sSTRAIL using RT-qPCR, and DRS expression was further
evaluated by immunofluorescence. Results: RSV (100 uM) showed less than 21% cell death
percentage (CDP) in Caco-2 and Huh-7 cell lines at 24 hours, while in CMT-93, CDP reached 100%.
Treatment with EGCG (60 pM) resulted in 100% CDP in Caco-2 and Huh-7 and allowed [Cso
determination at 24 hours. After selection, 89.59% of MSC-sTRAIL expressed GFP. In co-culture
assays, pretreatment with RSV (40 and 100 pM) significantly increased CDP in Caco-2 and Huh-7
(p <0.05), but not in CMT-93. Co-cultures with EGCG (15 M) showed no significant differences in
Caco-2 and Huh-7. Finally, RSV (100 pM) upregulated DR4 and DRS expression in Caco-2 cells,
with levels up to 7-fold higher than the control. However, the immunofluorescence analysis detected
no statistically significant difference in DRS expression. Conclusion: Our results suggest that RSV
at a concentration of 100 pM was able to sensitize Caco-2 cells to sTRAIL by increasing the
expression of DR4 and DRS death receptors.

Thesis diytcto
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2. INTRODUCCION

El cancer se ha identificado como una de las principales causas de muerte en personas
menores a los 70 afios en el mundo. El aumento en su incidencia y mortalidad se asocia al
incremento en la esperanza de vida y a los factores de riesgo que se asumen en conjunto con

los cambios en el estilo de vida actual (Sung et al., 2021).

El cancer, segun el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NIH; NCI)
se define como una enfermedad por la que algunas células del cuerpo se multiplican sin
control y se diseminan a otras regiones. Este proceso inicia con un crecimiento anormal de
células debido a una acumulacion de mutaciones en genes reguladores clave como los
supresores de tumor, oncogenes y aquellos involucrados en la estabilidad genémica. Las
mutaciones adquiridas durante el tiempo son aquellas que determinan el paso de una
proliferacién no maligna a un tumor maligno mediante alteraciones en los procesos celulares
relacionados a la proliferacion, evasion de la apoptosis, induccion de la angiogénesis y

generacion de metastasis (Kontomanolis ef al., 2020).

El entorno en el que se desarrolla el cdncer comunmente se le denomina
microambiente tumoral y estd compuesto por células tumorales, poblaciones de células no
tumorales, vasos sanguineos y matriz extracelular. La interaccion dinamica entre estos
componentes favorece la progresion tumoral, invasion de tejido adyacente, metastasis y la
resistencia a tratamiento. (Anderson & Simon, 2020). La complejidad estructural y funcional
del microambiente tumoral contribuye a la heterogeneidad del cancer, que impacta
directamente en la sensibilidad a las terapias utilizadas para su tratamiento (Dagogo-Jack &

Shaw, 2018).

El tratamiento contra el cancer depende en gran medida del 6rgano que se vea
afectado y el estado de su progresion en que sea detectado. Las opciones de tratamiento
convencionales son la remocidn quirtrgica del tumor, quimioterapia, radioterapia, terapia
hormonal o terapia inmunoldgica dirigida (Wang et al., 2018). Sin embargo, se continua en

la busqueda de nuevas opciones terapéuticas con la intencion de que estas sean mas precisas
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y personalizadas a los requerimientos de cada paciente, tomando en cuenta las caracteristicas
moleculares del tumor y su posible evolucion a futuro. Actualmente las terapias en desarrollo
a grandes rasgos corresponden en: moléculas pequenas, péptidos o proteinas, anticuerpos

acoplados a medicamentos, terapia celular y terapia génica (Liu et al., 2024).

Como resultado de los esfuerzos en busca de nuevos tratamientos contra el cancer
también ha cobrado relevancia el estudio de compuestos bioactivos de origen natural, debido
a su baja toxicidad y capacidad de regular vias moleculares clave implicadas en la
carcinogénesis, entre ellas las vias de AKT/PI3K, JAK/STAT y NF-kB (Agrawal et al., 2022).
Con el estudio de estas moléculas, se han identificado compuestos polifendlicos como el
resveratrol (RSV) y epigalocatequina galato (EGCG) que han sido ampliamente estudiados
durante los ultimos afios por su potencial como agentes antitumorales de manera individual

0 en conjunto con otros agentes como quimioterapias.

En este proyecto se propone continuar en la biisqueda de terapias alternativas contra
el cancer y se pretende seguir un enfoque combinado utilizando la terapia celular con células
madre mesenquimales (CMM), para la produccion de la fraccion soluble de una proteina
inductora de la muerte celular programada como lo es el ligando inductor de la apoptosis
relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL). Ademas de esto, se propone utilizar
a los compuestos bioactivos RSV y EGCG en una estrategia de pretratamiento para
incrementar la susceptibilidad de las células tumorales a la fraccion soluble de la proteina
TRAIL (TRAILs) mediante el aumento en la expresion de los receptores de muerte celular

DR4 y DRS.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Cancer del tracto gastrointestinal

El cancer asociado al tracto gastrointestinal corresponde a una cuarta parte de la
incidencia mundial del cancer, ademas de un 35% de muertes relacionadas a esta patologia
(Wang et al., 2021). Las neoplasias del tracto gastrointestinal comprenden aquellas que
afectan al es6fago, estdmago, intestino delgado, colon, recto, higado y 6rganos accesorios
como vesicula biliar y pancreas (Rock et al., 2022). De acuerdo con la GLOBOCAN hasta
2022, en México el cancer colorrectal (CCR) y hepatico se encuentran entre las 10 neoplasias

mas comunes (Ferlay et al., 2024).

3.2 Incidencia de cancer colorrectal y hepatico

El CCR es el tercero a nivel mundial en incidencia segiin la GLOBOCAN, hasta el
2022 registrando un aproximado de 1,926,425 nuevos casos por afio, presentando una alta
mortalidad, siendo el segundo a nivel mundial con 904,017 defunciones por afio, s6lo por
detrés de cancer de pulmon (Ferlay et al., 2024). Este es uno de los tumores mas agresivos
debido a su capacidad de realizar metéstasis a pulmon, higado, ovarios y otros 6rganos del

sistema gastrointestinal (Islam et al., 2022).

Por otra parte, el cancer hepatico tiene una incidencia de aproximadamente 866, 136
nuevos casos por afio, colocandolo en el sexto lugar a nivel mundial, sin embargo, el cancer
de higado ocupa el tercer lugar de mortalidad en el mundo. Esto con aproximadamente 758,

725 defunciones al afio, justo por debajo del CCR y cancer de pulmon (Ferlay ef al., 2024).

3.3 Factores de riesgo asociados a cancer colorrectal y hepatico

Se han identificado multiples factores de riesgo asociados a CCR, los cuales
participan en el incremento de la tasa de aparicion de mutaciones en oncogenes y/o genes

supresores de tumor, asi como modificaciones a nivel epigenético que favorecen la aparicion
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del céancer (Ionescu et al., 2023). Los factores de riesgo pueden agruparse en dos grupos,
como los que no son modificables (sexo, edad etc.) y modificables, principalmente aspectos

relacionados al estilo de vida (Roshandel et al., 2024).

La edad se considera otro factor de riesgo importante para el desarrollo de CCR,
adultos mayores de 65 afios tienen 3 veces mas posibilidades de desarrollarlo que aquellos
mayores de 50 a 64 afios (Rawla et al., 2019). A su vez también se ha observado que la
presencia de un caso de CCR en familiares de primer grado eleva al doble de riesgo de

desarrollarlo en comparacion a la poblacion en general (Thanikachalam & Khan, 2019).

Otros factores de riesgo que se han asociado al CCR son la etnicidad afroamericana,
sexo masculino, estilo de vida sedentario, consumo excesivo de carne roja y carne procesada,
consumo de alcohol y tabaco, entre otros (Loke et al., 2020). En el caso del sexo masculino,
los hombres poseen 1.5 mas probabilidades de desarrollar CCR que las mujeres, sin embargo,
las mujeres suelen presentar este cancer de forma mas agresiva que los hombres (Rawla et

al., 2019).

El carcinoma hepatocelular (CHC) que representa aproximadamente el 90% de los
casos, es el tipo mas comin de cancer hepatico. Los principales factores de riesgo
corresponden a cirrosis y la infeccion por los virus de hepatitis B (VHB) y C (VHC), ademas
del consumo abusivo de alcohol o la ingesta de la aflatoxina B1. Sin embargo, comiinmente
el CHC se origina en pacientes con fibrosis o cirrosis hepatica avanzada (Llovet et al., 2016;

Toh et al., 2023).

El principal factor de riesgo asociado a CHC es la cirrosis, independientemente de su
etiologia; esta se presenta entre un 70% a 90% de los pacientes que desarrollan cancer
primario en higado. De igual manera, aquellos factores de riesgo que influyen en el desarrollo
de la cirrosis impactan de gran manera en la posible aparicion del CHC, entre los cuales se
destacan la edad, sexo, raza, ser fumador o no fumador y estar diagnosticado con diabetes
(Trad et al., 2017). El segundo factor de riesgo mdas importante para el desarrollo de CHC

corresponde a la infeccidn cronica con hepatitis viral ya sea debido al VHB o VHC. Se calcula
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que de un 10 al 25% de los casos de VHB progresan a CHC anualmente. Mientras que de
igual forma por ano esta cifra corresponde de 2 al 4% de pacientes con cirrosis cronica a
costa de VHC. Cabe destacar que el CHC tiene una mayor prevalencia en pacientes con
cirrosis originada a causa de una infeccion por VHC que por otras causas (Toh et al., 2023;

Trad et al., 2017).

El CHC es 3 veces mas comin en hombres que en mujeres y la mayoria de los
pacientes que lo padecen son mayores de 45 anos. El consumo de alcohol también es un
factor de riesgo importante para el desarrollo del CHC, ya que las probabilidades de
desarrollar cancer aumentan en un 46% con la ingesta de 50g de etanol al dia, esto en
comparacion con quienes no consumen alcohol (Turati ef al., 2014). Se destaca que a nivel
global en el 2019 se asocié un 19% de las muertes totales por CHC al consumo de alcohol

(Huang et al., 2023).

Asi como se habl6 de factores de riesgo asociados al desarrollo del CCR o CHC,
también existen factores protectores, los cuales se centran principalmente en aquellos
aspectos modificables y que corresponden principalmente al estilo de vida adoptado. Los
factores protectores para evitar el desarrollo del CCR incluyen la realizacion de actividad
fisica de manera habitual, una dieta alta en fibra, acido f6lico, calcio, un elevado consumo de
frutas y verduras, pescado, entre otros alimentos (Loke ef al., 2020; Thanikachalam & Khan,

2019).

Se destaca que la dieta es uno de los componentes principales del estilo de vida de las
personas, por lo que también tiene un papel importante como factor de riesgo o protector
segun sea el caso (Monllor-Tormos ef al., 2023). Una de las dietas mayormente estudiadas
por sus beneficios a la salud corresponde a la dieta mediterranea, que se ha asociado a la
reduccion del riesgo de padecer afecciones cardiacas y cardiovasculares, asi como de
desarrollar cancer (D’Alessandro et al., 2016). Esta se caracteriza por el elevado consumo de
frutas, verduras, cereales y el uso del aceite de oliva como principal fuente de grasas. La dieta
mediterranea se destaca también por un consumo moderado de vino tinto y muy pocas carnes

rojas asi como azucares (Mahmod et al., 2022). Previamente se ha reportado a la dieta
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mediterranea como factor protector contra varios tipos de cancer, entre ellos el esofagico,

prostatico, cancer de mama, CCR, entre otros.

El rol protector de la dieta mediterranea se debe principalmente al contenido elevado
de 4cidos grasos insaturados y compuestos polifendlicos con propiedades antioxidantes que
contienen sus alimentos principales (Mahmod et al., 2022; Maruca et al., 2019). Ademas de
su potencial antioxidante, se ha identificado que compuestos polifendlicos participan
directamente en procesos como la angiogénesis o proliferacion celular y su consumo se ha
asociado como un factor protector tanto como para CCR como para CHC (Ruiz-Margéin et

al.,2021; Yammine et al., 2021).

Los factores protectores a pesar de que no son un tratamiento como tal para el cancer
pueden retrasar su aparicion o progresion, al igual que los factores de riesgo pueden aumentar
o acelerar el avance de la enfermedad a través de los distintos estadios hasta llegar a la

metastasis (Weeden et al., 2023).

3.4 Carcinogénesis

El CCR usualmente comienza con una proliferacion no cancerosa de células
epiteliales mucosas, las cuales se conocen como polipos y pueden pasar hasta 20 afios antes

de que estos puedan volverse cancerosos (Dekker et al., 2019).

El riesgo de desarrollar CCR incrementa con el crecimiento anormal de los polipos.
Cuando el crecimiento de estos se vuelve invasivo, se origina un adenocarcinoma que
corresponde al 96% de los casos de CCR detectados (Rawla et al., 2019). La carcinogénesis
involucra multiples mecanismos patofisiologicos, como son la resistencia a apoptosis,
diferenciacion celular, proliferacion anormal e invasion de estructuras adyacentes, asi como

de metastasis distal (Ionescu et al., 2023).

El desarrollo y progresion del CCR generalmente se ve asociado a la acumulacion de

mutaciones en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), P53 y las vias
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Wnt/B-catenina y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f). En el contexto del
cancer, la via del EGFR cuando se encuentra activa regula multiples funciones celulares,
entre ellas la proliferacion, metastasis y angiogénesis. Especificamente en CCR suele
encontrarse sobreexpresada la epiregulina, proteina que estimula la via del EGFR mediante
la unién con este receptor en la membrana celular. Se ha observado también la misma
sobreexpresion para el cancer de mama, ovario, prostata, higado etc. Tratamientos con
anticuerpos monoclonales como el cetuximab o el panitumumab (anti-EGFR) estan dirigidos
a impedir el estimulo de esta via. Sin embargo, se ha observado que mutaciones en el gen
KRAS mantienen una sefial de activacion rio abajo, la cual vuelve resistentes a las células
tumorales al tratamiento proporcionado ya que se mantiene activa la via independientemente

de si existe o no un estimulo extracelular (Cheng et al., 2021).

La via de Wnt/B-catenina también es de gran importancia en CCR debido a que
preserva la homeostasis en los tejidos manteniendo un equilibrio entre proliferacion y
diferenciacion celular. Esta via, involucra la traslocacion al nacleo de la B-catenina, la cual
va a interaccionar con factores de transcripcion especificos para la activacion de genes diana
(Zhao et al., 2022). La via de Wnt/B-catenina es una de las principales afectadas en CCR
mediante mutaciones en varios de sus componentes proteicos, en especifico, se tienen
reportes de que el gen APC perteneciente a esta via fungiendo como un componente del
sistema de degradacion de la B-catenina en el citoplasma, se encuentra mutado en el 80% de
casos de CCR, teniendo de esta manera una menor regulacion sobre la expresion génica (Liu

etal., 2022).

Por otra parte, en el CHC desarrollado a partir de la cirrosis suele seguir una secuencia
de eventos, primeramente se suelen desarrollar nodulos cirrdticos con un bajo grado de
displasia, estos nddulos con el tiempo progresan a nédulos con displasia de alto grado, que
pueden originar el CHC de estadios tempranos, para finalmente seguir con su progresion a

estadios mas avanzados (Llovet et al., 2016).

Las vias que se ven afectadas en el caso del CHC estan estrechamente relacionadas

con la etiologia del cancer, ya que, en el caso de la infeccion por el VHB esta puede ser un
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detonante de CHC sin la necesidad de presentar cirrosis, se ha observado que en la mayoria
de los casos de CHC (90%) desarrollados a partir de VHB, su genoma viral se encuentra
integrado en el hospedero (Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021). En estos casos es
posible que se desarrolle el CHC debido a una integracion cercana o que interrumpa algin
gen relacionado a la progresion del ciclo celular, proliferacion o metabolismo. Ademas, la
proteina regulatoria viral HBx estd involucrada en rutas oncogénicas. Se ha reportado que
puede interactuar con la proteina supresora de tumores p53, formando un complejo que
impide su translocacion al nticleo celular, lo que resulta en la inactivacion de su funciéon como

factor de transcripcion (Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021; Tarocchi, 2014).

En el caso del origen del CHC debido a hepatitis viral es mas comuin una progresion
en primer lugar a cirrosis hepatica y un posterior avance al carcinoma. Debido a que tanto el
VHB como el VHC inducen dafio de doble cadena en el ADN de la célula hospedera suele
presentarse una cantidad considerable de mutaciones en los genomas de CHC. En este
contexto, se ha observado en un gran porcentaje de casos una activacion de la via de Wnt/p-
catenina mediante mutaciones en CTNNBI1 (11% - 37%) que impiden la degradacion normal
de B-catenina via proteasoma. Ademads, se ha observado también la inactivacion de otros
genes como Axina 1 y APC en un porcentaje menor de los casos 10% y 1%

correspondientemente, las cuales a su vez interfieren con la formacion del complejo de

degradacion de la B-catenina (Audard ef al., 2007; Tiimen et al., 2022).

Cabe destacar también que en la mayoria de los casos de CHC (90%)
independientemente de su etiologia suele haber una re-expresion de la telomerasa, que en los
hepatocitos sanos no se encuentra expresada. Esta suele aumentar su expresion
principalmente en los nodulos cirrédticos displdsicos y suele estar entre las primeras

mutaciones adquiridas en direccion al fenotipo canceroso (Llovet et al., 2016).

3.5 Diagnostico

Los signos y sintomas mas comunes que suelen presentar los pacientes con CCR

incluyen sangrado rectal ya sea oculto o evidente, anemia, dolor abdominal, pérdida de peso
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inexplicable y cambio en habitos intestinales. Sin embargo, en un gran nimero de casos no
se presentan signos o sintomas hasta que el CCR llega a un estadio avanzado (Dekker et al.,

2019).

El diagnostico confirmatorio del CCR se realiza mediante la colonoscopia que
permite la obtencidon de una biopsia para el diagndstico histopatoldgico. Al tiempo del
diagnostico generalmente el 80% de casos son localizados y sélo el 20% restante presenta
metastasis (Thanikachalam & Khan, 2019). Segun el AJCC (American Joint Comitee on
Cancer) la forma de describir los estadios es mediante la numeracion del 0-4, en esta, entre
mas alto es el nimero, mas avanzado se encuentra ¢l cancer. Se considera estadio 0 a la
existencia de células anormales, mientras no exista diseminacién. En los estadios del 1-3
aumenta su diseminacién conforme al nimero. Por tltimo en el estadio 4 ya hay metastasis
a distintas partes del cuerpo. Ademés de esta numeracion se tienen sub-clasificaciones
mediante letras, dependiendo de si el tumor se encuentra localizado o se invade tejido

adyacente, si se ven afectados los ganglios linfaticos o si existe metéstasis.

En el caso del CHC, los signos y sintomas mas comunes son la pérdida de peso,
molestia abdominal, anorexia y disfuncion hepéatica. El diagndstico suele realizarse mediante
imagenologia, ya sean tomografias computarizadas o resonancia magnética, Por otra parte,
se requiere una biopsia de aquellos pacientes sin otros factores de riesgo mayor para
confirmar el CHC. El diagndstico se vuelve complicado cuando el CHC se encuentra en las
primeras etapas, debido a que las lesiones son muy pequefias y no se distinguen
correctamente, ademas de que las biopsias hepaticas tienen baja sensibilidad para la deteccion
de CHC (70%-90%) por lo que de igual manera se recomienda que aquellos pacientes de los
que existan sospechas de CHC no confirmadas por biopsia, se mantengan en monitoreo

constante y de ser necesario realizar una segunda biopsia (Llovet et al., 2016).

Existen multiples sistemas para determinar los estadios del CHC, sin embargo el mas
utilizado y mayormente aceptado corresponde al propuesto por la clinica del cancer hepatico
de Barcelona (BCLC). Este consta de 5 estadios para agrupar las neoplasias, en estos se toma

en cuenta la escala de Child-Pugh (que evalia funcién hepatica), tamafio del tumor y
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estadisticas de desempeno. El estadio 0 hace referencia a un estadio muy temprano en el que
el tumor es muy pequefio y se conserva practicamente la funcionalidad hepatica en su
totalidad, mientras que un estadio 4 ya presenta dafo hepéatico severo con funcionalidad muy
deteriorada y sin posibilidad de un tratamiento curativo, por lo que se restringe unicamente

a tratamiento sintomatico (Chidambaranathan-Reghupaty ef al., 2021).

3.6 Tratamiento

El tratamiento con quimioterapia para el CCR, dependeré en gran medida del estadio
en el que se encuentre el paciente, si se ven afectados los ganglios linfaticos o si existe
metastasis. Esta se administra ya sea como un adyuvante o con fines paliativos. Los
tratamientos de primera linea incluyen el 5-fluorouracilo (5-FU), capecitabina (Xeloda) y
oxaliplatino. En el caso de que exista metastasis se recurre a esquemas como FOLFOX o
FOLFIRI que consisten en la combinacién del oxaliplatino e irinotecan con el 5-FU y
leucovorina correspondientemente, esto para potenciar su efecto (Wu, 2018). Sin embargo
dependiendo del estado de salud del paciente y la posibilidad de resistir dichas combinaciones
de farmdcos, puede optarse por mantener un tratamiento individual con 5-FU ya sea de

manera oral (capecitabina; Xeloda) o intravenosa (Wu, 2018).

La quimioterapia es un tratamiento inespecifico que actua mediante diferentes
mecanismos citotoxicos. Por ejemplo el oxaliplatino distorsiona la estructura del ADN, lo
que interfiere de manera directa con la sintesis de acidos nucleicos y la transcripcion. De
manera similar, el irinotecan actia como un inhibidor de la topoisomerasa I, de tal forma que
las células cancerosas acumulan roturas en el ADN, lo que obstaculiza los procesos de
replicacion y transcripcion del ADN (Naeem et al., 2022). Mientras que el 5-FU es un
andlogo de nucledtido capaz de inhibir la timidilato sintasa, enzima necesaria para la sintesis

de pirimidinas (Wu, 2018).
Las quimioterapias pueden ser combinadas con algunas terapias dirigidas seglin sean

las necesidades especificas de los pacientes, debido al grado de progresion y agresividad del

cancer detectado. Son comunes en el tratamiento de CCR las combinaciones de

21



quimioterapias con anticuerpos monoclonales, por ejemplo el cetuximab o panitumumab
dirigidos a bloquear el EGFR. Sin embargo, para la efectividad de estas terapias es de gran
importancia conocer los perfiles individuales de los genes KRAS y NRAS, debido a que si
se encuentran mutados como se menciono anteriormente, la via continia activa (Folprecht et

al., 2022; Wu, 2018).

A pesar de que solo el 20% de los nuevos casos diagnosticados presentan metastasis
el CCR presenta aproximadamente un 45% de recidivas en sus pacientes posteriores a
cirugias de reseccion. Aquellos pacientes detectados y sometidos a cirugia en estadios
menores (1 y 2) presentan menor riesgo de una recidiva, siendo este entre el 5 - 20%

(Shanmugam et al., 2011; Thanikachalam & Khan, 2019).

Las recidivas y la resistencia a quimioterapia en el céncer son ocasionadas
principalmente por la presencia de células madre tumorales (CMT) localizadas en el
microambiente tumoral. Estas CMT poseen el potencial de generar lineas celulares
heterogéneas, ademas de la autorrenovacion y diferenciacion, destacando que estas CMT no
son erradicadas por completo con el tratamiento de eleccion originando nuevamente un tumor

(Rezayatmand et al., 2022).

Las CMT han sido identificadas en CCR y otros tipos de cancer como mama, higado
y prostata. Uno de los mecanismos mas estudiados por el cual las CMT son multidrogo
resistentes es la sobreexpresion de bombas de eflujo, en concreto aquellas pertenecientes a la
superfamilia de los transportadores ABC (Munro et al., 2018). En CCR las mas comunes
corresponden a ABCB1, ABCC1 y ABCG2, cuando estas estan presentes se acelera el eflujo
de los farmacos reduciendo en gran medida su eficacia confiriendo a las células de CCR el

fenotipo resistente (Lei et al., 2021).

En México la mayoria de casos de CCR suelen detectarse en estados avanzados, solo
el 25% de los casos son diagnosticados en un estadio local, de los cuales aproximadamente
la mitad desarrollard metastasis. También es importante destacar que la sobrevivencia mayor

a 5 afios en pacientes diagnosticados con CCR es muy baja, debido a que la mayoria presenta
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tumores con mecanismos de resistencia a farmacos, lo que corresponde a aproximadamente

el 90% de las metastasis (Andrade-Meza et al., 2023).

El CHC suele tener un indice refractario elevado, despues de una intervencion
quirurgica aproximadamente un 70% de los pacientes experiementan una recidiva en un

tiempo no mayor a 5 afios (Llovet et al., 2016).

La heterogeneidad del cancer ha limitado la eficacia de las terapias convencionales
como quimioterapia o radioterapia debido a que estas, ocasionan dafio tanto a células sanas
como cancerosas, resultando en un dafio importante a los tejidos involucrados (Sharifi-Rad
et al., 2021). Actualmente las terapias alternativas que se encuentran en desarrollo
corresponden a distintos enfoques como moléculas pequefias, péptidos o proteinas,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos conjugados, terapia celular, terapia génica, virus
oncoliticos, terapia fototermica, terapia inhibidora de la angiogénesis y nanomedicina. Todo
esto con el objetivo del desarrollo de terapias mas especificas y efectivas en la prevencion

del crecimiento tumoral y desarrollo de metéstasis (Liu ef al., 2024).

Dentro del enfoque de la terapia celular, se ha propuesto el utilizar células como
vehiculos biologicos que permitan la entrega dirigida de moléculas antitumorales en el sitio
especifico de localizacion del tumor y de esta manera mejorar su eficacia terapéutica, asi
como los efectos no deseados que podrian darse en caso de que la terapia fuera administrada

de manera sistémica (Vicinanza et al., 2022).

3.7 Células madre mesenquimales para la entrega de moléculas antitumorales

Las células madre mesenquimales (CMM) son células multipotentes de interés
terapéutico que pueden ser aisladas de distintos 6rganos en el cuerpo, como por ejemplo de
la médula oOsea, tejido adiposo y cordén umbilical. Las CMM poseen cualidades que las
vuelven importantes alternativas a considerar para el tratamiento de enfermedades como el
cancer, tal es el caso de su capacidad de diferenciacion en distintos linajes celulares,

inmunomodulacién, tropismo tumoral y baja inmunogenicidad (Lin et al., 2022).
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Se ha observado que las CMM son capaces de migrar a los sitios donde se encuentra
el tumor cuando estas son administradas en modelos murinos en distintos tipos de cancer, sin
embargo su mecanismo aun no estd bien descrito, pero se cree que la migracion es
principalmente mediada por citocinas y quimiocinas (Lan ef al., 2021). Esta descrito que
probablemente la influencia del microambiente inflamatorio sea la que hace a las CMM
migrar hacia el tumor. Se han detectado anteriormente elevadas concentraciones del factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en tejido tumoral, el cual se ha relacionado a promover la
regulacion al alza de la molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) en las CMM, lo
que permite su adhesion a las células endoteliales como primer paso de la intravasacion (Sun

etal., 2014).

De esta manera citocinas inflamatorias, factores de crecimiento, quimiocinas y otros
tipos de moléculas se ven involucradas en la migracion de las CMM hacia la localizacion del
tumor. Debido a esta caracteristica de las CMM denominada “tumor homing”, recientemente
se ha explorado su potencial como terapia alternativa contra el cancer, ya sea de manera

directa o como vehiculo de entrega de moléculas antitumorales.

El uso de las CMM de manera directa como terapia alternativa contra el cancer ha
presentado una dualidad en la que bien se puede promover o inhibir el desarrollo tumoral,
por lo que actualmente aun queda la duda de si esta terapia celular puede fungir como
tratamiento contra el cancer (Lan ez al., 2021). Por otro lado, es mas aceptado el uso de CMM
como vehiculo para la entrega de moléculas con potencial antitumoral en el sitio especifico
del tumor. Esta estrategia, propone el uso de CMM modificadas genéticamente para expresar

o secretar agentes que impidan la progresion del cancer (Vicinanza et al., 2022).

Se tienen registros de modificaciones genéticas diversas en CMM con el objetivo de
la produccion y/o la entrega de moléculas con potencial antitumoral, sin embargo, estas
pueden dividirse en 4 grupos: Produccion de miRNA's, produccion de farmacos o

profarmacos, produccion de virus oncoliticos y produccion de proteinas (Shi et al., 2025).
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Un ejemplo de la modificacion de MSC para la produccion de miRNA s es el articulo
publicado por Xie y colaboradores en el 2019, donde se transfectaron CMM con lipofetamina
2000 para sobreexpresar el miR-101-3p, ya que este fue identificado con un rol supresor de
tumores, este miRNA fue excretado mediante exosomas que fueron aislados y caracterizados.
La liberacion de este miRNA en el microambiente tumoral tuvo como consecuencia la
disminucioén en la expresion de COL10A1 en las células de carcinoma oral escamoso
TCAS8113, ademdas de una menor capacidad de invasion y migracion observada en ensayos

Transwell (Xie et al., 2019).

En el 2023 Klimova y colaboradores realizaron la exposicion de CMM a gemcitabina,
un agente quimioterapeutico, para que estas consecuentemente pudieran excretarla en
vesiculas extracelulares como alternativa al tratamiento de cancer pancreatico. Se observo en
modelos murinos que estas vesiculas fueron capaces de reducir el crecimiento tumoral mas
eficientemente que la gemcitabina administrada de manera convencional (Klimova et al.,

2023).

En el caso de la produccion de proteinas con potencial antitumoral, Studeny y
colaboradores (2002) realizaron la modificacion genética de CMM mediante un vector
adenoviral para la expresion transitoria de IFN-f en el sitio del tumor, esperando que esta
citocina ejerciera su rol antitumoral e inmunomodulador. Se reporté que las CMM-IFN- f3
inhibieron el crecimiento de células de melanoma in vitro (A375SM), asi como el crecimiento
de tumores inducidos en ratones desnudos. Comparando con la administracion sistémica de
IFN- en los ratones desnudos, esto no tuvo ningtin efecto sobre el crecimiento del tumor, lo

que indica la importancia de la produccion de la molécula en el microambiente tumoral.

Existen otras opciones que se han explorado en cuanto a la modificacion de CMM
para la produccion de proteinas con potencial antitumoral, tal es el caso de los interferones
IFN-a, IFN-B, IFN-y o las interleucinas IL-2, IL-12, IL-18 e IL-21 (Shi ef al., 2025). Sin

embargo, en este trabajo se destaca el uso de TRAIL como terapia alternativa contra el cancer.
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3.8 TRAIL como terapia alternativa contra el cancer

El ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral
(TRAIL) también conocido como Apo2L es una proteina transmembrana que pertenece a la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF). TRAIL participa de manera importante en
la induccidn de apoptosis especificamente en células cancerosas mediante su trimerizacion e
interaccion con los receptores de muerte celular DR4 y DRS. Como se muestra en la Figura
1, los dominios de muerte citoplasmicos de DR4 y DRS son capaces de inducir la activacion
de las caspasas-8/-10 (iniciadoras) que a su vez, pueden activar a las caspasas-3/-7 que son
las efectoras de la apoptosis. Ademas de DR4 y DRS los receptores “decoy” DcR1 y DcR2
son capaces de interactuar con TRAIL, sin embargo, estos carecen de dominio citoplasmico
o poseen un dominio citopldsmico trunco no funcional correspondientemente, por lo que no
tienen la capacidad de transducir la sefial para la activacion de la caspasa 8. Estos receptores
fungen como “sefiuelos” ya que son expresados normalmente en células sanas para
protegerlas de la induccion de apoptosis mediante el secuestro de TRAIL. A los receptores
sefiuelos mencionados anteriormente se suma la osteoprotegerina, que es una glicoproteina
soluble también capaz de interaccionar con TRAIL (Alizadeh Zeinabad & Szegezdi, 2022;
Thapa et al., 2020).
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Figura 1. Mecanismo de induccion de apoptosis por TRAIL. TRAIL es capaz de activar tanto
la via extrinseca como intrinseca de la apoptosis al interactuar con los receptores de muerte
DR4 y DRS5 mediante la activacion de la procaspasa 8. Tambien se muestran los receptores
sefiuelo, como estos compiten por el ligando TRAIL y como estos no son capaces de inducir
la apoptosis (Alizadeh Zeinabad & Szegezdi, 2022).

Es de importancia mencionar que ademas de ser capaz de inducir la apoptosis, TRAIL
tambien ha mostrado la capacidad de activar algunas vias antiapoptoticas como ERK, AKT
y NF-kB (Pimentel et al., 2023). Se ha observado que TRAIL puede promover la formacion
de un complejo proteico secundario similar al complejo DISC con la diferencia de que este
recluta proteinas para la activacion de cinasas (Thapa et al., 2020; Varfolomeev et al., 2005).
No obstante, las condiciones en las que se suelen activar estos mecanismos no estan muy
bien descritas y aun se encuentran en estudio (Guerrache & Micheau, 2024; Pimentel et al.,

2023).
TRAIL es normalmente expresado como una proteina transmembrana (TRAIL

completo: TRAILc), sin embargo, su dominio extracelular puede ser escindido y en esta

forma mantener su capacidad de inducir la apoptosis (TRAIL soluble: TRAILs), de esta
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manera, al ya no ser imprescindible el contacto célula-célula TRAILs se ha vuelto un

candidato importante en la terapia alternativa contra el cancer (Cha et al., 2004).

Se ha implementado con anterioridad el uso de TRAIL recombinante humano como
potencial monoterapia antitumoral, este, corresponde a la fraccion soluble de la proteina
TRAIL. Sin embargo, existen algunas limitaciones como su corta vida media y rapida
eliminacion, ademas de que es posible que las células tumorales desarrollen resistencia a este
(Quiroz-Reyes et al., 2021; Thapa et al., 2020). Los mecanismos de resistencia a TRAIL
mejor descritos son la regulacion a la baja de los receptores de muerte celular DR4 y DRS,
incremento en la expresion de receptores “sefiuelo” o baja en la expresion de E-cadherina
mediante la transicion epitelial — mesenquimal (TEM), ya que se ha observado que la pérdida
de esta tiene un efecto directamente en el ensamblado del complejo de sefializacion inductor
de muerte (DISC). Este tltimo mecanismo se ha reportado principalmente en CMT's (De

Looff et al., 2019).

3.9 Mecanismos de resistencia a TRAIL

La resistencia a TRAIL puede ser intrinseca o adquirida y puede localizarse en
distintos puntos de la ruta de sefializacion inductora de apoptosis. Se han reportado
polimorfismos en los receptores de muerte celular (DR4 y/o DRS) las cuales se traducen en
una menor unién con el ligando TRAIL, ademds de que tambien se han documentado
mutaciones de pérdida de funciéon principalmente en el receptor DRS, lo que confiere

proteccion ante la sefial proapoptotica (Gampa, 2023).

También la expresion de los receptores sefiuelo juega un papel importante en la
resistencia a TRAIL, debido a que compiten directamente por la interaccion con el ligando,
cabe mencionar que ademads de este mecanismo de competencia, el receptor seiiuelo 2 se ha
visto relacionado con la activacion de la via de NF-kB promoviendo el crecimiento tumoral.
De igual manera el receptor sefiuelo 1 esta relacionado con la interrupcion de la formacion

del complejo DISC (Gampa, 2023; Pimentel et al., 2023).
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Ademas de los distintos mecanismos que se pueden observar en cuanto a la expresion
de los receptores de muerte y sefiuelos. También puede ejercerse regulacion sobre la via de
transduccion de sefial ya que aunque TRAIL se una a los receptores de muerte celular, la
proteina antiapoptotica c-FLIP puede unirse al complejo DISC formando un complejo
inactivo impidiendo la activacion de las caspasas. La proteina c-FLIP se ha mostrado
sobreexpresada en lineas de cancer de prostata, mama, pulmoén entre otras, asociandose a un

mal pronoéstico (Gampa, 2023; Krueger ef al., 2001).

Otro mecanismo de resistencia a TRAIL son las mutaciones o silenciamiento génico
en las caspasas-8/-10 (iniciadoras de la apoptosis), comprometiendo de esta manera su
funcion (Jager & Zwacka, 2010). De las caspasas iniciadoras, principalmente se ve afectada
por mutaciones la caspasa-10. Estas mutaciones estan asociadas con resistencia a TRAIL, y
se han observado en células de cancer de colon, géstrico y linfoma no Hodgkin, sin embargo,
no se observa comunmente en CHC (Jager & Zwacka, 2010; Pimentel et al., 2023). Por otra
parte, como se observa en la Figura 2, proteinas antiapoptéticas como BCL-2, XIAP y
survivina también han sido asociadas con la resistencia a TRAIL debido a su rol como

reguladores negativos en esta via (Pimentel et al., 2023).
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Figura 2. Mecanismos de resistencia a TRAIL. Los mecanismos de resistencia a TRAIL se
pueden presentar en cualquier punto de la via de sefializacion de TRAIL, se destacan a los
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receptores sefiuelo 1, 2 y osteoprotegerina (DcR1, DcR2 y OPG), ademas de las proteinas
(Pimentel et al., 2023).

TRAIL representa una terapia alternativa contra el cancer en desarrollo que posee
ventajas como la induccion de apoptosis de manera selectiva en células tumorales, sin
embargo debido a las limitantes y mecanismos de resistencia descritos anteriormente,
actualmente se tiene interés en identificar moléculas que sean capaces de potenciar la
actividad de TRAIL o de sensibilizar a las células tumorales resistentes, con el fin de mejorar

su eficacia terapéutica.

3.10 Compuestos que aumentan la actividad de TRAIL

Dentro de las moléculas exploradas para incrementar la actividad de TRAIL (Tabla
1), se destacan los agentes quimioterapéuticos, factores de transcripcion, terapias alternativas
y los compuestos bioactivos. Siendo estos Ultimos a los que se les dara seguimiento en ese

papel para este trabajo.

Tabla 1. Compuestos que aumentan la actividad de TRAIL

Compuesto Mecanismo Tipo de cancer Referencias

Agentes quimioterapéuticos

Platino (IV) - LA12 | Estimulacion de la via Colorrectal (Jelinkova et

o Cisplatino intrinseca de la apoptosis. al.,2014).

5-FU Sobreexpresion de DRS y Hepatico (Yang et al.,
regulacion a la baja de 2017).
survivina.

Compuestos bioactivos

Icariin Sobreexpresion de DR4 y Colorrectal (Kim et al.,

DRS. 2020).
Epigalocatequina Sobreexpresion de DRS. Colorrectal (Kwon et al.,
galato, Apigenina, Hepatico 2020).
Silibinina
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Resveratrol Aumento en la  co- Colorrectal (Greenlee et
localizacion de DR4 en al.,2021).

balsas lipidicas.

Otros agentes

Anticuerpo E-TR1- | Sobreexpresion de DR4 y Colorrectal (Hao et al.,

419 activacion de caspasa 8. 2016).
Sorafenib Regulacion a la baja la forma Colorrectal (Abdulghani
activa de STAT3 y regulacion Hepatico et al., 2013;
a la baja de pJAK2. Chen et al.,
2010).
KLF4 Sobreexpresion de DR4 Y Gastrico (To et al,
DRS. 2022).

3.11 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos se refieren a moléculas con actividad bioldgica en
concentraciones especificas, recientemente han sido estudiados en mayor manera aquellos
procedentes de plantas y alimentos como frutas y verduras. Estos compuestos poseen un gran
numero de ventajas, destacando su diversidad quimica y de procedencia, asi como baja
toxicidad y alta biodisponibilidad, por lo que han ganado popularidad y se presentan como
alternativas atractivas, econdmicas y de facil acceso para el tratamiento del cancer en

combinacion con la quimioterapia o terapias alternativas (Naeem et al., 2022).

Los compuestos bioactivos han demostrado con anterioridad efectos antitumorales en
cancer de pulmon, mama, ovario, colorrectal, entre otros (Naeem et al., 2022). Ademas se ha
demostrado su influencia en distintas rutas de sefializacion importantes en cancer de manera
simultanea y que las sefiales intracelulares generadas son las que propician eventos que llevan
a la muerte celular de las células cancerosas (Naeem et al., 2022). Algunos compuestos

bioactivos, han mostrado gran potencial para aumentar la apoptosis inducida por TRAIL
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mediante la modulacion de las rutas de NF-kB, JAK/STAT, MAPKSs y p53 entre otras (Dai et
al., 2015; Gupta et al., 2025).

Se considera que actualmente el 70% de las quimioterapias disponibles en el mercado
y utilizadas en el area clinica han sido derivadas de compuestos bioactivos. Algunos ejemplos
pueden corresponder al irinotecan, taxanos como el paclitaxel, etopdsido etc. Sin embargo,
estos tratamientos poseen la desventaja de que estan dirigidos a un solo blanco terapéutico,
por lo que es plausible que se adquieran mutaciones que desarrollen algin mecanismo de
resistencia (Cragg & Newman, 2013). Un grupo de compuestos bioactivos de interés actual
corresponde al de los polifenoles incluyendo a sus subclases estilbenoides, flavonoides,
antocianinas, isoflavonas entre otros, ya que se tiene registro de su actividad antitumoral in
vitro, por la inhibicion de procesos como la proliferacion, invasion, metéstasis y la activacion
de la apoptosis. Los estilbenos y flavonoides corresponden a una parte importante de los
compuestos bioactivos que forman parte de la dieta mediterranea que como se menciond
anteriormente se considera un factor protector para el desarrollo de CCR (Maruca et al.,

2019).

3.12 Resveratrol

El resveratrol (C;4H,,03) es un compuesto bioactivo polifendlico que forma parte del
grupo de los estilbenoides, tiene un peso molecular de 228.24 g/mol y se encuentra
principalmente en la piel de la uva (Vitis vinifera), por lo que también se encuentra dentro de
la dieta mediterranea principalmente en el consumo del vino tinto. Investigaciones previas,
han relacionado al RSV con el aumento de la expresion de la proteina apoptotica Bax, la
glutation reductasa y el factor de transcripcion NRF2 que regula la expresion de enzimas
antioxidantes en respuesta a estrés (Ko et al., 2017). De esta manera se infiere que el RSV
promueve la apoptosis y disminuye el crecimiento tumoral. También se ha observado que el
RSV regula a la baja la expresion de COX-2 y TNF-a reduciendo de esta manera el
microambiente inflamatorio tumoral (Ko et al., 2017). Al modular la expresion de estas
proteinas clave, el RSV tiene influencia en vias moleculares como NF-kB, Wnt/B-catenina,

EGFR y PI3K/AKT.
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Debido a las cualidades de la molécula, se sabe que el RSV es sensible a la luz, al
cambio de pH y al aumento de temperatura. Su isomero trans, al que se le atribuyen los
efectos biologicos observados, es estable a temperatura ambiente y corporal a pH é4cido, sin
embargo este puede degradarse cuando el pH se vuelve alcalino (Tian & Liu, 2020). La
absorcion de la molecula de RSV se da mayormente por difusion pasiva, sin embargo se ha
observado que tambien podria intervenir el transportador GLUT1 ya que cuando este fue
inhibido, se disminuyo el consumo de RSV de manera significativa (Zhang et al., 2023). En
el metabolismo del RSV participan en gran medida el higado y el intestino delgado, en estos
organos ocurre la formacion de productos sulfatados y glucuronidados mediante la
participacion de enzimas como las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT's) vy
sulfotransferasas (SULT's) ( Wang & Sang, 2018). El colon participa en menor medida en el
metabolismo del RSV; sin embargo se destaca que la microbiota es capaz de formar productos
hidroxilados con el RSV no absorbido anteriormente. Pincipalmente los microorganismos
Adlercreutzia equolifaciens y Slackia equolifaciens producen estos productos como el 3,4’-

dihidroxi-trans-estilbeno (Wang & Sang, 2018).

La eliminacion del RSV implica el procesamiento renal de los compuestos sulfonados
y glucoronidados, que al ser mas polares que el compuesto parental se facilita el filtrado

glomerular y excrecion en la orina (Riccio ef al., 2020).

Con anterioridad se ha utilizado este compuesto para sensibilizar lineas de melanoma
(LU1205, WM9 y WM35) a TRAIL recombinante, encontrando que el RSV administrado a
una concentracion de 50 pM mostraba una modulaciéon de la via NF-kB y aumento de
expresion de DRS (Ivanov et al., 2008). En cuanto a la actividad del RSV (30 uM) en cancer
colorrectal (HCT116 y HT29) se ha observado que este no modula directamente la expresion
de los receptores de muerte celular, sin embargo, favorece la trimerizacion de estos receptores
en la superficie celular, asi como a la formacion del complejo DISC que esta involucrado en
el proceso de activacion de la procaspasa 8 sensibilizando de esta manera las células

cancerosas a TRAIL (Delmas et al., 2004).
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Mientras que en la linea celular Caco-2 se observd que el tratamiento con RSV
ocasiona una sobreexpresion del receptor DRS (Li et al., 2015). En la linea celular de
hepatocarcinoma HepG2 se observo que el tratamiento con RSV aumento la sensibilidad a
TRAIL mediante la regulacion a la baja de la proteina antiapoptotica survivina. Este efecto

se observo utilizando concentraciones de 50 uM — 100 uM de RSV (Tameda et al., 2014).

E1 RSV (50 uM) también ha sido utilizado previamente como agente sensibilizador a
quimioterapias como el oxaliplatino, sin embargo, se han encontrado resultados contrastantes
ya que en células HCT116 se observo un efecto citoprotector, por lo que se sugiere precaucion

al desconocer si este es un efecto unico de la linea celular empleada (Park, 2014).

3.13 Epigalocatequina galato

La EGCG (C,,H,5041) también es un compuesto bioactivo que se encuentra dentro
del grupo de los flavonoides, este tiene un peso molecular de 458.7 g/mol y es la catequina
que se encuentra en mayor medida en el té verde (Camellia sinensis). Esta molécula es
conocida principalmente por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antitumorales. Previamente EGCG ha mostrado actividad antitumoral en CCR inhibiendo
proteinas participantes de las rutas de sefializacion dependientes de EGFR, JAK/STAT o
mTOR mostrando multiples blancos en contraste con agentes quimioterapéuticos (Kciuk et

al., 2023).

La EGCG debido a su estructura molecular es altamente suceptible a la oxidacion en
altas temperaturas, asi como a pH neutral o basico. La degradacion de este compuesto esta
ligada al decremento en su actividad antioxidante, sin embargo se requieren aun estudios en
los productos de degradacion de la EGCG para verificar si algunos de estos atin son de interes
bioldgico o preservan alguas otras de sus cualidades iniciales y que posean un poco mas de
estabilidad (Wang ef al., 2022). La absorcion de este compuesto se da principalmente en el
intestino, ademas de que al igual que con el RSV una parte de su metabolismo lo realiza el
higado y la otra requiere la participacion de la microbiota. La ruta primaria de metabolismo

de la EGCG comprende la participacion de la catecol-O-metiltransferasa (COMT),
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posteriormente la catequina ya metilada se somete a procesos de glucuronidacion por las
UGT's o sulfonacion por las SULT s para facilitar su transporte y eliminacion por la orina al

aumentar su solubilidad (Capasso et al., 2025).

También es importante mencionar que se ha observado anteriormente que el
tratamiento con EGCG (20, 40, 60 uM) es capaz de aumentar la expresion del receptor DRS
en la linea celular de CCR SW480 y de esta manera suceptibilizar a TRAIL (Kwon et al.,
2020). De igual manera, se ha observado que en la linea HCT116 disminuye la expresion de
los receptores DR4 y DRS cuando se trata con EGCG 20 pM. Los resultados mencionados
anteriormente dan indicios de una respuesta diferente al tratamiento con EGCG segun la linea
celular utilizada (Kim et al., 2016). En el caso de la linea celular HepG2, el tratamiento con

EGCG regul6 a la baja la proteina antiapoptética c-FLIP (Abou El Naga et al., 2013).

A continuacion, se muestra en la Tabla 2 a manera de un breve resumen los
antecedentes mencionados anteriormente sobre el uso de los compuestos RSV y EGCG como
potenciadores de la actividad de TRAIL en experimentos in vitro en lineas de CCR y CHC
destacando a grandes rasgos el mecanismo de accion observado. Se destaca que la mayoria
de estos obtuvieron un efecto positivo, sin embargo no existe un consenso en los mecanismos
identificados aunque los mayormente representados se refieren a la modificacion en la

expresion de los receptores de muerte celular DR4 y DRS.

Tabla 2. Antecedentes del uso de los compuestos RSV y EGCG en conjunto con TRAIL
recombinante y su mecanismo de sensibilizacion observado.

Tipo de Cancer Mecanismo Referencia
Resveratrol + TRAIL recombinante
Hepatico Aumento de sensibilidad a TRAIL | (Tamedaetal.,2014).
(HepG2) mediante una regulacion a la baja de
survivina.
Colorrectal Sobreexpresion de DRS. (Lietal., 2015).
(Caco-2)
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Colorrectal Distribucion de receptores de muerte | (Delmas ef al., 2004).
(HT-29) celular en balsas lipidicas aumentan la

sensibilidad a TRAIL.

Epigalocatequina galato + TRAIL recombinante

Colorrectal Aument6 la expresion de DR5 a nivel | (Kwon ef al., 2020).

(HCT116, SW480) | transcripcional y de proteina.

Hepatico Regulacion a la baja de c-FLIP. (Abou El Naga et al.,
(HepG2) 2013).
Colorrectal Activacion de la via autofagica. (Kim et al., 2016).
(HCT116) Regulacion a la baja de DR4 y DRS.

3.14 Antecedentes directos

Nuestro equipo de trabajo previamente diseiid y caracterizo sistemas de expresion
constitutiva de la fraccion soluble de la proteina TRAIL (TRAILs) y de la proteina TRAIL
completa (TRAILc). Esto se logré mediante la transduccion de células madre mesenquimales
de médula 6sea murinas, utilizando un vector lentiviral, también se incluy6 el gen reportero
de la proteina verde fluorescente (GFP) y el marcador de seleccion de resistencia a la

geneticina.

Debido a la intencién de implementar este sistema in vivo en el futuro, se continud
con la linea de investigacion principalmente utilizando la linea celular productora de TRAILSs
debido a que de esta manera no se tiene la limitante de un forzoso contacto célula — célula
para la induccion de apoptosis. De igual manera aunque la proteina se sabe que posee una

corta vida media, esta se producira de manera constante.

Las CMM's productoras de TRAILs previamente han demostrado tener un efecto
citotdxico y apoptotico en las lineas celulares de cancer colorrectal Caco-2 y CMT-93. La
linea celular de CCR Caco-2 fue caracterizada previamente por Quiroz-Reyes y

colaboradores (2023) como moderadamente resistente a TRAIL, lo que la hace ideal para
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estudiar los compuestos bioactivos que pudieran potenciar la actividad de TRAILs. Por otra

parte, la linea celular CMT-93 fue caracterizada como susceptible a TRAILSs.

Quiroz-Reyes y colaboradores (2023) mediante un ensayo de activacion de caspasas
confirmaron que la muerte celular que induce el sistema de expresion de TRAILs es la
apoptosis. En su proyecto de investigacion, se utiliz6 oxaliplatino como agente
quimiosensibilizador aumentando el efecto apoptdtico mediado por TRAILs en las lineas
celulares de CCR Caco-2 y CMT-93, quimiorresistente y quimiosensible respectivamente

(Quiroz-Reyes et al., 2023).

De tal manera que el estudio aqui propuesto consistié en evaluar si los compuestos
bioactivos RSV y EGCG son capaces de sensibilizar las lineas celulares de CCR (Caco-2,
CMT-93) y CHC (Huh-7) a TRAIL soluble mediante un posible aumento en la expresion de
receptores de muerte celular DR4 y DRS. Cabe destacar que, hasta antes de este trabajo, los
compuestos propuestos solo habian sido evaluados en combinacién con TRAIL recombinante
y no con un sistema de produccion continua como el de CMM transducidas para produccion
de TRAILs implementado anteriormente por nuestro equipo de trabajo. Debido a esto, se
desconoce si las CMM-TRAILs seran capaces de inducir apoptosis posterior a una

sensibilizacion con los compuestos previamente mencionados.
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4. JUSTIFICACION

El adenocarcinoma colorrectal y el carcinoma hepatocelular son neoplasias agresivas
que representan alta incidencia y mortalidad en el mundo. Los tratamientos convencionales
contra el cancer tienen desventajas, como el dafio no selectivo a tejido y el desarrollo de

resistencia.

Se ha demostrado previamente la capacidad de la proteina TRAIL para inducir
apoptosis selectiva en células cancerosas mediante la interaccion con receptores de muerte
celular (DR4 y DRS5). Sin embargo, a su vez esta alternativa presenta limitantes por lo que se

requieren tratamientos que mejoren o potencien la actividad de TRAIL.

Los compuestos bioactivos resveratrol y epigalocatequina galato han mostrado
actividad antitumoral en distintas lineas celulares mediante multiples mecanismos de accion
y modulacion de vias relacionadas con la proliferacion celular y apoptosis. Por lo que se
propone evaluar el posible efecto citotoxico de TRAIL soluble expresado por CMM en
combinacion con los compuestos resveratrol y epigalocatequina galato en lineas celulares de

cancer colorrectal y carcinoma hepatocelular.
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5. HIPOTESIS

Los compuestos bioactivos resveratrol y epigalocatequina galato son capaces de
sensibilizar lineas de cancer colorrectal a TRAIL soluble mediante el aumento de expresion
de receptores de muerte celular DR4 y DRS en lineas celulares de cancer colorrectal y

carcinoma hepatocelular.
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6. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de los compuestos resveratrol y epigalocatequina galato sobre la
expresion de los receptores DR4 y DRS como mecanismo para sensibilizar a TRAIL soluble

en lineas celulares de cancer colorrectal y carcinoma hepatocelular.

Objetivos Especificos

1. Determinar las concentraciones inhibitorias medias (ICso) para RSV y EGCG en
lineas celulares de cancer colorrectal y carcinoma hepatocelular.

2. Analizar el efecto citotoxico de los compuestos en células tumorales mediante un
sistema de co-cultivo basado en células madre mesenquimales que sobreexpresan
TRAIL soluble.

3. Evaluar los niveles de expresion de los receptores de muerte celular DR4 y DRS
mediante RT-qPCR e inmunofluorescencia a distintas concentraciones de RSV y

EGCG.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

OBJETIVO 1

OBJETIVO 2

OBJETIVO 3

Preparacion de solucion stock de

Validacién de CMM para produccion de TRAILs

Extraccion de

RNA

compuestos y cultivo celular

Lineas celulares
Caco-2
CMT-93

Extraccién de RNA
total con TRIzol

[// Py
)
(=22

Expansion de

e

Huh-7
CMM 9 CMM, geneticina Expresion de GFP RSV y EGCG (20-100 uM) 48h.
s 400 pg/mL
- RT-gPCR
50 mM en DMSO Co-cultivo de células tumorales + CMM TRAILs -q
Tratamiento en lineas celulares tumorales N\
,(y«\\ @
568 5 Nwf) Nead)
= ® 1 N_/ LN
—_— L g ég Extraccion Sintesis de 1
C. tumorales + CMM TRAILs RNA cDNA PCR para la deteccién de

Placa de 6 pozos
2.0x105 células por pozo

2.0x10° células
por pozo

DR4 y DR5

Placa de 96 pozos
RSV y EGCG (20-100 pM)

Ensayo de viabilidad

- &

Cytation 3, Biotek.

RSV y EGCG (40 y 100 uM) Relacion 1:3

Inmunofluorescencia
Ensayo de viabilidad .q
@&

Incubar \‘(/ :ﬁ i

Anticuerpos monoclonales Microscopio de

|| Titer-¢ P
CellTiter-Glo® Promega para deteccion de DR5 epifluorescencia

CellTiter-Glo® Promega Evaluacién a 48h.

Cytation 3, Biotek.
Evaluacion a 24 y 48h.

Figura 3. Metodologia general. Objetivo 1: Se prepararon soluciones stock de los
compuestos RSV y EGCG a 50 mM utilizando DMSO como solvente, estas fueron
almacenadas hasta su tiempo de uso en oscuridad a -20 °C. Se administr6 un tratamiento con
los compuestos RSV 0 EGCG en un rango de 1-100 pM sembrando 2.0x10° células por pozo
en placas de 96 pozos y se evalu6 la viabilidad celular mediante el kit CellTiter-Glo® a las
24 y 48 horas. Objetivo 2: Se seleccionaron las CMM-TRAILSs con geneticina y se valido la
expresion de TRAILs en las CMM transducidas, esto mediante microscopia de fluorescencia
observando la expresion del gen reportero GFP. Se implementé un sistema de co-cultivo entre
CMM-TRAILs y células de CCR o CHC tratadas con RSV o0 EGCG. Se evaluo la viabilidad
celular mediante el kit CellTiter-Glo® a las 48 horas. Objetivo 3: Se realizo la extraccion de
ARN total mediante TRIzol™, para posteriormente realizar la retrotranscripcion y qPCR
utilizando primers especificos para la deteccion de los receptores DR4 y DRS. Finalmente,
se realizo un ensayo de deteccion por inmunofluorescencia para confirmacion de la expresion
del receptor DR5 en la membrana celular.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Expansion in vitro de lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo, fueron las de cancer colorrectal Caco-
2 (ATCC® HTB-37) y CMT-93 (ATCC® CCL-223) humana y murina correspondientemente.
También fue incluida la linea celular de carcinoma hepatocelular humano, Huh-7 (JCRB Cell

Bank® JCRB0403).

Para los experimentos de co-cultivo, se empled un sistema de produccion de la
fraccion soluble de la proteina TRAIL (TRAILs) expresada por parte de células madre
mesenquimales de médula 6sea murinas (CMM-TRAILSs) las cuales fueron modificadas
genéticamente por medio de transduccion lentiviral para este proposito (Quiroz-Reyes et al.,

2022). También se emplearon como control CMM no modificadas genéticamente.

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 100 pg/mL gentamicina
y 2.5 pg/mL de anfotericina B, todos provenientes de la casa comercial Gibco™ y fueron

incubadas en una atmosfera de CO; al 5% a 37 °C.

8.2 Preparacion de soluciones stock de resveratrol y epigalocatequina galato

Los compuestos resveratrol (RSV) y epigalocatequina galato (EGCG) fueron
adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich (R5010; E4143) y se solubilizaron en DMSO
a una concentracion de 50 mM. Estas soluciones se resguardaron de la luz a -20 °C en
refrigeracion constante. A partir de estas soluciones stock se prepararon las diluciones
pertinentes en el medio de cultivo para la administracién de tratamientos a las células

tumorales en los rangos de 1-100 pM.
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8.3 Tratamiento de células tumorales con RSV y EGCG

El tratamiento de las lineas celulares tumorales se realizé utilizando rangos de
concentraciones entre 1-100 uM de RSV y EGCG. Primeramente, se sembraron por
triplicado para cada control o grupo expermiental 2.0x10° células por pozo en placas de 96
pozos con medio DMEM suplementado con 10% de SFB, 50 pg/mL de gentamicina, 2.5
ng/mL de anfotericina B. Posteriormente se agregaron los compuestos RSV o EGCG en las
concentraciones deseadas diluidos en el medio de cultivo, alcanzando un volumen final de

100 pL. Las células se incubaron a 37 °C en atmosfera con 5% de COx.

Durante cada determinacion se incluyd un blanco por triplicado, consistente de
pocillos con tnicamente medio de cultivo para realizar la resta de la luminiscencia de fondo.
Asimismo, se utilizaron los siguientes controles normalizadores: control de viabilidad de

células tumorales y un control para evaluar el efecto del DMSO (0.2%)).

Los grupos experimentales de tratamiento en el caso del RSV para la lectura a las 24
horas se incluyeron las concentraciones de: 20, 40, 60, 80 y 100 uM. Mientras que para el
tratmiento con RSV a las 48 horas: 40 y 100 uM. Para los grupos experimentales de
tratamiento con EGCG en la linea Caco-2 para la lectura a las 24 horas se incluyeron las
concentraciones de: 1, 5, 10, 15, 20, 40 y 60 uM. Mientras que para la linea Huh-7 en la
lectura a las 24 horas se incluyeron: 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 40 y 60 uM. Para las lecturas a
las 48 horas con el tratamiento de EGCG se incluyeron las concentraciones de: 10, 15 y 20
uM. Cabe destacar que la concentracion de 10 uM fue unicamente utilizada para la linea

Huh-7 mientras que la de 20 uM unicamente se utiliz6 en Caco-2.

8.4 Ensayo de citotoxicidad

El porcentaje de muerte celular (PMC) se evalud a las 24 y 48 horas posteriores a los
tratamientos con RSV o EGCG mediante la medicion de luminiscencia utilizando el kit
CellTiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay de la casa comercial Promega (G7572),

siguiendo las instrucciones del fabricante. Describiendo de manera breve el protocolo, este
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consistio en que al momento de finalizar la incubacion del ensayo y realizar la lectura de la
placa se agregé un volumen del reactivo de CellTiter-Glo®, en este caso 100 uL a cada pocillo
debido a que el volumen final de nuestros tratamientos fue tambien de 100 pL.
Posteriormente se agit6 la placa durante 2 minutos, despues se incub6 a temperatura ambiente

por 10 minutos y se realizo la lectura de la placa en el equipo Cytation 3 (BioTek).

Para el analisis de resultados se determin6 el PMC mediante la siguiente formula:

% de muerte celular = 1-((Luminiscencia del tratamiento - luminiscencia promedio del

blanco) / (Luminiscencia promedio del control)) x 100.

8.5 Validacion de CMM para produccion de TRAILs

En la construccion empleada para la transduccion de las CMM-TRAILSs se contenia
la secuencia del transgen de TRAILs bajo el promotor del factor de elongacion 1-alfa (EF1-
a), de esta manera se permite una expresion constitutiva y elevada. Ademas el vector también
contiene el gen reportero de la proteina verde fluorescente (GFP) por lo que la expresion de
esta, fue indicadora de la proteina TRAILs. Se descongeld un vial de CMM-TRAILs y se
realiz6 la seleccion durante 1 semana con 400 pug de geneticina por mililitro de medio de
cultivo, posteriormente se valido la sefial de GFP como indicador de la expresion de TRAILs
utilizando un microscopio de epifluorescencia (ZEISS - AXIO imager.A2). Finalmente se
cuantifico el porcentaje de células que expresan la GFP mediante analisis de imagenes en el

software Image J.

8.6 Analisis de actividad antitumoral de CMM-TRAILSs en co-cultivo con células de CCR y
CHC pretratadas con RSV o EGCG

Se analiz6 si la actividad antitumoral de CMM-TRAILs (en relacion 1:3) se ve
potenciada al implementar un sistema de co-cultivo con las células de CCR o CHC tratadas
con RSV o EGCG. Previo al ensayo, se realizd una prueba con CMM no transducidas para

verificar que los compuestos RSV o EGCG no las afectaran en gran medida a las 24 horas de
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agregado el compuesto como tratamiento, esto para asegurarnos de que al momento de
agregar las CMM-TRAILs estas pudieran mantenerse en el medio y producir la proteina

TRAILSs.

Se sembraron por triplicado para cada control o grupo experimental 2x10° células
tumorales por pozo en una placa de 96 pozos en medio DMEM suplementado con 10% de
SFB, 50 pg/mL de gentamicina, 2.5 ng/mL de anfotericina B. Posteriormente, se llevo a cabo
una estrategia de pretratamiento con RSV y EGCG durante 24 horas, empleando dos
concentraciones para cada compuesto (RSV: 40 uM y 100 uM) y (EGCG: 10 uM, 15 uM y
20 uM). Transcurrido el tiempo del pretratamiento (24 h), se agregaron las CMM-TRAILs
(en relacion 1:3) y se incubaron durante 24 horas mas, para finalmente evaluar el PMC como

fue previamente descrito a las 48 horas del pretratamiento con los compuestos RSV o EGCG.

Al igual que en el ensayo de citotoxicidad inicial se incluyé un blanco para la
obtencion de la luminiscencia de fondo. También se incluyeron controles normalizadores:
control de viabilidad de células tumorales, control de efecto del DMSO (0.2%). Ademas se

incluyo el control de muerte celular con DMSO al 40%.

En el caso del RSV los grupos experimentales para el co-cultivo de las células
tumorales fueron: RSV 40 uM, RSV 40 uM + CMM-TRAILs, RSV 100 uM, RSV 100 uM
+ CMM-TRAILs y CMM-TRAILSs (1:3) como tnico tratamiento; todos estos realizados por
triplicado. Los grupos experimentales para el co-cultivo de los pretratamientos con EGCG
en células tumorales fueron: EGCG 15 uM, EGCG 15 pM + CMM-TRAILs, EGCG 20 uM
(Caco-2), EGCG 20 uM + CMM-TRAILs (Caco-2), EGCG 10 uM (Huh-7), EGCG 10 uM
+ CMM-TRAILs (Huh-7) y CMM-TRAILs (1:3) como unico tratamiento; todos estos

realizados por triplicado.

8.7 Extraccion de ARN

Se realiz6 la extraccion de ARN total con el reactivo de TRIzol™ adquirido de la casa

comercial Invitrogen™ (15596026). Se sembraron por duplicado 2.0x10° células tumorales
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por pozo en placas de 6 pozos (Corning™, 10146810). Las extracciones de ARN fueron
realizadas a partir de una muestra compuesta de ambos pocillos a las 48 horas posteriores a
la administracion del tratamiento de RSV o EGCG. Brevemente, la técnica de extraccion de
ARN consistio en el agregado de 40 pL de cloroformo por cada 200 uL de TRIzol™
empleados, se mezcld e incubo en hielo. Posteriormente las muestras se centrifugaron durante
15 minutos a 13,000 rpm a 4 °C, después se recupero la fase acuosa y se adicionaron 500 pL
de isopropanol por cada mL de TRIzol™ empleado. A continuaciéon las muestras fueron
incubadas durante 1 hora a -80 °C y se centrifugd nuevamente utilizando las mismas
condiciones iniciales. Finalmente se removio el sobrenadante y se agreg6d 1 mL de etanol frio
por cada mL de TRIzol™ empleado, se volvio a centrifugar con las mismas condiciones para
después retirar el etanol, dejar secar la pastilla y resuspender en agua DEPC. El ARN total
obtenido fue cuantificado mediante espectrofotometria UV/Vis evaluando su absorbancia a
260 nm utilizando el equipo NanoDrop™ 2000 (Thermo scientific) y se verifico su calidad
y pureza mediante el calculo de los coeficientes A260/280 y A260/230. Posteriormente el
ARN fue sometido a tratamiento con DNasa I (Invitrogen™, 18068015) siguiendo las

instrucciones del fabricante para eliminar el ADN gendmico previo a la retrotranscripcion.

8.8 Retrotranscripcion

Se realizo la retrotranscripcion del ARN obtenido (partiendo desde 100 ng de ARN)
mediante el kit comercial SuperScript™ VILO™ ¢DNA Synthesis Kit de la casa comercial
Invitrogen™ (11754050). De manera breve, para una reaccion se utilizaron 4 pL de 5X
VILO™ Reaction Mix, 2 uL de 10X SuperScript™ Enzyme Mix, 100 ng de ARN y se aford
a 20 pL con agua libre de nucleasas. La reaccion se mezcld y se incubd en el termociclador
siguiendo el programa de temperaturas: 25 °C durante 10 minutos, 42 °C durante 60 minutos
y 85 °C durante 5 minutos. Posteriormente el ADNc obtenido fue nuevamente cuantificado
mediante espectrofotometria UV/Vis evaluando su absorbancia a 260 nm en el NanoDrop™
2000 para tomando en cuenta su concentracion preparar las diluciones para la qPCR en la

cual se agregaron 100 ng de ADNCc.
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8.9 gPCR

Las reacciones de amplificacion se realizaron utilizando el kit comercial SYBR™
Green Master Mix (Applied Biosystems™, 4309155) en placas de 96 pocillos (Applied
Biosystems™, N8010560), utilizando el instrumento 7500 Fast de Applied Biosystems. Para
una reaccion de 10 pL se agregaron 5 uL de SYBR™ Green Master Mix (2X), 1 uL de FWD
primer 200 nM, 1 pL de REV primer 200 nM, 100 ng de ADNc y se afor6 a 10 pL con agua
libre de nucleasas. Como parte de la programacion del equipo se incluyeron las temperaturas
de desnaturalizacion inicial con 2 minutos a 50 °C, seguido de 10 minutos a 95 °C. A
continuacion, se muestra el programa de temperaturas para la fase de extension con una
duracioén de 40 ciclos: 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Finalmente para
terminar la reaccion se utilizé un Se analiz6 la expresion relativa de los receptores DR4 y

DR5 empleando el método de Livak 2744CT

utilizando gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como gen endogeno. Se muestra en la tabla 3 las secuencias de

los primers utilizados.

Tabla 3. Secuencias de primers

Gen Secuencia Referencia
GAPDH Forward: TCACCACCATGGAGAAGGCTG (Liuetal., 2001)
Reverse: GCATGGACTGTGGTCATGAGT
DR4 Forward: CTGACCCCACTGAGACTCTGA N/A
Reverse: TGCTGTACCAGCTCTGACCAC
DRS5 Forward: GTGCCCTTTGACTCCTGGGAG (Mashayekhi et
Reverse: GCACCAAGTCTGCAAAGTCA al., 2020)

8.10 Inmunofluorescencia

Se utilizaron anticuerpos policlonales especificos para la deteccion del receptor de
membrana DRS (ab8416; abcam). Se cultivaron las células sobre un portaobjetos recubierto
previamente con poly-L-lisina, se fij6 con metanol-acetona durante 10 minutos y

posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS para eliminar el fijador. A continuacion se
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lavo con buffer TBST durante 3 minutos y se incubd con buffer TRS para mejorar la
exposicion de los antigenos durante 20 minutos. De manera subsecuente se lavd nuevamente
con TBST y se incubo con una solucion de bloqueo de proteinas durante 30 minutos a 37 °C.
Como siguiente paso, se realizo la incubacion con el anticuerpo primario (ab8416, 1:1000;
abcam) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lavo con TBST durante 5 minutos
(2x) y se adiciono el anticuerpo secundario (ab150113, 1:1000; abcam) con el cual se incub6
durante 30 minutos a 37 °C. Después se lavo con TBST (5 min; 2x) y se aplico el medio de
montaje DAPI para tefiir los nticleos celulares. Finalmente se analiz6 la presencia del receptor
mediante visualizacion en el microscopio de epifluorescencia y analisis de imagenes

mediante el software ImagelJ.

8.11 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software de GraphPad Prism (Version

9.00). Se consider6 como estadisticamente significativo un valor de P < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Expansion in vitro de lineas celulares

En la Figura 4 se muestran imagenes representativas del cultivo celular. Se siguieron
las recomendaciones de ATCC para el cultivo de las células Caco-2 (A), CMT-93 (B), Huh-
7 (C) y CMM (D). Las células Caco-2 mostraron la morfologia epitelial heterogénea
caracteristica descrita por ATCC como células cuboidales (Figura 4A). Las células CMT-93
son descritas con morfologia epitelial cuboide o poligonal (Figura 4B). Por otra parte, Huh-
7 es descrita con morfologia epitelial, poligonal a ovalada (Figura 4C). Por ultimo, las CMM,

presentan morfologia mesenquimal fibroblastoide (Figura 4D).

A) Caco-2 _ \ B) CMT-93

Figura 4. Cultivo celular de la linea Caco-2 (A) de adenocarcinoma colorrectal humano,
CMT-93 (B) linea de cancer colorrectal murino, Huh-7 (C) linea de carcinoma hepatocelular
humano y CMM (D) de médula 6sea murina (objetivo 10X).
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9.2 Preparacion de compuestos

Los compuestos RSV y EGCG fueron solubilizados en DMSO a la concentracion de
50 mM vy posteriormente diluidos en el medio de cultivo (DMEM) hasta alcanzar las
concentraciones deseadas en el rango de 1-100 uM. Debido a que el DMSO es un agente
citotoxico, se decidi6 verificar la seguridad de la concentracion final de DMSO alcanzada

para los experimentos preparando controles.

9.3 Ensayos de citotoxicidad

Como se observa en la Figura 5, se le aplico el tratamiento con DMSO a las
concentraciones del 0.2 y 0.4% a las células y se compard su PMC con el control no tratado
y cultivado bajo las mismas condiciones. Se muestra como el DMSO a la concentracion del
0.4% presenté un PMC mayor al 20% (21.67%), mientras que la concentracion del 0.2% fue
mas segura para todas las lineas celulares utilizadas en esta investigacion, mostrando PMC
menores al 12% (CMM: 0.09%, Caco-2: 4.68%, CMT-93: 11.29%, Huh-7: 5.71%; Figura 5).
Debido a esto, se determind que para los experimentos subsecuentes, la concentracion

maxima de DMSO alcanzada seria del 0.2%.
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Figura 5. Porcentaje de muerte celular a las 24 horas del tratamiento con las concentraciones
de DMSO del 0.2 y 0.4% en las lineas celulares Caco-2, CMT-93, Huh-7 y CMM. Prueba de
Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como promedio +
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SEM. Se encontr6 diferencia significativa entre los grupos (*p < 0.05, **p < 0.01).
Experimento realizado 3 veces por triplicado.

Ya que los experimentos posteriores, requieren de al menos 48 horas, también se
verifico la seguridad del DMSO a este tiempo. Como se muestra en la Figura 6, no existid
diferencia significativa entre los PMC de las lineas celulares Caco-2, CMT-93 y Huh-7
tratadas con DMSO a la concentracion final del 0.2% durante 48 horas contra su control no
tratado. Se observaron PMC menores al 7% (Caco-2: 4.84%, CMT-93: 5.70% y Huh-7:
6.30%; Figura 6).
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Figura 6. PMC mostrados a las 48 horas del tratamiento con DMSO (0.2%). Prueba de
Kruskal-Wallis, los datos se muestran como promedio + SEM. No se encontr6 diferencia
significativa entre los grupos (p = 0.3462). Experimento realizado 2 veces por triplicado.

El RSV mostr6 actividad citotéxica en el rango de 20 - 100 pM siendo esta, dosis
dependiente. Se destaca en la Figura 7 que a las 24 horas en las CMM los PMC mas elevados
se obtuvieron a las concentraciones de 80 y 100 uM (80.01% y 76.19%)
correspondientemente. También cabe mencionar que, en base a los resultados de estos
ensayos se calculd la ICso para las CMM a las 24 horas del tratamiento con RSV (ICso =36.8
uM; Figura 8).
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Figura 7. PMC de CMM tratadas con RSV durante 24 horas. ANOVA de una via con
comparacion multiple de Tukey. Los datos se muestran como promedio + SEM. Se encontro

diferencia significativa entre los grupos (***p < 0.001). Experimento realizado 3 veces por
triplicado.
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Figura 8. CMM tratadas con RSV durante 24 horas. ICso = 36.8 pM.

En Caco-2 no se observaron efectos citotdxicos significativos a las 24 horas del
tratamiento con RSV ya que el PMC mas elevado registrado fue a la concentracion de 100

uM y este fue menor al 6% (5.79%; Figura 9).
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Figura 9. PMC de la linea Caco-2 tratada con RSV durante 24 horas. Prueba de Kruskal-
Wallis, los datos se muestran como promedio + SEM, no se encontré diferencia significativa
entre los grupos (p = 0.4858). Experimento realizado 2 veces por triplicado.

A pesar de ambas ser lineas de CCR, en contraste con la linea Caco-2, CMT-93 fue
mas sensible al tratamiento con RSV durante 24 horas (Figura 9; 10). En CMT-93 el PMC
mas elevado registrado fue del 99.35% a la concentracion de 100 uM (Figura 10).
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Figura 10. PMC de la linea celular CMT-93 tratada con RSV durante 24 horas. Prueba de
Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como promedio =+
SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (*p < 0.05, **p <0.01, ***p
<0.001). Experimento realizado 2 veces por triplicado.

En Huh-7 se observo citotoxicidad dosis-dependiente donde el PMC mas elevado
registrado correspondiod a la concentracion de 100 uM (21.22%; Figura 11). Los ensayos a

24 horas proporcionaron informaciéon con respecto a la sensibilidad al RSV de las lineas
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celulares utilizadas. Por lo que tomando en cuenta estos valores se procedio a realizar los

experimentos subsecuentes durante 48 horas.
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Figura 11. PMC de la linea celular Huh-7 tratada con RSV durante 24 horas. ANOVA de una
via con comparacion multiple de Tukey, los datos se muestran como promedio = SEM. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (**p < 0.01). Experimento realizado
2 veces por triplicado.

A las 48 horas del tratamiento con RSV la linea Caco-2 y Huh-7 respondieron de
manera similar a la concentracion mas alta (100 uM) con PMC = 47.04% y 45.17%
respectivamente (Figura 12; 13). En el caso de la linea CMT-93 ésta, mostrd una sensibilidad
similar a ambas concentraciones de RSV (40 uM y 100 uM) con PMC cercanos al 40%
(41.16% y 37.50%; Figura 12).
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Figura 12. PMC de las lineas Caco-2 (A) y CMT-93 (B) tratadas con RSV durante 48 horas.
ANOVA de una via con comparacion multiple de Tukey, los datos se muestran como
promedio £ SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (***p <0.001).
Experimento realizado 3 veces por triplicado.
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Figura 13. PMC de la linea celular Huh-7 tratada con RSV durante 48 horas. Prueba de
Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como promedio +
SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (**p < 0.01; ***p < 0.001).
Experimento realizado 3 veces por triplicado.

El tratamiento con EGCG, por su parte demostrd ser mas citotoxico que el tratamiento
con RSV durante 24 horas, por lo que se amplid el rango de concentraciones utilizado desde
1 uM hasta 60 uM (Figura 14). En la linea Caco-2 la ICso calculada para las 24 horas fue de
17.84 uM, mientras que la linea Huh-7 mostré mayor sensibilidad con una ICso de 9.84 uM.
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Debido a la elevada sensibilidad observada ante el RSV por parte de la linea CMT-93 en
experimentos subsecuentes se optd por no incluirla en los tratamientos con EGCG debido a

que las lineas Caco-2 y Huh-7 mostraron ICso menores a 20 pM.
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Figura 14. PMC de las lineas Caco-2 (A) y Huh-7 (B) tratadas con EGCG durante 24 horas.
Prueba de Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como
promedio + SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (*p < 0.05, **p
<0.01). Experimento realizado 2 veces por triplicado.

A las 48 horas del tratamiento con EGCG se observé disminucion en la citotoxicidad
observada para ambas lineas celulares Caco-2 y Huh-7 en comparacion con los experimentos
a 24 horas (Figura 15). En Caco-2 el PMC mas elevado fue observado a la concentracion de
20 uM (20.76%) mostrando este diferencias significativas en comparacion al control
(9.10%). Mientras que para Huh-7 no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos y el control (Control: 6.30% vs 15 uM: 6.93%; Figura 15).
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Figura 15. PMC de las lineas Caco-2 (A) y Huh-7 (B) tratadas con EGCG durante 48 horas.
Prueba de Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como
promedio = SEM. A) Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (*p < 0.05).
B) No se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Experimento realizado 3
veces por triplicado.

9.4 Validacion de expresion de GFP por CMM-TRAILs

En la Figura 16 (A) se muestran campos representativos de la confirmacion de
expresion de la Proteina Verde Fluorescente (GFP) como gen reportero de la expresion de
TRAILs. Debido a que el sistema de expresion de TRAILs posee el marcador de seleccion
de geneticina, las CMM-TRAILs fueron seleccionadas durante 1 semana y se calcul6 el
porcentaje de células que expresan la GFP, comparando contra el control no seleccionado
(Control n/s). Como se muestra en la Figura 16 (B), aproximadamente el 90% (89.59%) de
CMM-TRAILs expresan GFP cuando estas son seleccionadas con geneticina, lo que fue

significativamente superior al control no seleccionado.
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Figura 16. A) CMM-TRAILs expresando el gen reportero de GFP como indicador de la
produccion de TRAILs. B) Porcentaje de células que expresan GFP en comparacion con el
control no seleccionado. Prueba U de Mann-Whitney, los datos se muestran como promedio
+ SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (*p < 0.05). Andlisis de 5
campos.

Antes de implementar el co-cultivo, se optd por verificar el efecto que tienen los
compuestos RSV y EGCG sobre las CMM-TRAILs. Se midi6 el PMC a las 48 horas
utilizando las concentraciones que fueron elegidas para el tratamiento de las lineas tumorales
en los experimentos de co-cultivo. En la Figura 17 se muestra el PMC de las CMM-TRAILs
y como este fue menor al 25% (RSV max: 21.21%, EGCG max: 3.44%) para ambos
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compuestos, por lo que se infiere que al presentar bajos PMC, TRAILS se estaria entregando

de manera continua.

9.5 Pretratamiento con RSV 0 EGCG y ensayos en co-cultivo
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Figura 17. Efecto del RSV o0 EGCG sobre las CMM-TRAILs durante 48 horas. Prueba de
Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como promedio +
SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (**p <0.01, ***p < 0.001).
Experimento realizado 3 veces por triplicado.

Observando que el RSV y EGCG afectaron minimamente a las CMM-TRAILs, se
procedi6 con el co-cultivo de Caco-2 sometidas a un pretratamiento durante 24 horas con
RSV antes de agregar las CMM-TRAILs. Los resultados indican que aquellos grupos
pretratados con RSV mostraron significativamente mayor muerte celular una vez agregadas
las CMM-TRAILs que el co-cultivo de manera individual (39.18% y 61.46% vs 20.69%;
Figura 18). De igual manera el PMC observado para las concentraciones de RSV utilizadas

se vio aumentado significativamente cuando se implemento el co-cultivo (40 pM: 22.82%

> 39.18% y 100 uM: 47.04% > 61.46%; Figura 18).
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Figura 18. Pretratamiento de RSV y co-cultivo con CMM-TRAILs de la linea Caco-2.
ANOVA de una via con comparacion multiple de Tukey, los datos se muestran como
promedio = SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (**p < 0.01,
**%p < 0.001). Experimento realizado 3 veces por triplicado.

En el caso del pretratamiento de RSV en CMT-93, se observd que al igual que en
Caco-2 se aument6 el PMC de manera significativa cuando se realizé el co-cultivo (40 uM:
41.16% = 65.64% y 100 uM: 37.50% —> 75.79%; Figura 19). Sin embargo, se infiere que
la mayor parte de este incremento en el PMC se debe unicamente al efecto del co-cultivo con
CMM-TRAILSs, debido a que el co-cultivo de manera individual mostr6 65.83% de muerte

celular y no se observé diferencia significativa entre los grupos del co-cultivo (Figura 19).
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Figura 19. Pretratamiento de RSV y co-cultivo con CMM-TRAILs de la linea CMT-93.
ANOVA de una via con comparacion multiple de Tukey, los datos se muestran como
promedio = SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (**p < 0.01,
**%p < 0.001). Experimento realizado 3 veces por triplicado.

Huh-7 demostré una sensibilidad similar a Caco-2 ante las CMM-TRAILSs en el co-
cultivo (PMC = 18.76%). De igual manera también se observaron diferencias estadisticas
entre los grupos pretratados con RSV en co-cultivo y aquellos con unicamente el tratamiento

con RSV (40 uM: 18.09% > 53.85% y 100 uM: 45.17% = 71.14%; Figura 20).
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Figura 20. Pretratamiento de RSV y co-cultivo con CMM-TRAILs de la linea Huh-7. Prueba
de Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn, los datos se muestran como promedio
+ SEM. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos (*p < 0.05, **p < 0.01,
**%p < 0.001). Experimento realizado 3 veces por triplicado.

En cuanto al pretratamiento de las células tumorales Caco-2 y Huh-7 con EGCG este,
fue realizado utilizando concentraciones mas bajas que las de RSV debido al perfil de
susceptibilidad observado anteriormente (Figura 14; 15). Al igual que con el RSV, se observé
que el co-cultivo con pretratamiento de EGCG aument6 el PMC (Figura 21). En la linea
Caco-2 el pretratamiento con EGCG y co-cultivo mostré mayor PMC que el co-cultivo solo
(15 uM: 27.63% y 20 uM: 27.31% vs 20.69%; Figura 21A) aunque de igual manera esto no
fue significativo. En el caso de Huh-7 el pretratamiento con EGCG no aument6 el PMC
cuando se realizo el co-cultivo, con relacion al co-cultivo individual (10 uM: 6.86% y 15

uM: 16.86% vs 18.76%; Figura 21B).
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Figura 21. Pretratamiento de EGCG y co-cultivo con CMM-TRAILs de las lineas Caco-2
(A) y Huh-7 (B). A) ANOVA de una via (p = 0.1982). B) Prueba de Kruskal-Wallis (p =
0.4742). Los datos se muestran como promedio + SEM. Experimento realizado 3 veces por
triplicado.

9.6 Expresion relativa de los receptores de muerte DR4 y DR5 en Caco-2

En la Figura 22 se observa como los receptores de muerte celular DR4 y DRS en la
linea Caco-2 presentaron un aumento cuando ésta fue tratada con RSV a la concentracion de
100 uM. Se observé una expresion de 7 veces mas que el control para ambos receptores de
muerte, siendo estadisticamente significativo solo el aumento de DR4 (Control: 1 vs RSV:

7.29 veces mas; Control: 1.04 vs DR5: 7.61 veces mas; Figura 22).
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Figura 22. Expresion relativa de los receptores de muerte DR4 (A) y DRS (B). Prueba ¢-
Student, los datos se muestran como promedio + SEM. A) Se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (**p < 0.01). B) No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos (p = 0.1420). Experimento realizado por triplicado.

9.7 Deteccion de DR5 mediante inmunofluorescencia en Caco-2

Se muestra en la Figura 23 (A) la seleccion de campos representativos que muestran
la expresion del receptor DRS en la linea Caco-2 con y sin pretratamiento de RSV a la
concentracion de 100 uM. El andlisis de imagenes con el software de ImageJ mostrd que no
existio diferencia estadistica en la intensidad de fluorescencia entre los grupos (Control:

1853.27 URF vs RSV 100 pM: 1975.39 URF; Figura 23B).
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Figura 23. A) Expresion de DR5 en Caco-2 posterior al tratamiento con RSV (100 pM)
durante 48 horas. B) Intensidad de fluorescencia (URF) de Caco-2 tratadas con RSV y no
tratadas. Prueba U de Mann-Whitney, los datos se muestran como promedio + SEM. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (p = 0.500). Analisis de 5 campos.
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10. DISCUSION

El cancer del tracto gastrointestinal es una de las principales causas de muerte por
cancer, siendo el mas comun de esta indole el cancer colorrectal (CCR) y en tercer lugar el
cancer hepatico (Tong et al., 2021). Cabe destacar que la mayoria de los pacientes desarrollan
resistencia a los tratamientos convencionales como la radioterapia y quimioterapia, por lo
que se requiere que se continuen explorando nuevas opciones de tratamientos para estas
neoplasias. En este trabajo se evalud el efecto de los compuestos bioactivos resveratrol y
epigalocatequina galato como sensibilizadores del efecto citotoxico de TRAILs utilizando
CMM genéticamente modificadas como sistema de expresion continua (Quiroz-Reyes et al.,

2022) en lineas celulares moderadamente resistentes a TRAIL recombinante.

En trabajos anteriores se demostrd que el RSV posee actividad antitumoral y esto es
dependiente de la concentracion utilizada (Ren ef al., 2021). En la linea celular SW480 de
CCR humano el RSV en el rango de concentraciones de 10 - 100 uM no induce mas del 30%
de apoptosis después de 48 horas de tratamiento, esto determinado mediante citometria de
flujo (Delmas et al., 2003). En nuestro estudio, en la linea Caco-2 a la concentracion de 100
UM observamos 47% de muerte celular a las 48 horas de tratamiento con RSV (Figura 12A),
sin embargo como es mencionado por Ghasemi y colaboradores (2021) en ensayos de
viabilidad como el MTT o en nuestro caso el uso del ensayo basado en luminiscencia de Cell-
titer-Glo se presenta una multitud de factores que pueden afectar el resultado, por ejemplo la
cantidad de mitocondrias presentes en la muestra, ademads de que la interpretacion no siempre

es la adecuada.

En concreto para esta investigacion, se sabe que compuestos como el RSV o EGCG
son capaces de modificar la actividad mitocondrial de las células disminuyendo la produccion
de ATP (Saunier et al., 2017) variable medida en nuestros ensayos. Al modificar la
produccion de ATP pueden verse alteradas diversas rutas metabolicas relacionadas a la
proliferacion y apoptosis (Yegutkin & Boison, 2022). Debido a lo anteriormente mencionado

se recomienda para futuros ensayos el incorporar técnicas adicionales como la tinciéon con
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FIT-C y yoduro de propidio seguida de citometria de flujo para confirmar la apoptosis de

manera especifica presente en la muestra.

Tameda y colaboradores (2014), reportan que a las 24 horas de tratamiento con RSV
a la concentracion de 50 uM, en la linea celular de CHC humano HepG2 solo se indujo un
3.4% de apoptosis, comprobado mediante citometria de flujo. En contraste, en nuestros
resultados se observan a las concentraciones de 40 y 60 uM PMC menores al 20%. Se tienen
reportes también de que a la concentracion de 43 uM en la linea Huh-7 el tratamiento con
RSV durante 48 horas mostr6 un 32.4% de muerte celular en un ensayo de MTT (Liao et al.,
2010), mientras que en nuestros resultados observamos a la concentracion de 40 uM, 19%

de muerte celular.

En el caso de tratamientos con EGCG, se han observado efectos como el arresto del
ciclo celular y apoptosis (Kciuk ef al., 2023). Comparando con la literatura, se han reportado
resultados variables en las lineas HCT116 y HT-29 de CCR. Por ejemplo, (Kwon et al., 2020)
reportan que el tratamiento con EGCG durante 24 horas result6 en la pérdida del 50% de la
viabilidad celular aproximadamente a las concentraciones de de 75 uM o 100 uM para ambas
lineas celulares. Sin embargo, bajo condiciones similares (Khiewkamrop et al., 2022)

reportan que la ICso para estas se encuentra en el rango de 400 - 600 pM.

Es importante destacar en este caso que la EGCG es un compuesto muy inestable
debido a la naturaleza de su molécula, lo que podria explicar los resultados variables
reportados en la literatura (Krupkova et al., 2016). En esta investigacion los tratamientos con
EGCG fueron preparados al momento de montar el ensayo, descongelando tinicamente una
vez la solucion stock de 50 mM, lo que se espera que contribuya a la exactitud de los

resultados mostrados (Caco-2, ICso: 17.84 uM y Huh-7, ICso: 9.84 uM).

Para los ensayos de co-cultivo que involucran el RSV, se ha observado en la linea
Caco-2 que bajo un esquema de co-tratamiento durante 24 horas, el RSV a la concentracion
de 40 uM y TRAIL recombinante (50 ng/mL) indujo aproximadamente un 65% de apoptosis

determinada mediante citometria de flujo (Li ez al., 2015). En contraste en esta investigacion
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no se alcanzaron PMC tan elevados, sin embargo podria deberse a lo comentado
anteriormente respecto a la posible disminucion del ATP intracelular afectando de manera

directa el PMC observado.

Para la linea HepG2, se ha reportado que al combinar los tratamientos de RSV (50
uM) y TRAIL recombinante (10 ng) se vio aumentada la apoptosis hasta un 49.6% (RSV 50
uM: 3.4% = RSV 50 uM + 10 ng TRAILr: 49.6%), confirmado mediante citometria de flujo
(Tameda et al., 2014). En nuestros resultados, pese a que no se determiné especificamente la
apoptosis celular, se observé que aquellos grupos en co-cultivo con CMM-TRAILSs expuestos
a un pretratamiento con RSV en concentraciones similares (40 y 100 uM) aumentaron el
PMC en un 20% aproximadamente al momento de realizar la medicion en comparacion con
los grupos unicamente tratados con RSV (Caco-2, RSV 40 uM: 22.82% > RSV 40 uM +
CMM-TRAILSs: 39.18% y RSV 100 uM: 47.04% => RSV 100 uM + CMM TRAILSs: 61.46%;
Figura 18). Por su parte CMT-93 mostro los siguientes PMC (RSV 40 uM: 41.16% = RSV
40 uM + CMM-TRAILs: 65.64% y RSV 100 uM: 37.50% > RSV 100 uM + CMM-
TRAILs: 75.79%; Figura 19). Mientras que la linea Huh-7 se comport6 de la siguiente
manera (RSV 40 uM: 18.09% > RSV 40 uM + CMM-TRAILs: 53.85% y RSV 100uM:
45.17% - RSV 100 uM + CMM-TRAILs: 71.14%; Figura 20).

Para los ensayos de EGCG en co-cultivo, se destaca el trabajo de Kwon et a/ (2020)
en el que se planted un esquema de tratamiento en conjunto de EGCG y TRAIL recombinante
durante 24 horas en lineas de CCR humano (HCT116 y SW480) en el que se observo sinergia
entre los tratamientos utilizados alcanzando aproximadamente un 25% de muerte celular (60
uM + 25 ng/mL TRAIL recombinante) verificado por MTT. Comparando con nuestros
resultados, para la linea Caco-2 (Figura 21A), se obtuvo un PMC de 27.63% a las 48 horas
después de un pretratamiento de 24 horas seguido de 24 horas en co-cultivo con CMM-
TRAILSs. Cabe destacar que se observo un efecto similar en la disminucion de la viabilidad,
sin embargo, el sistema de expresion de CMM-TRAILs produce menores cantidades de la
molécula TRAILS, esto en el orden de picogramos como lo reportaron anteriormente Quiroz-

Reyes y colaboradores (2023). Se infiere que probablemente la liberacion constante de
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TRAILs es lo que permite observar este efecto, ya que la corta vida media de la proteina deja

de ser una limitante al secretarse de forma continua al medio.

Li y colaboradores (2015) reportaron que el tratamiento con RSV a la concentracion
de 40 uM aument? la expresion del receptor de muerte DRS, pero no de DR4 después de 24
horas en la linea Caco-2 mediante Western-blot. En este estudio el pretratamiento de RSV
(100 uM) demostré una sobreexpresion de los receptores DR4 y DR5 en Caco-2 a las 48
horas al menos a nivel transcripcional (Figura 22) mientras que en la confirmacion mediante
inmunofluorescencia de la expresion de DRS (Figura 23B) no se observd significancia

estadistica contra el control.

Este trabajo propone al RSV como una alternativa para mejorar la actividad de
TRAIL, una terapia en desarrollo contra el cancer, la cual en nuestro equipo de trabajo ha
sido adecuada como terapia celular con CMM-TRAILs. Reportamos que nuestro sistema de
expresion para el cual se observo que la cantidad de TRAILs producida es suficiente para
incrementar la muerte celular tumoral posterior al pretratamiento con RSV en contraste con
el grupo sin pretratamiento. Uno de los mecanismos que identificamos aqui es la
sobreexpresion a nivel transcripcional de los receptores de muerte DR4 y DRS después de
48 horas del tratamiento con RSV, aunque los resultados a nivel traduccional no fueron
concluyentes. Cabe mencionar que existen otros mecanismos de sensibilizacion a TRAIL que
no fueron explorados en este proyecto y pudiera ser que alguno tenga influencia en los

resultados aqui reportados.
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11. CONCLUSION

El pretratamiento con RSV potencio el efecto citotoxico de TRAILs a las 48 horas en

Caco-2 y Huh-7, pero no en CMT-93.

No se observo un efecto sensibilizador a TRAILSs por el pretratamiento con EGCG a

las 48 horas en las lineas Caco-2 y Huh-7.

Se demostrd que el RSV a la concentracion de 100 uM fue capaz de incrementar la
expresion de los receptores DR4 y DRS, la cual se mantiene hasta las 48 horas. Sin embargo,

no se observo una diferencia significativa en la expresion proteica del receptor DRS.

Existen otros mecanismos que pudieran aumentar o disminuir la susceptibilidad a
TRAIL que no involucran un cambio en la expresion de los receptores de muerte celular, y
no fueron explorados en este proyecto, por lo que resulta pertinente considerar su evaluacion

en investigaciones posteriores.
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