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RESUMEN

Introduccidn: Los sarcomas de parte blandas (SPB) son neoplasias malignas de origen mesenquimal
entre los que encontramos mas de 50 subtipos diferentes clasificados desde el punto de vista molecular.
Los sarcomas se caracterizan por alteraciones moleculares en procesos celulares como la regulacion del
ciclo celular y la apoptosis con participacion en alguno de ellos de la via Wnt/APC/B-catenina, entre otras
vias de sefializacion. La activacién de la via candnica moviliza a la proteina B-catenina que controla el
programa transcripcional de dicha via. El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la inhibicién de
la via de Wnt para evaluar su potencial diana terapéutica en diferentes subtipos de sarcomas. Materiales
y métodos: Se utilizaron diferentes lineas de sarcomas de los subtipos, sarcoma sinovial, leiomiosarcoma
y fibrosarcoma. Las células fueron tratadas con diferentes inhibidores de la via de sefalizacién Wnt que
inhiben la acumulacién de B-catenina (XAV939, IWR-1) y la produccién del factor de crecimiento Wnt
(IWP2) para evaluar su efecto sobre la viabilidad. La viabilidad celular se determind con el kit CellTiter
96®AQueous One Solution. Resultados y discusidn: La viabilidad de las lineas celulares de sarcoma con
mutaciones en el gen APC u otras alteraciones de la via no se vio afectada por los inhibidores de la via
Whnt estudiados. Por el contrario, la viabilidad de las lineas celulares de sarcoma como los genes APC y 8-
CATENINA no mutados fue significativamente disminuida por dichos compuestos, lo que sugiere que la
sobreexpresion de B-catenina podria tener un papel importante en la viabilidad y proliferacién de ciertos
sarcomas. Conclusién: La inhibicidn de la via Wnt podria presentar una terapia alternativa para el

tratamiento de ciertos tipos de sarcomas de partes blandas.

ABSTRACT

Introduction: Soft Tissue Sarcomas (STS) are a heterogeneous group of mesenchymal malignancies
with more than 50 different subtypes, classified from the molecular perspective. Sarcomas are
characterized by molecular alterations in cellular processes, such as cell cycle regulation and apoptosis,
wherein Wnt/APC/B-catenina pathway, among other signaling pathways, is involved. Activation of the
canonical pathway mobilizes the B-catenin protein, which controls the transcriptional program activated
by this pathway. The aim of this work was to study the inhibition of Wnt potential as a therapeutic target
in different sarcomas. Material and method: Different cell lines representing different subtypes of
sarcomas, synovial sarcoma, leiomyosarcoma and fibrosarcoma, were used. Cells were treated with
different inhibitors of the Wnt signalling pathway to inhibit the accumulation of B-catenin (XAV939, IWR-
1) or the production of Wnt growth factor (IWP2) to evaluate their effect on cell viability. Cell proliferation
was determined with the kit CellTiter 96 AQueous One Solution. Results and discussion: The viability of
sarcoma cell lines with APC mutations in the APC gene or other alterations in the pathway was resistant to
inhibition of the Wnt/APC/B-catenin pathway. On Contrary, the viability of cells with wild-type APC and B-
CATENIN was significant reduced by these compounds, suggesting that B-catenin overexpression may play
an important role in the viability and proliferation of certain sarcomas. Conclusions: The inhibition of -
catenin and its transcriptional program in soft tissue sarcomas may represent a potential therapy for

certain STS.
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1. INTRODUCCION

I 1.1 Sarcomas

Los sarcomas de partes blandas (SPB) son tumores malignos de origen mesenquimal (tejidos no
epiteliales derivados de la capa mesodérmica embrionaria), entre los que se encuentran los
liposarcomas que se desarrollan en el tejido adiposo; los fibrosarcomas que derivan de tejidos
fibrosos y los leiomiosarcoma que surgen en el tejido muscular liso como los subtipos mas comunes

en los adultos *.

Estas neoplasias malignas afectan a alrededor de 200.000 pacientes nuevos al afio en todo el
mundo, aunque son mucho mas prevalentes que incidentes ®. Los sarcomas representan el 10% de
todos los canceres y sus tasas de mortalidad se aproximan al 50%. “* Los SPB son ligeramente mas
frecuentes en hombres que en mujeres, y pueden estar presentes en todas la edades, incluyendo en

nifios y adolescentes. La edad de maxima aparicién en adultos se encuentra entre los 40 y 60 afios °.

La mayoria de sarcomas son esporadicos con etiologia desconocida, pero hay varios sindromes
genéticos de predisposicion bien descritos como por ejemplo sindromes con cierto tipo de
translocaciones cromosdmicas (Ver mas abajo). Aunque se sospecha de la presencia de diversos
factores ambientales que participan en la sarcomatogénesis, sélo dos de ellos han demostrado que
promueven su desarrollo. Por una parte, el cloruro de vinilo, muy utilizado en la industria de plasticos
participa sobre todo en el desarrollo del angiosarcoma hepatico y por otra parte estd la radiacidn

ionizante, factor ambiental mdas comun que aumenta el riesgo al desarrollo de los sarcomas °.

Los sarcomas comprenden mas de 50 subtipos histoldgicos diferentes. A diferencia de la
mayoria de los tumores epiteliales, que se definen por el érgano de origen, los sarcomas pueden
clasificarse en dos grandes categorias desde el punto de vista molecular **. El primer grupo, que se
presenta con mayor frecuencia en nifos y adolescentes, esta formado por sarcomas con alteraciones
genéticas especificas y cariotipos casi-diploides, entre ellos destacan el sarcoma sinovial y el
liposarcoma. Estos sarcomas se caracterizan por presentar translocaciones cromosémicas
responsables de la formacién de genes de fusién. El producto de la transcripcién de estos genes
alterados son proteinas quiméricas, importantes en el desarrollo de los tumores puesto que actudan
como factores de transcripcion anormales que desregulan la transcripciéon de multiples genes

2,56

implicados en vias de sefializacién celular claves . La proteina transcripcional aberrante parece

importante para el mantenimiento del fenotipo maligno y determina el comportamiento del sarcoma
5
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después de su iniciacion. En la mayoria de casos, se trata de un evento aparentemente aleatorio,

pero en casos raros podria estar relacionado con dafios en el DNA inducidos por radioterapia °.

El segundo grupo, presente con mayor frecuencia en adultos, lo constituyen sarcomas con
alteraciones genéticas no especificas. Estos sarcomas carecen de translocaciones especificas y a
menudo presentan inestabilidad gendmica . Dentro de este grupo se encuentran los osteosarcomas,
de origen en el tejido 6seo, los angiosarcomas que se originan en la capa mas interna de los vasos
sanguineos; los leiomiosarcomas y los fibrosarcomas como los subtipos mas comunes. La inactivacion
de la proteina supresora de tumores p53 parece ser un factor de diferenciacién clave entre sarcomas
con alteraciones genéticas no especificas y complejidad en el cariotipo.® Por este motivo, no es de
extrafiar que los pacientes con retinoblastoma hereditario tengan un mayor riesgo a desarrollar

sarcomas, especialmente en los de tipo osteogénico °.

A pesar de las diferencias entre los distintos tipos de sarcomas y los avances en la terapia del
cancer, Unicamente algunos subtipos muy concretos de sarcomas poseen caracteristicas especificas
gue determinan su tratamiento. Sin embargo, actualmente la base del tratamiento para sarcomas
sigue siendo la reseccién quirurgica. La respuesta completa a la quimioterapia convencional es poco
frecuente. La radioterapia mejora el control local de los tumores de alto grado, sin embargo, el

control local no siempre se traduce con una mejor supervivencia en esta enfermedad * .

En la actualidad no hay pruebas convincentes de que la quimioterapia convencional altere la
historia natural de los SPB. Por lo tanto, se necesitan estrategias mas eficaces para mejorar el control

sistémico y local *.

I 1.1.1 Tratamiento estdndar de los sarcomas

A dia de hoy la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia son los tratamientos estandar para la
mayoria de los pacientes con sarcomas. Aunque el tratamiento mdas comun es la reseccién completa
del tumor mediante la intervencién quirdrgica, la quimioterapia es actualmente el tratamiento mas
utilizado en pacientes con enfermedad avanzada inoperable o con metdastasis. La quimioterapia

convencional como tratamiento tiene una gran variabilidad entre los diferentes sarcomas ’.

La mayoria de los sarcomas que se desarrollan en nifios y adolescentes como los
rabdomiosarcomas, derivados del musculo estriado; los osteosarcomas y los sarcomas de Ewing,

clasificados como tumores 6seos a pesar de tener origen tanto mesodérmico como ectodérmico, son

6
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muy sensibles a la quimioterapia, con tasas de supervivencia libre de enfermedad de
aproximadamente el 75% a los 5 afios. Por el contrario, la quimioterapia basada en doxorrubicina e
ifosfamida en sarcomas de alto grado en adultos, tales como liposarcomas, que derivan del tejido
adiposo; fibrosarcoma y sarcoma sinovial, con origen en el liquido sinovial, en general no conllevan
grandes resultados ’. La doxorrubicina pertenece a la familia de las antracinas y sus principales
mecanismos antitumorales son la interaccién con el ADN por intercalacion y bloqueo de la sintesis de
ADN, ARN, o ambos. La ifosfamida es un agente alquilante. Ambos compuestos muestran tasas de
respuesta que oscilan entre el 10% y el 25 % en sarcomas avanzados. Sin embargo, la combinacién de
ambos no mejora la tasa de supervivencia. Ademas de estos farmacos, existen otros compuestos en
el tratamiento de sarcomas avanzados, entre los que podemos destacar la dacarbazina, gemcitabina

y taxanos, entre muchos otros ".

A pesar de que en los Ultimos anos, el nUumero y la variedad de opciones de tratamiento para los
pacientes de cancer se han incrementado significativamente, efectos secundarios tales como la
cardiotoxicidad pueden restringir el uso de algunas terapias oncogénicas. Estos efectos secundarios
se estan convirtiendo en factores importantes que afectan a la morbilidad y la mortalidad de los
pacientes que sobreviven al cancer °. Estos eventos cardiotdxicos se clasifican generalmente por su
momento de aparicion, aguda (ocurre durante o inmediatamente después del tratamiento), precoz
(que ocurre dentro de 1 afio de exposicidn) o tardia (que se producen 1 o mas afios después de la
exposicion inicial). La disfuncidn cardiaca a corto y largo plazo durante el tratamiento oncoldgico se
puede manifestar de varias maneras diferentes. Las arritmias cardiacas, alteraciones del
electrocardiograma, el sindrome de pericarditis-miocarditis y otras manifestaciones son las mas
comunes, y se manifiestan clinicamente como disminucidn del rendimiento, dificultad para respirar,
aumento de peso y edema han sido descritas como formas tempranas. Dentro de los
guimioterapicos que producen cardiotoxicidad elevada, se pueden destacar a las antraciclinas, donde
encontramos la doxorrubicina y la epirrubicina, y a los taxanos entre otros. Las terapias de
combinacion pueden aumentar adin mds la cardiotoxicidad a corto y largo plazo. Complicaciones
cardiotoxicas tardias se han observado en el 8,3% de los pacientes hasta 30 después de someterse al

tratamiento. Los factores genéticos parecen aumentar la probabilidad de efectos secundarios ™.

Los mecanismos de la lesion cardiaca después de la quimioterapia son muy diferentes de los que
participan en la miocardiopatia isquémica o genética. Aunque los mecanismos moleculares vy
genéticos de la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas no se conocen del todo, se cree que la
topoisomerasa-lIB (Top2b) tiene un papel central. La doxorrubicina ademas de ser un agente de
intercalacion potente de ADN, se une e inhibe a la enzima topoisomerasa-IIB. Al actuar sobre Top2b
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se promueve la ruptura de la cadena de ADN, lo que conlleva la produccién de radiales libres de
oxigeno y una biogénesis mitocondrial defectuosa. Estudios recientes muestran que la deleccién de
Top2b en ratdn protege a los cardiomiocitos de estas rupturas causadas por la doxorrubicina.
Ademas, esta deleccién de Top2b protege a los ratones de la cardiotoxicidad provocada por este
compuesto antitumoral 2.

Por todo ello existe la necesidad de mejorar las terapias actuales y decantarse por terapias mas
dirigidas. Este hecho es especialmente relevante, ya que se ha demostrado que las terapias
moleculares dirigidas son eficaces en determinados tipos de sarcomas como es el caso del imatinib
en los tumores de estroma gastrointestinal (GIST) que alcanza una respuesta parcial o enfermedad
estable en aproximadamente el 80% de los pacientes con GIST avanzado o metastasico, a menudo en

cuestidn de dias, con algunos pacientes en tratamiento durante diez afios *°.

I 1.2. Via Wnt /APC/B-catenina: implicacion en la sarcomatogénesis

| 1.2.1 Via Wnt/APC/[-catenina:

La sefializacién Wnt es una de las vias de transduccién de sefial mas conservadas en la evolucién
y desempefia un papel esencial en varios procesos bioldgicos, entre ellos la homeostasia del tejido
adulto y el desarrollo embrionario, donde es uno de los mecanismos fundamentales de proliferacién

y polaridad celular y determinacién de destino celular ***°.

Whnt es una familia de 19 factores de crecimiento glicoprotéicos que tienen un papel crucial en
diversos procesos bioldgicos, en particular: en la biologia de las células madre; desarrollo y
diferenciacidn cardiaca; angiogénesis y envejecimiento, entre otros. Una perturbacion de los niveles
de ligandos Wnt o una alteracidn de las proteinas necesarias para la transduccion de su sefial pueden
provocar un defecto en el desarrollo embrionario o contribuir a la etiologia del cancer en adultos. *°
Su sefializacién celular se diversifica en almenos tres ramas: la via candnica Wnt/B-catenina, la via no

candnica de la polaridad planar, y la via Wnt/Ca** V7.

La activacion de la via candnica, en la que se centra este trabajo, moviliza a la proteina B-
catenina, que controla el programa transcripcional activado por dicha via. La mayoria de B-catenina

enddgena se encuentra en las uniones adherentes de las células epiteliales, donde interacciona con
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E-cadherina y a-cadherina para contribuir a la adhesién celular. En todas las células, la B- catenina

que no esta asociada a cadherinas se degrada rapidamente por el proteosoma en el citoplasma ™.

En ausencia de Wnt, la proteina citoplasmatica B-catenina se degrada completamente por la
accién de un complejo de destruccidon, constituido por los supresores tumorales Axina vy
adenomatous poliposis coli (APC) y por las proteinas caseina quinasa 1 (CK1) y glucégeno sintasa
quinasa 3-beta (GSK3B) (Fig. 1) . Las quinasas CK1 y GSK3B fosforilan secuencialmente residuos
conservados de Ser-33 y 37 y Thr-41 en el extremo amino terminal de B-catenina, lo provoca que
ésta sea reconocida por la subunidad E3 de la ubiquitina ligasa B-Trcp, quien la poliubiquitiniza y

15,17

favorece posteriormente su degradacién proteolitica por el proteosoma . Esta eliminacion

continua de B- catenina le impide su translocacién al ntcleo *.

La via de transduccidon Wnt se activa cuando un ligando Wnt se une a un receptor Frizzled (Fz) de
siete pasos transmembrana y su correceptor LRP5/6, proteina receptora relacionada con el receptor
LDL, con un Unico paso transmembranal . La formacién del complejo Wnt-Fz-LRP6 induce la
fosforilacién del dominio intracelular de LRP5/6 a través de acciones combinadas de CK1 y GSK3. El
domino LRP5/6 hiperfosforilado se une a la proteina Axina con alta afinidad y ésta es inactivada y/o
degradada, alejandola del complejo de destruccidon *®. Puesto que la concentracion de Axina es
limitante en la célula, su uniéon a Fz-LRP5/6 provoca que el complejo de degradacién se inactive
bloqueando la degradacion de p-catenina. La sefializacién también requiere la proteina
citoplasmatica Dishevelled (DSH), que como Axina, es reclutada rapidamente por el receptor Frizzled
y resulta fosforilada. DSH bloquea la degradacién de B-catenina, posiblemente desplazando GSK3B
de Axina™"""®. Todos estos eventos conducen a la inhibicién del complejo de destruccién y provoca
la acumulacién de B-catenina en el citoplasma y su translocacién al nicleo. En el nucleo B- cetanina
se une a los factores de transcripcion TCF/LEF y al DNA y activa la expresion de genes diana Wnt que
promueven la supervivencia, proliferacion y diferenciacidn celular, entre los que podemos destacar la
CICLINA D1, C-MYC, TCF-1 y CDC25A > En ausencia de la sefial de Wnt, las proteinas TCF/LEF
reprimen la expresion de sus genes diana a través de la unién a co-represores transcripcionales como

1.
Groucho.™
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Proteasomal
Degradation

Target genes
CICLINA D1 c-MYC
TCF-1 CDC25A

Destruction Complex @

Figura 1. Regulacion de la via de sefializacion Wnt.

Los reguladores clave de la via de safializacion a través de Wnt se encuentran en la membrana plasmatica y formando
un complejo en el citoplasma. En ausencia de ligandos Wnt, B-Catenina se une a un complejo de destruccién formado por
APC, axina, CK1 y GSK3pB, que marca a B-catenina para ser degradada en los proteosomas ("OFF"). La sefializacion de Wnt
promueve la fosforilacion de CK1 y GSK3pB y la hiperfosforilacion de LRP5 / 6 y DSH que reclutan conjuntamente Axina al
complejo receptor en la membrana plasmatica ("ON"), donde se somete a la degradacién proteolitica. -Catenina al no ser
fosforilada no se acumula en el citoplasma y se transloca al nicleo donde se une a las proteinas de unién al DNA, TCF/LEF y
activa la expresién de los genes diana Wnt ¥ Imagen modificada de: Willert K, Jones KA. Wnt signaling: is the party in the
nucleus? Genes Dev. 2006,20(11):1394-1404

] 1.2.2 Via Wnty cancer

El control y la coordinacion de la via Wnt son necesarios para mantener el equilibrio entre la
proliferacién y diferenciacién celular, mecanismos fundamentales tanto durante el desarrollo
embrionarios como en la vida adulta, como parte de la regeneracion celular y homeostasis de los
tejidos *°. La via Wnt/B-catenina esta implicada en el mantenimiento de tejidos y células progenitoras
de los tejidos epiteliales incluyendo el tracto gastrointestinal, la piel, la glandula mamaria y el pulmén
% Ciertos carcinomas que surgen de estos mismos tejidos a menudo muestran una activacion
aberrante de dicha via de transduccién de sefial por mecanismos como mutaciones en las proteinas

APC, B-catenina o Axina, entre otros, y/o a través de la activacion autocrina de Wnt 120
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La alta frecuencia de mutaciones en la via Wnt en muchos tipos de cancer resalta la importancia

de la via de sefializacion Wnt/B- catenina en la carcinogénesis *°

. En este contexto, la primera
conexion entre la sefializacion aberrante Wnt/B- catenina y el cancer colorrectal se encuentra en la
poliposis adenomatosa familiar (FAP), enfermedad de herencia autosémica dominante en la que se
presenta una mutacién en el gen APC. Los pacientes que heredan un alelo APC mutado desarrollan
cientos de pdlipos en el colon que a edad temprana se transforman en cancer, debido a la
acumulacién de B-catenina nuclear *°. En otros carcinomas colorectales se pueden encontrar otras

mutaciones en esta via de senalizacion, como por ejemplo mutaciones estabilizantes de B- catenina o

mutaciones en el complejo de destruccién de B-catenina formado por APC/Axina/ GSK3pB *.

Sorprendentemente, algunos tumores pueden surgir como consecuencia de la pérdida selectiva
de la sefalizacion de Wnt/B-catenina. Un tercio de los tumores en glandulas sebaceas contienen una
doble mutacién en el factor de transcripcion LEF-1 que deteriora su capacidad de unién a B-catenina,
lo que provoca que funcione como un inhibidor de la sefializacién. La pérdida de sefalizacidn Wnt se
correlaciona con la expresion de proteinas marcadoras sebaceas que expresan una forma truncada

del extremo N-terminal de LEF-1 2.

Aunque las mutaciones en los genes tales como LRP5 y LRP6 se cree que inhiben la sefializacion
de Wnt y no se han caracterizado en céncer, pero si se han identificado en otros trastornos,

incluyendo enfermedades de la arteria coronaria y desérdenes neurodegenerativos *° .

La sefalizacidon Wnt estd también implicada en las vias de desarrollo que regulan la
autorrenovacion y diferenciacion de las células madre mesenquimales (MSC). Las MSC aisladas de la
médula ésea pueden diferenciarse dando lugar a los tejidos dseo, adiposo, conectivo, condrogénico y
miogénico °. Al ser la via Wnt un elemento comin en la regulacién de la renovacién celular de
células madre, y a su vez estar implicada en mantenimiento de células cancerosas, la capacidad de

modular la via Wnt, ya sea positiva o negativamente puede ser de gran relevancia terapéutica.

I 1.2.3 Via Wnt y sarcomas

El conocimiento acerca de la implicacion de la via de transducciéon de sefial Wnt en Ia
sarcomatogénesis es, a dia de hoy, limitado. Por ahora se sabe que los sarcomas se inician
comunmente a partir de la regulacidon positiva de la sefalizacion de Wnt autocrina, y con menos
frecuencia de mutaciones en los componentes intracelulares, de una célula madre mesenquimal
asociado con su expansion clonal y de la acumulacidn de alteraciones adicionales que contribuyen a

la transformacién maligna .

11
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Su implicacidn en el osteosarcoma ha sido hasta el momento lo que mds se ha estudiado, ya
que esta via juega un papel importante en la diferenciacion ésea, proliferacion y apoptosis de
osteocitos. El osteosarcoma es el tipo mds comun de cancer de hueso primario, con un pico de
incidencia en la adolescencia. Este tumor tiene una alta propensién a la invasion local y metastasis a
distancia, siendo la mas comun, la metastasis pulmonar, presenten en aproximadamente el 80% de
los pacientes. Aunque la cirugia y el tratamiento con quimioterapia alcanzan curar entre el 60 y 70%

de los casos, la supervivencia a largo plazo para los pacientes con recaida es inicamente del 20% *.

La sefializacidn candnica de Wnt juega un papel crucial en el desarrollo del hueso. Se requiere de
esta via para la iniciacion, establecimiento del patron de crecimiento dseo y para la morfogénesis.

22233 Estudios

Ademas tiene relevancia en el proceso de regeneracién dsea (reparacion de fracturas)
recientes demuestran que la via Wnt estd implicada criticamente en tumores malignos de hueso. La
sobreexpresion de numerosos componentes de esta via, ligandos Wnt y receptores Fz y LRP5/6,

conlleva a la desregulacién de la sefializacién de B-catenina y esta presente en los osteosarcomas > .

Aparte de los osteosarcomas, estudios recientes resaltan el importante papel potencial de la
sefializacién Wnt en el desarrollo de otros sarcomas '. En este contexto, se ha demostrado la
desregulacién de la via Wnt candnica en sarcomas sinoviales, liposarcomas vy fibrosarcomas **. En
ellos se ha descrito la activacién de la via de sefializacién Wnt por via autocrina y por la presencia de
B-catenina nuclear. Ademas y en contraposicion a lo que ocurre en el cancer de colon, en el cual las
principales dianas transcripcionales son C-MYC, TFC-1 y CICLINA D1, se ha descrito que en sarcomas
la diana transcripcional clave para su progresion es CDC25A., cuya expresién es regulada por B-
catenina. En conjunto, estos datos apoyan la implicacion de la via Wnt en la sarcomatogénesis y el
potencial de la inhibicidn de esta via como estrategia terapéutica *°. En todos ellos se ha descrito la
participacion de mutaciones y / o niveles de expresion alterados de los reguladores y genes diana de
la via. Como mecanismo diferenciador de otros tipos de tumores en los que la activacion de la via se
da por mutacién en determinados componentes, en sarcomas el mecanismo de activacion principal

se da también por via autocrina por la sobreexpresién de los factores secretados Wnt .

] 1.2.4 Nuevas moléculas inhibidoras de la via Wnt

Ya que la desregulacion de la via de sefializacion Wnt a través de mutaciones y expresion

diferencial de proteinas de la via puede conducir a respuestas Unicas en diferentes tipos de
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sarcomas, la identificacion de pequefias moléculas dirigidas a componentes especificos de la via
puede ser terapéuticamente atil * .

Como se ha comentado anteriormente una caracteristica clave de la via es la destruccion de B-
catenina por el complejo de destruccién para evitar su acumulacion en el citoplasma vy
consecuentemente su translocacién al nudcleo. El ensamblaje eficiente de este complejo de
destruccién depende de la estabilidad de sus componentes principales. Axina ha sido identificada
como el factor limitante en la regulacidn eficaz del complejo de destruccion en lineas celulares que
expresan mutaciones en APC. Por este motivo se cree que la regulacidon de los niveles de Axina es
fundamental para poder asegurar una correcta sefializacion Wnt. Sin embargo, estos mecanismos
moleculares de regulacion homeostatica entre la activaciéon e inhibicion en el complejo de

destruccidn son dificiles de alcanzar.?®

Recientemente, se ha identificado un compuesto de bajo peso molecular, llamado XAV939, que
puede prolongar la vida media de la proteina Axina y promover la degradacién de B-catenina a través
de la inhibicién de Tanquirasas (Tnks) (Fig. 2) *°. Tnks 1 y 2 son proteinas de poliribosa-adenosin
fosfato, con actividad polimerasa 27 Estan involucradas en la via en una variedad de cénceres,
incluyendo el mieloma multiple, leiomioma, leucemia, linfomas, cdncer de mama, cancer de colony

2829 | as Tnks se unen directamente a la

cancer de vejiga de alto grado no Hodgkin y neuroblastomas
proteina Axina. La unidn entre Axina y Tnks se realiza a través de su dominio TBD, dominio de unidn a
Tanquirasa, lo que provoca la disminucidn de los niveles intracelulares de Axina *°. El resultado de la
accion de Tnks sobre la proteina Axina conlleva la acumulacidon de B-catenina en el nlcleo, al no
haber Axina suficiente para formar el complejo de destruccién *®. Diversos articulos demuestran una
inhibicion de la proliferaciéon celular en células tumorales de neuroblastomas, cancer de colon,
cancer de pulmoén, cancer de mama y leucemias después del tratamiento con XAV939, que evita la

acumulacién de B-catenina (Fig. 3) ****,

Otro compuesto llamado IWR1, que forma parte de la familia de inhibidores IWR, inhibidores
gue también modula el funcionamiento de la via Wnt (Fig. 2). Este compuesto, al igual que XAV939,
también inhibe la acumulacién de B-catenina citoplasmatica por unién a Tnks, aumentando la

estabilidad del complejo de destruccidn por unién a Axina (Fig. 3) .

Por ultimo, el compuesto IWP2 pertenece a la familia de inhibidores IWP, inhibidores que
actan sobre la produccion de Wnt (Fig. 2) ** .Esta pequefia molécula tiene como diana molecular la
porcupina (Porcn), miembro de la familia de O-aciltransferasa unidas a la membrana plasmatica. Esta
aciltransferasa cataliza la palmitoilaciéon de Wnt, que es esencial para su poder de sefializacion (Fig.3)
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3334 puesto que Porcn no tiene ninguna funcidn conocida mas alla de su papel en la biogénesis de

los Wnt, actualmente se cree que la inhibicion de Porcn podria ser una estrategia efectiva para la

supresion de la sefializacion Wnt en términos generales y por tanto tener aplicaciones

anticancerigenas ** .

HO }_@_CFS @'@ O_:i QfNO 0.
ﬁ939 H IWR-1 8 NT;ENW@

Figura 2. Pequeiias moléculas inhibidoras de la senalizacion Wnt. #*

Destruction Complex @ nucleus Target genes
CICLINA D1 c-MYC

TCF-1 CDC25A

—

Figura 3.Descripcion general de la regulacion de la sefializacion Wnt por moléculas inhibidoras pequerias.

XAV939 e IWR1 son inhibidores de respuesta a Wnt. Estos acttan sobre la proteina Axina, prolongando su vida media a
través de la inhibicién de Tanquirasas (Tnks). De esta manera se promueve la formacion del complejo de destruccion de B-
catenina, evitando asi la proliferacién celular 2633 IWP-2, inhibidor que actua sobre la produccién de Wnt, actua sobre la
proteinas porcupina (Porcn) encargada de la palmitoilaciéon de Wnt, esencial para la sefializacién. De esta manera IWP-2
impediria que el ligando se uniera al receptor Frizzled (Fz) 3, Imagen modificada de: Willert K, Jones KA. Wnt signaling: is

the party in the nucleus? Genes Dev. 2006;20(11):1394-1404
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2. OBJETIVO

El principal objetivo de este trabajo ha sido evaluar el potencial de la inhibicién de la via de

sefializacion Wnt como diana terapéutica en sarcomas mediante el estudio de la viabilidad celular.

Para poder alcanzar dicho objetivo se ha estudiado in vitro el efecto en la viabilidad celular de
nuevos inhibidores de la via Wnt, como son los compuestos XAV939, IWR-1 y IWP-2, sobre diferentes

lineas celulares de sarcomas.

3. MATERIALES Y METODOS

I 3.1. Cultivo celular

Las lineas celulares humanas utilizadas en el presente estudio fueron SW982 (Sarcoma sinovial),
SK-UT-1 (Leiomiosarcoma) y HT1080 (Fibrosarcoma) (Tabla 1). Todas las lineas se obtuvieron de la

American Type Culture Collection (Manassas, VA).

Las células de sarcoma sinovial se cultivaron en medio L-15 de Leibovitz (Invitrogen SA,
Barcelona, Espafia), mientras que las células de leiomiosarcoma se cultivaron en medio DMEM (del
inglés”Dulbecco's Modified Eagle Medium“ LabClinics SA, Barcelona, Espafia), rico en glucosa 4,5 g/l y
suplementado con aminoacidos no esenciales (dilucién 1:100) y piruvato de sodio a 1 mM . Por otra
parte, las células de fibrosarcoma se cultivaron en medio EMEM (del inglés”Eagle's minimal essential

medium® LabClinics SA)

Los tres medios de cultivo contenian L-glutamina a 2mM y se complementaron con 10 % (v/v) de
suero fetal bovino (LabClinics SA) , 100 unidades / ml de penicilina y 100 pg / ml de estreptomicina
(Invitrogen SA) y HEPES (del inglés “4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-sulfonic acid “ a 1mM
Sigma-Aldrich, Madrid , Espaia).

Las células fueron mantenidas en un incubador a 372 C, con un 5% de CO, y en una atmdsfera

humeda.
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Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares *

MUTACIONES
TIPO LINEA CELULAR TEJIDO DE ORIGEN .
GENETICAS

B-RAF
Sarcoma sinovial SW982 Liquido sinovial CDKN2A

RB1
APC
L , . , TP53
Leiomiosarcoma SK-UT-1 Musculo liso (Utero) P12CA

PTEN

PTEN
BRAF
Fibrosarcoma HT1080 Tejido conectivo (6seo)
CDKN2A

TP53

* Informacion obtenida de:

Sanger Institute, Cancer Cell Line Project:http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cell_lines/

I 3.2. Tratamientos

Las células de sarcoma sinovial, leiomiosarcoma y fibrosarcoma se sembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de entre 8:10% - 10-10° células por pocillo en 200 pl de su respectivo medio

de cultivo y se cultivaron durante 24h.

Una vez que las células tumorales alcanzaron un 60-70% de confluencia fueron tratadas con
concentraciones crecientes (0,5 — 50 uM) de los nuevos farmacos inhibidores de la via Wnt: XAV939
(Sigma-Aldrich), IWR-1 (Sigma-Aldrich) y IWP-2 (Sigma-Aldrich). En todos los tratamientos las
soluciones madre de los farmacos se prepararon a 20 mM (XAV939), 25 mM (IWR-1) y 10 mM (IWP-
2) en dimetilsulféxido (DMSO).

La concentracion final de DMSO utilizada con las células a las diferentes concentraciones de los
inhibidores estudiados fue de 0,5%. Para poder comparar las células del grupo vehiculo con las

células tratadas, las células vehiculo se trataron con DMSO al 0,5 %. En experimentos previos se
16
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demostré que una concentracion del 0,5 % de DMSO no tiene ningun efecto sobre la viabilidad de

ninguna de las lineas estudiadas.

I 3.3. Viabilidad celular

Para probar el efecto de los inhibidores XAV939, IWR-1 y IWP-2 en la proliferacién celular, las
células fueron expuestas a concentraciones crecientes de XAV939, IWR-1 y IWP-2 (0,5 a 50 uM)
durante 48 y 72h. Asimismo en el grupo vehiculo se trataron las células con DMSO (0,5%).
Transcurrido este tiempo, la viabilidad celular se determind con el kit CellTiter 96® AQueous One
Solution (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Se midié la absorbancia a 490 nm en las
tres lineas celulares en un lector de placas ELISA (Lector PowerWave XS, Bio-tek Instruments, Inc.,

USA).

El kit CellTiter 96® AQueous One Solution es un método colorimétrico para determinar el
numero de células viables en ensayos de proliferacién o citotoxicidad. El kit contiene un compuesto
de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, con sal
interna (MTS) y un reactivo de acoplamiento de electrones, etosulfato de fenazina (PES). El
compuesto de tetrazolio MTS es bioreducido por las células en un producto coloreado que es soluble
en medio de cultivo llamado fomazan (Fig. 4). Esta conversidn se lleva a cabo por NADPH o NADH
producido por enzimas deshidrogenasa en las células metabdlicamente activas. La cantidad de
producto formazan es medida por la absorbancia a 490 nm y es directamente proporcional al

numero de células vivas en el cultivo.

La media del porcentaje de supervivencia de las células tratadas en relacién con la de las células

vehiculo se estimo a partir de tres experimentos independientes, realizados por cuadriplicado.

OCH,COOH so7 OCH,COOH

Nes SN N@’S%

Formazan

=
e
w
Y
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I 3.4. Analisis de datos

Los resultados estan expresados como la media + SEM del inglés “Standard Error of Mean”. Para
llevar a cabo la estadistica se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA) seguido del test Bonferroni

para comparaciones multiples.

Las diferencias entre los distintos grupos fueron consideradas significativas con un nivel de
probabilidad (P) inferior a 0,05, P <0,05. Todos los resultados se calcularon con los programas
Microsoft Excel de Microsoft Corporation, (Redmond, Washington, USA) y GraphPad Prism de
GraphPad Software, Inc. (San Diego, CA, USA).

4. RESULTADOS

El efecto sobra la viabilidad de las células en sarcoma sinovial SW982, de leiomiosarcoma SK-UT-
1 y fibrosarcoma HT1080 de los compuestos XAV939, IWR-1 y IWP-2 fue determinado durante un
periodo de 48y 72 h.

En células de sarcoma sinovial SW982 el compuesto XAV939 a las concentraciones entre 1y 50
UM no inhibié significativamente la viabilidad celular a 48 h (inhibiciéon de un 4,3 + 0,90 % de la
proliferacién a 30 uM y de un 12,0 £ 6,71 % a 50 uM). Sin embargo a 72 h de tratamiento, XAV939 a
30 y a 50 pM disminuyé la viabilidad de manera significativa un 23,4 + 11,64 % y 44,1 + 4,68 %,

respectivamente, comparando las células tratadas con el vehiculo (control) (Fig. 5 A).

En las células de leiomiosarcoma SK-UT-1 no se observd ningln efecto significativo sobre su

viabilidad al ser tratadas con XAV939 a ninguna de las concentraciones estudiadas (Fig. 5 B).

Finalmente, en el tratamiento de las células de fibrosarcoma HT1080 con el farmaco XAV939, a
partir de una concentracién de 0,5 uM ya se pudo observar uns disminucién significativa de la
viabilidad celular de un 20,0 + 3,79 % a las 48 h de tratamiento. A medida que se aumentod la
concentracién del compuesto se pudo apreciar una disminucién progresiva de la viabilidad, hasta
alcanzar a 50 uM un porcentaje del 74.6 + 2,74 % de disminucidn con respecto a las células control.
Aunque a las 72 h y a bajas concentraciones no se observd esta inhibicion de la viabilidad tan
acusada del tratamiento, XAV939 a 5, 10 y 50 uM también inhibidé a este tiempo un 53.9 + 4,07 %,

59.4 +£5,16% y 77.7 £ 0,45 %, respectivamente, la viabilidad de estas células (Fig. 5 C).
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Sinovial sarcoma cell line SW982
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Figura 5. Efecto del tratamiento con el compuesto XAV939 sobre la viabilidad de lineas celulares de sarcomas.

Viabilidad celular estimada a partir del kit CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega) (descrito en Materiales y
Métodos) después de 48 h (izquierda) y 72 h (derecha) de tratamiento con vehiculo ( 0,5% DMSO) o XAV939 (0,5 - 50 uM)
en A) células SW982 de sarcoma sinovial, B) células SK-UT1 de leiomiosarcoma y C) células HT-1080 de fibrosarcoma. Cada
columna representa la media + SEM de tres experimentos independientes por cuadriplicado. P < 0,05 vy P < 0,001
comparando con las células tratadas con el vehiculo.
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La inhibicion de la viabilidad por el compuesto IWR-1 a una concentracién de 30 uM en células
de sarcoma sinovial SW982 alcanzé un 27,9 = 4,70 % significativo de muerte celular respecto al
vehiculo a las 48 h de tratamiento, mientras que a 50 uM la viabilidad disminuyé de manera
significativa un 25,5 + 4,69 %. Por otra parte el efecto inhibitorio de este compuesto se acentué a las
72 h de tratamiento, observdndose un aumento significativo de la inhibicién de la viabilidad de un
22,1+3,02%yun42,9 + 3,94 % a 30 uM y 50 uM respectivamente, comparando las células tratadas

con el vehiculo (Fig. 6 A).

La inhibicién de la viabilidad en células leiomiosarcoma SK-UT-1 causada por el tratamiento con
el compuesto IWR-1 alcanzd un porcentaje significativo maximo de inhibicién de un 38,5 + 3,47 % a
las 48 h de tratamiento. De manera parecida a las 72 h de tratamiento con 30 uM y 50 uM del
compuesto se obtuvo una disminucién significativa de la proliferacion celular de un 22,5 +2,81 %y
29,0 + 2,96 % respectivamente, comparando las células tratadas con el vehiculo a las

concentraciones de (Fig. 6 B).

En ultimo lugar, en el tratamiento con el compuesto IWR-1 en células de fibrosarcoma HT1080
se observd un descenso significativo maximo en la viabilidad celular de un 30,7 £ 8,00 % a 10 uM
después de 48 de tratamiento, con respecto al control. No obstante a las 72 h de tratamiento el
efecto inhibitorio del compuesto no fue significativo, llegando Unicamente a alcanzar un 9,29 + 4,98
% a una concentracion de 10 uM y un 21,0 + 9,68 % a una concentracion de 50 UM, comparando las

células tratadas con el vehiculo (Fig. 6 C).
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Sinovial sarcoma cell line SW982

1401 48h

120

Viability
(% of vehicle)

40

20

100{ ——
80

60

140+

120+

Viability
(% of vehicle)

401

20+

100+

801

60+

Viability
(% of vehicle)

IWR-1

Leiomyosarcoma cell line SK-UT-1

48 h

Viability
(% of vehicle)

IWR-1

Fibrosarcoma cell line HT1080

140+

120+

100+

80+

60+

Viability
(% of vehicle)

401

201

48 h

v 0.5 1 5

Viability
(% of vehicle)

IWR-1

Andrea Ochoa Alcald

Sinovial sarcoma cell line SW872

1401 72h
1204
1001 ——
*kk
801
*hk
607
401
201
oy 1 5 10 30 50 uM
IWR-1
Leiomyosarcoma cell line SK-UT-1
1404 72h
1204
100{ —-
801 _ =
60+
401
20+
R 1 5 10 30 50 WM
IWR-1
Fibrosarcoma cell line HT1080
1404 72h
1204
1004 T
801
60+
401
20+
R 1 5 10 30 50 WM
IWR-1

Figura 6. Efecto del tratamiento con el compuesto IWR-1 sobre la viabilidad de lineas celulares de sarcomas.

Viabilidad celular estimada a partir del kit CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega) (descrito en Materiales y
Métodos) después de 48 h (izquierda) y 72 h (derecha) de tratamiento con vehiculo (0,5% DMSO) o IWR-1 (0,5 - 50 uM) en
A) células SW982 de sarcoma sinovial, B) células SK-UT1 de leiomiosarcoma y C) células HT-1080 de fibrosarcoma. Cada
columna representa la media + SEM de tres experimentos independientes por cuadriplicado. P < 0,05, “p<0.01 y p<

0,001 comparando con las células tratadas con el vehiculo.
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En el tratamiento con el compuesto IWP-2 en células de sarcoma sinovial SW982 se observo un
descenso no significativo en la viabilidad a las 48 h de tratamiento de un 8,58 + 7,29 % y un 13,93
2,64 % a concentraciones de 5y 10 uM, respectivamente, con respecto al vehiculo. Por otra parte a
concentraciones > 30 UM aunque se alcanzaron descensos significativos en la proliferacién de un
33,27 + 4,62 %, comparando las células tratadas con el vehiculo, al microscopio dptico se observo la
presencia de cristales, posiblemente debido a la precipitacidon del compuesto en el medio de cultivo,

por lo que estos resultados no se tuvieron en cuenta ( Fig. 7 A).

En las células de leiomiosarcoma SK-UT-1 no se observd ningln efecto significativo sobre su
viabilidad al ser tratadas con IWP-2 a ninguna de las concentraciones estudiadas ni a las 48 h ni a las
72 h de tratamiento (inhibicidn de un 6,2 + 3,34 % de la proliferacion a5 uM y de un 10,0 £+ 4,03 % a

10 uM a las 72 h, con respecto al vehiculo) (Fig. 7 B).

Finalmente, en las células de fibrosarcoma HT1080 tratadas con el compuesto IWP2, tampoco se
observaron efectos inhibitorios sobra la viabilidad, obteniéndose un porcentaje de inhibicién a las 48
h de tratamiento de un 7,5 + 4,54 % y de un 7,6 + 3,48 % a 5 y 10 uM, respectivamente y un
porcentaje de inhibiciéon de un 5,75 + 3,02 % y de un 10,9 + 1,94 % a las 72 h a las concentraciones de

5y 10 uM, respectivamente, comparando las células tratadas con el vehiculo (Fig. 7 C).
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Figura 7. Efecto del tratamiento con el compuesto IWP-2 sobre la viabilidad de lineas celulares de sarcomas.
Viabilidad celular estimada a partir del kit CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega) (descrito en Materiales y
Métodos) después de 48 h (izquierda) y 72 h (derecha) de tratamiento con vehiculo (0,5% DMSO) o IWR-1 (0,5 - 50 uM) en
A) células SW982 de sarcoma sinovial, B) células SK-UT1 de leiomiosarcoma y C) células HT-1080 de fibrosarcoma. Cada

uM

columna representa la media + SEM de tres experimentos independientes por cuadriplicado. "p<0.01 comparando con las

células tratadas con el vehiculo.
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5. DISCUSION

Debido a la actual necesidad de mejorar las terapias actuales contra el cancer, actualmente se
estan investigando terapias moleculares dirigidas contra los diferentes tumores ’. Comprobada la
implicacion de la via de proliferacién Wnt en ciertos tumores, a través de mutaciones y expresion
diferencial de proteinas de la via se han identificado una serie de pequefias moléculas dirigidas a
componentes especificos de la via Wnt '°. Se cree que esta serie de compuestos sera capaz de
provocar una desregulacion en esta via de sefalizacion, por tanto, son prometedoras como agentes
terapéuticos contra el cancer. Sin embargo su capacidad para actuar para inhibir los componentes de
la via Wnt podria verse limitada por el gran tamafio de las proteinas que intervienen en la
transduccion de sefiales a nivel del complejo de destruccién B-catenina y las complejas interacciones
entre B-catenina/TCF/Lef. Se han logrado algunos avances al disefiar compuestos dirigidos contra
estas interacciones, pero esos compuestos no han demostrado aun la eficacia in vivo *’. Aunque

7232633 " an este trabajo hemos evaluado el efecto de los

existe una gran variedad de compuestos,
compuestos XAV939, IWR-1 e IWP2 sobre la viabilidad de distintas lineas celulares de sarcoma que

representan a distintos subtipos de dichos tumores.

En primer lugar XAV939 e IWR1 son inhibidores de respuesta Wnt. Estos actdan sobre la
proteina Axina, prolongando su vida media a través de la inhibicién de Tanquirasas (Tnks). De esta
manera se promueve la formacion del complejo de destruccidon de B-catenina, constituido por los
supresores tumorales Axina y adenomatous poliposis coli (APC) y por las proteinas caseina quinasa 1
(CK1) y glucégeno sintasa quinasa 3-beta (GSK3p), evitando asi la proliferacién celular ***. Por otra
parte, IWP-2 es un inhibidor que actta sobre la produccién de Wnt. Este actta sobre la proteinas
porcupina (Porcn) encargada de la palmitoilacién de Wnt, y esencial para la sefializacién de Wnt. De
esta manera IWP-2 impide que el ligando se una al receptor Frizzled (Fz). Ya que se ha demostrado
gue en sarcomas sinoviales, liposarcomas y fibrosarcomas existe una activacién de la via Wnt por via
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autocrina y por la presencia de B-catenina nuclear , la utilizacién de estos compuestos podria ser

una estrategia efectiva para la supresion de la sefializaciéon Wnt en sarcomas .

En este contexto, el compuesto XAV939 disminuyd significativamente la proliferacion en un 44,1
+ 4,68 % en células SW982 de sarcoma sinovial (Fig. 5 A). Este efecto de inhibicion de la viabilidad fue
mucho mayor en las células HT1080 de fibrosarcoma donde se alcanzé una inhibicion de la viabilidad
del 77,7 £ 0,45 % (Fig. 5C) Sin embargo, en la linea SK-UT-1 de leiomiosarcoma este compuesto no
tuvo ningun efecto sobre la proliferacién celular (Fig. 5B). Una posible explicacion de estos resultados

es que las células SK-UT-1 de leiomiosarcoma presentan una mutacion en el gen APC que impediria el
24
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correcto ensamblaje del complejo de destruccidon aun con las Tnks inhibidas. Sin embargo, tanto las
células SW982 de sarcoma sinovial y HT1080 de fibrosarcoma, no presentan mutaciones de ninguno
de los componentes de la via Wnt lo que las hace mas sensibles a la inhibicién de la acumulacién de

b-catenina por parte del compuesto XAV939.

Aun teniendo la misma proteina diana (Tnks), el efecto del compuesto IWR1 fue mucho menor

en comparacion con el compuesto XAV939 en la linea de fibrosarcoma. Su efecto inhibitorio fue
similar en las tres lineas de sarcoma estudiadas, alcanzandose un efecto maximo a las
concentraciones de 30 y 50 uM de entre un 30,7 £ 8,0 % y un 42,9 + 3,94 % (Fig. 6). El porqué de su
menor efecto sobre la viabilidad en la linea de fibrosarcoma con respecto a XAV939 no se puede
explicar teniendo en cuenta Unicamente los resultados obtenidos en este estudio de viabilidad, para
ello harian falta otros planteamientos experimentales, en los que por ejemplo se comparara el efecto

inhibitorio de ambos compuestos sobre las Tnks o sobre la acumulacién de B-catenina en esta linea

celular.

Aunque no hay estudios previos en los que se haya estudiado el efecto de estos compuestos
sobre la proliferacién en lineas celulares de sarcomas, si se han llevado a cabo estudios de este tipo
en otros tipos de tumores. En concordancia con los resultados de este trabajo, estudios recientes
donde se probaron los mismos farmacos en diferentes lineas de cancer de pulmdén muestran
disminuciones considerables en la proliferacién celular, a concentraciones similares a las estudiadas
en este trabajo, tras las 72 h de tratamiento, con respuesta favorable distinta para cada uno de los
inhibidores de Tnks en funcién de la linea celular **. También se ha demostrado que XAV939

disminuye la proliferacién en leiomioma, leucemina, cancer de mama (linea MMP7) y neuroblastoma

28,29,31,38 32

Por el contrario, tras el tratamiento con IWP2 no se observd ningln efecto inhibitorio
significativo sobre la viabilidad celular en ninguna de las células de sarcoma estudiadas (Fig. 7). Estos
resultados concuerdan con diversos estudios en la linea de fibrosarcoma HT1080, entre otras, donde
IWP2 tampoco tuvo efecto como inhibidor de la via Wnt *. Ademas estudios con otros inhibidores de
Porcupina en cancer de mama tampoco tienen mucho éxito *°. Esto hace pensar que aunque Porcn
sea necesario para la activacién de la via de proliferacion Wnt **, esta proteina podria disminuir el

crecimiento celular de una manera independiente a Wnt *>*°.

La diferente respuesta entre los diferentes tipos de tumores hace evidente la necesidad de
entender mejor los mecanismos implicados en la sarcomagénesis para poder asi elaborar terapias
mucho mas especificas y dirigidas de las actuales. Hasta ahora, nuestro conocimiento acerca de como
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la via Wnt regula la sarcomagénesis no estd completamente dilucidado, y aun quedan muchas
cuestiones que abordar. Por ejemplo, la especificidad de la interaccidon entre ligandos Wnt vy
receptores no se conoce, asi como el papel de la via no candnica, que esta pobremente estudiada.
También parece importante descubrir cudl de los ligandos Wnt son criticos para mediar las vias
candnica y no candnica de Wnt en sarcomas. Mirando hacia el futuro, esta podria ser un drea
importante en la investigacion, que implicard el analisis de cémo la via Wnt ejerce su efecto vy si
dianas moleculares compartidas estan implicadas en influenciar la auto-renovacién en el contexto de

las células madre y cancer “°.

La complejidad de la via Wnt hace que sea susceptible a la intervencion terapéutica a través de
muchos niveles, que van desde la inhibicion de la interaccion ligando-receptor en la superficie celular
al bloqueo de la B-catenina e inactivacién de los genes diana. Por este motivo, Wnt es un atractivo
objetivo para la terapia contra el cancer. Sin embargo, la sefializacién de Wnt también confluye con
otras vias de sefializacién en la regulacién de los niveles de B-catenina. Entre ellas destaca la via
formada por el fosfoinositil 3—quinasa (PI3K)/AKT/mTOR, que con frecuencia se han mostrado
activadas en los sarcomas *'. Por este motivo es vital poder identificar estas interrelaciones entre las
distintas vias de sefalizacion que acaban regulando la acumulacién de B-catenina para poder
entender un poco mas lo mecanismo de proliferacion y sarcomatogénesis de estos tumores y poder

asi desarrollar terapias ain mas dirigidas.

Actualmente, los estudios realizados sobre moléculas pequefias inhibidoras de la via Wnt se
estan realizando in vitro con resultados limitados. Esto hace pensar que no son suficientemente
potentes y debido a esto aun no han pasado a fase clinica. Por este motivo, pensamos que
probablemente debamos inhibir a otros componentes de la via de proliferacion Wnt y/o usar

42

farmacos mds potentes como LGK974, que ya ha pasado a la clinica ™. LGK974 es una pequefia

molécula que tiene como diana a Porcn, inhibiendo asi la via de sefializacion 3,

El desarrollo de terapias dirigidas especificamente a la via Wnt aberrante esta alun en sus inicios.
Sin embargo, los medicamentos existentes, en especial, las moléculas pequefias inhibidoras, entre las

parecen ser una gran promesa para el tratamiento de sarcomas.

Estos resultados se suman al cuerpo de conocimiento existente sobre el papel fundamental que
la via de sefializacion Wnt B-catenina juega no sélo en el desarrollo y la homeostasis del tejido

adulto, sino también el desarrollo de tumores, entre ellos, los sarcomas.
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6. CONCLUSION

Con los resultados de viabilidad obtenidos en este trabajo se puede concluir que la inhibicién de la
via Wnt con XAV939 e IWR1 podria representar una terapia alternativa para el tratamiento de ciertos
tipos sarcomas de partes blandas, en especial, en aquellos que no presenten mutaciones en APC o en -
catenina. Por el contrario, el compuesto IWP2 no parece ser efectivo como tratamiento antitumoral en
este tipo de tumores.

7. ABREVIATURAS

APC: Poliposis adenomatosa coli
CK1: Quinasa caseina 1

DMSO: Dimetilsulféxido

DSH: Dishevelled

FAP: Poliposis adenomatosa familiar
Fz: Frizzled

GSK3b:  Quinasa glucdgeno sintasa 3 beta
GIST: Tumores de estroma gastrointestinal
LRP5/6: Proteina receptora relacionada con el receptor LDL

MSC: Células madre mesenquimales
Porcn: Porcupina

SPB: Sarcomas de partes blandas
TBD: Dominio de unidn a Tanquirasa
Tnks: Tanquirasa

Top2B: Topoisomesara-1Ip
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