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Whnt signalling pathway and cervical cancer

Cervical cancer (CC) is a pathology that arises in the cervical epithelium,
whose major cause of risk is human papillomavirus (HPV) infection. Due
to the fact that HPV infection per se is not enough to generate a carcino-
genic process, it has been proposed that alterations in the Wnt signaling
pathway are involved in cervical carcinogenesis. The Wnt family con-
sists of 13 receptors and 19 ligands, and it is highly conserved phyloge-
netically due to its contribution in different biological processes, such as
embryogenesis and tissue regeneration. Additionally, this signaling path-
way modulates various cellular functions, for instance: cell proliferation,
differentiation, migration and cell polarity. This paper describes the Wnt
signaling pathways and alterations that have been found in members of

this family in different cancer types and, especially, in CC.
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Generalidades de la via de sefializacion Wnt

Los ligandos Wnt comprenden una gran familia de
proteinas que activan un variado grupo de vias de sefia-
lizacion, por medio de las cuales se regulan diversos
procesos vinculados con el desarrollo y la fisiologia,
como la embriogénesis, la polaridad, la migracion y la
diferenciacion celular.! Sin embargo, un mal funcio-
namiento de esta via tiene importantes consecuencias
en la carcinogénesis y el desarrollo de enfermedades
degenerativas; asimismo, esta via se ha relacionado en
otros procesos como la inflamacion y la regeneracion
de heridas.>* El término Wnt deriva de la contraccion
de los nombres Wingless e Integrase-1. Con el primero
se acufo al gen cuya ausencia genera un fenotipo sin
alas en la Drosophila melanogaster, y el segundo dio
el nombre al gen que, segun se reporto, se integraba al
virus de tumor mamario murino en los ratones; con los
afos se determind que ambos genes eran homologos,
por lo que se les renombro Wnt (de Wingless-related
integration site).>® Se han identificado 19 genes Wnt
en mamiferos, los cuales codifican para proteinas ricas
en cisteina, suceptibles a modificaciones post-traduc-
cionales como glicosilaciones y palmitolaciones, que
les confieren caracteristicas hidrofobicas, por lo que al
ser secretadas proveen sefiales autocrinas y paracrinas
que median la comunicacion entre células.’

La familia de ligandos Wnt incluye miembros filo-
genéticamente conservados; esto hace que mantengan
similitudes importantes que permiten la interaccion
indiscriminada de estos ligandos con diferentes recep-
tores. Los receptores mejor caracterizados para los
ligandos Wnt son los de la familia frizzled (FZD); sin
embargo, otros receptores/co-receptores han sido invo-
lucrados en la activacion de la sefializacion de esta via,
incluyendo la proteina relacionada con LDL (LRP),
el receptor transmembranal tirosina cinasa (ROR), el
receptor similar a tirosina cinasa (RYK) y la proteina
tirosina cinasa 7 (PTK7).>-7

Via candnica: Wnt/beta-catenina

Existen varias vias de sefializacion de Wnt. Entre ellas,
la via candnica (denominada asi por ser la primera
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El cancer cervicouterino (CaCU) es una patologia que
se origina en el epitelio del cuello del utero, cuya prin-
cipal causa de riesgo es la infeccion por el virus de
papiloma humano (VPH). Sin embargo, dado que la
infeccion por VPH per se no es suficiente para generar
un proceso carcinogénico, se ha propuesto que alte-
raciones en la via de sefalizacion Wnt estan involu-
cradas en la carcinogénesis cervical. La familia Wnt
esta compuesta por 13 receptores y 19 ligandos, y se
encuentra altamente conservada filogenéticamente,

descrita y la mejor caracterizada para esta familia de
ligandos) es considerada relevante en el desarrollo de
cancer. En esta via, el papel principal lo desempeiia el
co-factor transcripcional beta-catenina. Usualmente,
en ausencia de una sefial, la beta-catenina se encuentra
asociada a dos proteinas: E-cadherina, en las uniones
adherentes, y a un complejo denominado degrado-
soma, en el citoplasma. El degradosoma esta formado
por las proteinas APC, Axina y GSK3-beta; su fun-
cion es la de fosforilar la beta-catenina en los residuos
de serina/treonina de su extremo amino-terminal, con
el fin de generar sitios de reconocimiento para beta-
TRCP e inducir su ubicuitilaciony posterior degrada-
cién en el proteasoma. De esta manera, los niveles de
beta-catenina se encuentran controlados, permitiendo
solo su accion a nivel de las uniones adherentes. La
ausencia de beta-catenina en el nicleo provoca que
el factor de transcripcion TCF se una a un complejo
represor transcripcional que inhibe la expresion de los
genes blanco de la via candnica Wnt.!?

La activacion de la via canonica es iniciada en la
membrana celular tras la interaccion de un ligando Wnt
con su receptor FZD/LRP; esta interaccion permite a su
vez la asociacion de la proteina DVL al receptor FZD y
el secuestro del complejo APC-Axina-GSK3-beta. La
incorporacion de este complejo a DVL-FZD promueve
la actividad cinasa de GSK3-beta sobre el co-receptor
LRP5/6 en la serina de los dominios PPPSP y a sus
alrededores por la caseina cinasa Iy (Ckly). Estas modi-
ficaciones reclutan a la proteina axina hacia los residuos
fosforilados del co-receptor LRP5/6, que provoca la
disociacion del complejo de degradacion y promueve la
liberacion de beta-catenina, la cual se acumula sucesi-
vamente en el citoplasma, para luego migrar al nficleo.?
Ya en el ntcleo, la beta-catenina activa la transcripcion
de multiples genes en colaboracion con co-factores
transcripcionales, como TCF/LEF, p300/CBP, Brgl,
parafibromina/Hyrax y PYGO, este tltimo a través de
la unién con BCLY/legless. Muchos de los genes que
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puesto que contribuye en diversos procesos bioldgi-
cos, como la embriogénesis y la regeneracion de teji-
dos. Adicionalmente, esta familia modula diferentes
funciones celulares, como la proliferacion celular, la
diferenciacion, la migracion y la polaridad celular. En
la presente revision se describen las vias de sefaliza-
cion de Wnt, asi como las alteraciones que han sido
encontradas en miembros de esta familia en diferentes
patologias cancerosas y especialmente en el cancer
cervicouterino.

activa la beta-catenina estan implicados en la regula-
cion de procesos fundamentales, como la proliferacion,
la adhesion celular y la apoptosis.>!!

Vias Wnt no candnicas

Actualmente se han descrito diversas vias Wnt no
canonicas; todas ellas se caracterizan por no requerir
la estabilizacion de la beta-catenina para culminar su
cascada de sefalizacion. La activacion de las diferen-
tes vias no canonicas se encuentra determinada por los
distintos receptores a los que pueden unirse los ligan-
dos WNT.%1213 Se ha descrito de manera general que
la interaccion de ligandos Wnt con receptores FZD,
RYK, ROR y MUSK (receptor musculo-esquelético)
activan vias no canénicas. 21413

Entre las vias no candnicas se encuentran la via de
la polaridad celular planar (PCP), la Wnt-RAP1, la
Wnt-ROR2, Wnt-PKA, Wnt-GSK3MT, Wnt-zPKC,
Wnt-RYK, Wnt-mTOR y la via Wnt/calcio."* Las
mas estudiadas a la fecha son Wnt-PCP y Wnt/calcio,
en la que intervienen moléculas efectoras como pro-
teinas G (RHOA, RHOU, RAC y CDC42), la cinasa
terminal c-Jun, la cinasa tipo Nemo y el factor nuclear
de células T activadas (NFAT).'¢

Via Wnt-calcio

De acuerdo con diversos reportes publicados, los
receptores FZD, ROR y RYK se encuentran unidos
a proteinas G heterodiméricas, las cuales pueden acti-
varse en la union del ligando Wnt a su receptor; estas
proteinas G activan a su vez a la fosfolipasa C (PLC),
lo que conlleva a un modesto incremento en la con-
centracion de algunas moléculas de sefalizacion intra-
celular como fosfatidil inositol 1,4,5-tri-fosfato (IP3),
1,2 diacilglicerido (DAG) y Ca2b.!416.17
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La via de senalizacion desencadenada por IP3 pro-
duce un rapido aumento del calcio libre intracitoso-
lico, debido a que IP3 es capaz de difundir a través
del citosol, hasta llegar al reticulo endoplasmico liso
(REL), en donde se une a su receptor, estimulando la
liberacion de calcio de los depositos que se encuentran
en REL. El calcio libre en citoplasma puede promo-
ver la polarizacion celular o bien unirse a la calmodu-
lina dependiente de cinasa II (CaMKII), formando un
complejo que activa una enzima serina/treonina fosfa-
tasa, denominada calcineurina, la cual es fundamen-
tal en la activacion del factor nuclear asociado a las
células T (NFAT). A su vez, CaMKII puede activar
las cinasas TAK-1-NLK que se encargan de inhibir
la via canonica de Wnt. De manera alterna, el com-
plejo Wnt-FZD-proteina G estimula las cinasas p38
y activa la fosfodiesterasa 6 (PDE6), que hidroliza el
GMP ciclico (¢cGMP), lo que resulta en la inactiva-
cion de las proteina-cinasas G, aumentando el calcio
citoplasmatico y la posterior activacion del sistema
calmodulina/calcineurina.'®!” La activacion del factor
NFAT puede aumentar la expresion de varios genes en
neuronas, células de musculo cardiaco y esquelético,
asi como genes proinflamatorios en linfocitos.'*

Por su parte el DAG es una molécula hidrofobica
que se mantiene en membrana plasmatica una vez que
se ha formado como producto de la degradacion de
fosfolipido de membrana. La combinaciéon de DAG y
calcio intracitosélico promueve el cambio de confor-
macién de PKC (proteina cinasa C) en la membrana,
activandola y haciendo que su region catalitica sea
libre de unirse al sustrato. La PKC activa las cinasas
de IkB, las cuales fosforilan aminoacidos serina de
los inhibidores del factor nuclear kB (NF- «B), per-
mitiendo su liberacion y su traslado al nucleo, donde
contribuye a la activacion de la transcripcion de genes
de citocinas, quimiocinas y proliferacion.!416.17

Esta via ha sido fundamental en el desarrollo de
la polaridad dorsoventral y en la extension conver-
gente del movimiento, asi como en la formacion de
varios Organos.'* Asimismo, alteraciones en esta
via han sido correlacionadas con procesos neoplasi-
cos, ya que tiene la capacidad de inhibir la funcion
nuclear de beta-catenina. Debido a que antagoniza la
via canodnica, la via Wnt/calcio ha sido considerada
como una via supresora de tumor.'* Existen diver-
sos estudios que reportan que la activacion de la via
Whnt/calcio disminuye la proliferacion de las células
tumorales, como el neuroblastoma, el carcinoma de
células escamosas en esofago, el linfoma mieloide
agudo, el linfoma linfoblastico agudo, el cancer
de mama y el carcinoma de colon. Por lo tanto se
ha sugerido que la activacion de esta via puede ser
importante para la regresion tumoral y la disminu-
cién del crecimiento del tumor.!#

Via de polaridad planar celular

La via de polaridad celular planar se refiere a la pola-
rizacion de las células en una capa epitelial, lo que
ocurre por ejemplo durante la orientacion de cilios o
pelos. La polaridad planar es transmitida localmente
de célula a célula y es dependiente de los receptores
FZD y la proteina Dishevelled (Dsh). Esta via también
puede regular la polaridad celular en un contexto no
epitelial, como en la extension convergente en la gas-
trulacion y en el control de la orientacion de grupos de
células en el 0jo.?

Los eventos que rigen la sefializacion de esta via
comienzan tras la uniéon de Wnt-FZD, que permite el
reclutamiento de Dsh y su posterior fosforilacion por la
casein-cinasa Il (CK2), lo cual convierte a esta proteina
en un adaptador para un complejo de sefalizacion ana-
logo a Grb-2, promoviendo asi la activacion de Ras y
Rac, en donde ambas se encargan de la activacion de la
via de las MAPK-cinasas que culmina en la activacion
de la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK). Esta ultima fos-
forila a c-Jun, promoviendo su translocacion al nticleo,
en donde forma parte del factor transcripcional AP-1
al unirse a Fos.!® Las GTPasas de la familia de Rho
también se encuentran involucradas en esta via de sefia-
lizacion, pues al activarse esta proteina promueven la
reorganizacion del citoesqueleto. La activacion de esta
via regula los movimientos polarizados de la célula y la
polaridad planar de células epiteliales.'®

Wnt y cancer

La asociacion de los componentes de la familia Wnt
con procesos carcinogénicos comienza desde que esta
familia fue descrita, pues en el reporte de Nusse y Var-
mus de 1982 se sefiala que la activacion de Wntl (en
ese entonces llamado intl) concordaba con la induc-
cién de tumor de mama por virus de tumor mamar.'®
Esta asociacion se hizo mayor cuando se descubrid
que el gen supresor de tumor APC (Adenomatous
Polyposis Coli) se asocié con una regulacion negativa
de la funcion de beta-catenina y que una mutacion en
este gen estaba asociada con una pérdida de la funcion
y con una condicion familiar heredable llamada poli-
posis adenomatosa familiar, que provoca a una edad
temprana la generacion de polipos en el intestino, los
cuales degeneran en cancer colorectal.?’ Se descubrid
también que este efecto se generaba por la estabiliza-
cion de beta-catenina en el citoplasma y su posterior
translocacion al nicleo, donde funciona como co-fac-
tor de transcripcion.

Se han descrito diferentes genes blanco para la via
candnica Wnt implicados en la progresion de un pro-
ceso tumoral. Uno de los principales genes regulados
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positivamente son los de la familia MYC ( c-myc y
n-myc), que codifican para una serie de factores de
transcripcion que regulan la expresion de diferentes
genes implicados en la proliferacion celular.?! Otro
gen regulado positivamente es CCDNI (Ciclina D1),
el cual codifica para una cinasa que genera la progre-
sién del ciclo celular de una fase G1 a una fase S.2>%3
La regulacion positiva de estos genes hace que esta via
de sefalizacion se encuentre activa en diferentes tipos
de patologias cancerosas.

La estabilizacion de beta-catenina y por ende la acti-
vacion de la via canonica de Wnt puede generarse por
diferentes alteraciones en los componentes de la via
de senalizacion. Una de estas alteraciones, como ya se
menciond, es la mutacion en componente del complejo
de degradacion de beta-catenina como APC, lo que
inhabilita la degradacion de esta molécula. Otra manera
como se genera esta estabilizacion es por mutaciones en
el mismo gen de beta-catenina. Estas mutaciones afec-
tan los sitios de reconocimiento del complejo de degra-
dacion, pero no afectan los sitios de union a factores de
transcripcién como TCF/LEF 24

Se ha demostrado que existen modificaciones epi-
genéticas que contribuyen a una carcinogénesis, como
se demostrd en un reporte de Laird en 1995, en el que
una supresion de la metiltransferasa inhibe la forma-
cion de polipos en un modelo murino.>> Fue tiempo
después que se demostrd que estas modificaciones
actuan con mayor frecuencia a nivel de antagonis-
tas de los ligandos Wnt, 2?7 aunque se ha reportado
la participacion de modificaciones epigenéticas en el
silenciamiento de genes que codifican para ligandos
asociados con una inhibiciéon de la tumorigénesis,
como Wnt7A (cuadro I).%8

Existen diversos estudios que abordan a profundi-
dad la expresion de los ligandos y receptores Wnt en
diversos modelos celulares, como el reporte de Ser-
can et al., en el que se determindé el perfil de expre-
sion de estas moléculas en células hematopoyéticas.

Este grupo encontré una expresion diferencial de
estos componentes entre células de donadores sanos
en comparacion con lineas establecidas de leucemias,
sugiriendo que los ligandos expresados en las lineas
leucémicas podrian estar implicados en el manteni-
miento de un estado proliferativo.?’ Recientemente
también se ha determinado que la pérdida de expresion
de los ligandos Wnt7a y Wnt4 es una caracteristica
de las células derivadas de leucemia (Garcia-Castro,
manuscrito en revision).3? Por otro lado, también se
ha reportado que la expresion de ciertos ligandos
(Wnt7A, Wnt3A y Wntl) genera una transformacion
en células epiteliales de mama.3!3? Estos hallazgos en
conjunto permiten hipotetizar que el uso de diferen-
tes ligandos en el tratamiento de diversas patologias
cancerosas podria ser de utilidad en la eliminacion de
estas enfermedades.

Wnt y cancer cervicouterino

En especifico, la relacion que existe entre los miem-
bros de la familia Wnt y la carcinogénesis cervical se
encuentra menos estudiada que otros tipos de cancer.
Uno de los reportes mas importantes en esta area es el
de Uren et al., en el cual se describe que la activacion
de la via canénica Wnt en queratinocitos transfecta-
dos con las oncoproteinas E6 y E7 del VPH genera
la adopcion de un fenotipo maligno. Cabe destacar
que la infeccion del VPH per se no es suficiente para
la transformacion, por lo que ellos proponen que una
de las segundas modificaciones de importancia en la
carcinogénesis cervical es la modificacion de compo-
nentes de la via Wnt.?? Estos resultados se sustentan
con el reporte de Bulut ef al., en el que se determind
que la activacion de la via Wnt en un modelo murino
en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH
acelera la progresion de una carcinogénesis cervi-
cal.* Ademas, se piensa que existe una interaccion

Cuadro | Modificaciones epigenéticas que contribuyen a la carcinogenésis y que han sido reportadas en la literatura

Gen Afectado Alteracion ADN/ARNm Resultado Tipo de Cancer Referencia
(C;g,:ljma) Delecién Mayor estabilidad Higado 24
APC Truncada Actividad reducida Colon 20
Axina ly Il Truncada Actividad reducida Higado 3
GSK3B Delecién Cinasa inactiva Leucemia 4
LRP5 Delecién No represiéon por DKK1 Mama 5
TCF7L2 (TCF4) Truncada Mayor actividad Colon 6
WNT7A Metilacion Actividad reducida Pulmén 7

del promotor
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Figura 1 Vias de sefializacion canénica y no candnica de Wnt que muestran las moléculas involucradas en su estado

inactivado y activado

directa de la oncoproteina E6 con diferentes molécu-
las que disminuyen la actividad de las proteinas que
integran el complejo de degradacion de beta-catenina
y por ende la estabilizacion de esta molécula y su
funcion como co-factor de transcripciéon.’® Otro
grupo de trabajo reportd que proteinas E6 de varian-
tes de VPH-18 no europeas modulan la via de sefa-
lizacion Wnt.3¢ Estos reportes en conjunto refuerzan
aun mas la posibilidad de que una modificacion en
los componentes de la via Wnt sea necesaria para la
progresion del cancer cervical.

Uno de los reportes que estudian mas a profundi-
dad el rol de ligandos Wnt es el de Carmon y Loose,
en el que determinan que Wnt7A induce la activacién
de diferentes vias de sefializacion, dependiendo del
receptor FZD al que se una, mediante FZDS5 activa la
via candnica y mediante FZD10 la via PCP en cancer
endometrial, y que este efecto se ve regulado por el
receptor soluble (sFRP4), lo que demuestra que los
ligandos Wnt tienen la capacidad de generar un efecto
completamente diferente con el cambio de un solo
componente.’’

Se ha reportado que uno de los genes blanco de
la via canonica Wnt es el gen COX2 (ciclo oxige-
nasa 2), el cual es un gen que se ha descrito como
proinflamatorio y que probablemente, junto con la
produccion de citocinas proinflamatorias por parte
de los macréfagos en el microambiente tumoral, esté

contribuyendo a un estado sostenido de inflamacion
(crénico) que mejoraria la progresiéon tumoral.?®3°
Esto se ha descrito como un sello de la progresion de
un tumor*® Nuestro grupo de trabajo ha demostrado
que lineas celulares derivadas del CaCU expresan
pobremente Wnt4 y Wnt7a, y que una restauracion
de la expresion de estos ligandos induce una inhibi-
cion significativa de la proliferacion celular (Ramos-
Solano et al.; en revision).

Debido a que se ha reportado la presencia de algin
tipo viral de VPH en el 99.7 % de las muestras de
CaCU*' y que se ha demostrado la participacion de
la infeccion del VPH en la modulacion de los compo-
nentes de la via Wnt, alteraciones en esta via podrian
considerarse un sello de la carcinogénesis cervical, asi
como blancos o agentes terapéuticos en el tratamiento
de esta patologia.

Estudios mas profundos en CaCU de los mecanis-
mos regulados por componentes de la familia Wnt
podrian dar resultados prometedores en el posible uso
de miembros de esta familia, ya sean como marcado-
res de pronostico o tratamiento.
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