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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) actualmente se encuentra entre las tres primeras
causas de muerte por neoplasia en el mundo y es el primer tipo de cancer ubicado
en el tracto gastrointestinal. Para que se lleve a cabo el proceso de
carcinogénesis, las células tumorales crean mecanismos de evasion inmune que
les permite sobrevivir al ataque continuo del sistema inmune. A pesar de los
hallazgos relevantes que describen dichos mecanismos, no se conoce la
participacion de todas las células del sistema inmune en las diferentes etapas de
desarrollo del cancer. En este proyecto evaluamos los cambios en la respuesta
inmune durante el desarrollo de CCR en un modelo murino. Comparamos la
susceptibilidad de ratones silvestres (WT) de la cepa C57BL/6 con ratones
hipomorficos de la proteina ATG16L1 (ATG16L1") ante la induccion de CCR en

un modelo modificado del protocolo original.

Encontramos que los ratones ATG16L1"M presentaban prolapso rectal en mayor
porcentaje comparado con los ratones WT, que no presentaron, ademas de una
disminucién significativa en la longitud del colon (de hasta 4 cm) Interesantemente,
no hubo diferencias significativas en el nimero de adenomas entre ambos grupos
experimentales, pero el andlisis histopatolégico revelo que los ratones ATG16L17V
presentaban etapas del proceso carcinogénico mas avanzadas, tumores y focos
de criptas aberrantes, comparado con los ratones WT, en donde se observaba
criptas aberrantes. En cuanto a los cambios en la respuesta inmune que
acompanfan el desarrollo de CCR, observamos una respuesta tipo Th2 exagerada
en los ratones ATG16L1"M, asi como un el doble de células B reguladoras. Lo
primero se determind con base en altos niveles de interleucina (IL)-4 en muestras
sanguineas y en sobrenadante de cultivo de ganglios mesentéricos. Cuando se
compar6d el porcentaje de células B reguladoras (CD19+PDL1+), en cavidad
peritoneal y ganglios mesentéricos, los ratones presentaron un mayor numero de

estas en los sitios mencionados, comparado con os ratones WT.



En conclusién, nuestros datos sugieren que bajos niveles de expresion de la
proteina ATG16L1 resultan en un proceso acelerado de CCR, acompafnado de la
generacion de un ambiente Th2/regulador que permite el avance del proceso de

carcinogénesis.



1. INTRODUCCION.

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial. Se define como un
conjunto de enfermedades que pueden comenzar en casi cualquier 6rgano o tejido
del cuerpo por el crecimiento incontrolado y propagacion de células anormales.
Cuando las células anormales crecen sin control y van mas alla de sus limites
habituales para invadir partes adyacentes del cuerpo y / o extenderse a otros
organos, pueden provocar la muerte. A este Ultimo proceso se le conoce como
metéstasis y es una de las principales causas de muerte por cancer. (Mayo
Foundation for Medical Education and Research, s. f. & American Cancer Society,
2020 a.)

Las causas del cancer no se entienden completamente, se sabe que numerosos
factores promueven el desarrollo de la enfermedad, incluidos muchos que son
modificables (consumo de tabaco y habitos alimenticios) y otros que no lo son
(mutaciones genéticas hereditarias). Estos factores de riesgo pueden actuar
simultaneamente o0 de manera secuencial para iniciar y promover el proceso de

carcinogénesis (American Cancer Society, 2020 a).

En el afio 2000 Hanahan y Weinberg publicaron una revision influyente sobre las
caracteristicas distintivas del cancer (The Hallmarks of Cancer) en donde
describian seis capacidades biol6gicas adquiridas durante del desarrollo de la
enfermedad, no obstante, en el afio 2011 dicho reporte se actualizd (The
Hallmarks of Cancer. The next Generation) en la que se sumaron cuatro
caracteristicas mas. En conjunto el céancer comprende 10 -caracteristicas
distintivas: 1) Sostiene la sefializacién proliferativa, 2) Desregulacion de la energia
celular, 3) resistencia a la apoptosis, 4) Inestabilidad genémica y mutacién, 5)
Induccion a la angiogénesis, 6) Invasion del tejido y metastasis, 7) Inflamacion
promovida por el tumor, 8) Evasion de sefales anti-replicativas, 9) Evasion de la
respuesta inmune y finalmente 10) Evasion de supresores de crecimiento (Anexo
1).



1.1 CANCER COLORRECTAL.

El cancer colorectal (CCR) es un tipo de cancer que comienza en la parte final del
tubo digestivo. Suele afectar a los adultos mayores, aunque puede ocurrir a
cualquier edad. Por lo general, comienza como grupos pequefios de células
carentes de malignidad llamados polipos que se forman en el interior del colon.
Con el tiempo, algunos de estos poélipos pueden convertirse en cancer de colon.
Los pdlipos pueden ser pequeiios y desarrollar pocos o ningun sintoma (Mayo
Foundation for Medical Education and Research, s. f.). La mayoria de los CCR (>
90%) pertenecen al tipo de adenocarcinoma, una neoplasia maligna que se
desarrolla a partir de células epiteliales glandulares del colon y el recto; otros tipos
raros incluyen el carcinoma de células escamosas, el carcinoma adenoescamoso,
el carcinoma de células fusiformes y el carcinoma indiferenciado (Ver Anexo 1)
(Keum & Giovannucci. 2019).

En etapas tempranas, el CCR no presenta sintomas, por lo que su deteccion es
muy importante. A medida que crece un tumor, se pueden observar sintomas

como los que a continuacion se enlistan:
e Sangrado del recto.

e Sangre en las heces

e Heces oscuras o0 negras.

e Cambio en los hébitos intestinales o la forma de las heces. (por ejemplo,
mas estrecho de lo habitual)

e Calambres, dolor o molestias en la parte inferior del abdomen.

¢ Impulso de evacuar cuando el intestino esta vacio

e Estrefiimiento o diarrea que dura mas de unos pocos dias

¢ Disminucion del apetito

e Pérdida de peso involuntaria



En algunos casos, la pérdida de sangre producida por el CCR promueve anemia
(bajo numero de glébulos rojos), causando sintomas tales como debilidad, fatiga

excesiva (American Cancer Society, 2020 b).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL.

Como ya se menciond el cancer es actualmente una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. Representa la causa principal de muerte en la mayoria de
los paises con alto o muy alto indice de Desarrollo Humano (IDH), incluido Canada
y los Estados Unidos, en América del Norte; (Wild, et al. 2020).

Numeéro de nuevos casos en 2018, para ambos sexos y todas las edades.
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Figura 1. Casos nuevos a nivel mundial de diferentes tipos de cdncer en 2018 de acuerdo con la Organizacion Mundial de
la Salud.



A nivel mundial, en el afio 2018 se presentaron un total de 18,078,957 casos de
los cuales murieron 9,555,027 personas. La incidencia de cancer fue mayor en
varones con 9,456,418 casos en donde los canceres mas presentados fueron de
pulmon, prostata y colorrectal; mientras que en mujeres se presentaron 8,622,539
casos, siendo el cancer de mama, colorrectal y de pulmén los més incidentes
(figura 1) (Wild, et al. 2020).

Tanto a nivel mundial como nacional el CCR es de los canceres mas frecuentes.
(Wild, et al. 2020). EI CCR era bastante raro en 1950, pero se ha convertido en un
cancer predominante en los paises occidentales, y ahora representa
aproximadamente el 10% de la mortalidad relacionada con el cancer, ocupando el
tercer lugar en incidencia y el segundo en mortalidad en el mundo con casi 900
000 muertes al afio. A nivel mundial, el CCR es el tercer tipo de cancer mas
comun en hombres y el segundo mas comdn en mujeres, representando un
estimado 1.85 millones de casos nuevos y 881 000 muertes en 2018 (figura 1)
(Kuipers et al., 2015 & Dekker et al. 2019).

Dicha patologia puede considerarse un marcador de desarrollo socioeconémico,
ya que, las tasas de incidencia de CCR muestran un fuerte gradiente positivo con
el IDH. En los paises que experimentan una transicion de desarrollo importante,
las tasas de incidencia tienden a aumentar de manera uniforme con el aumento
del IDH. Sin embargo, dichas tasas varian a nivel mundial (Keum & Giovannucci,
2019 & Wild, et al. 2020).
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Figura 2. Tendencias temporales de las tasas de incidencia de CCR (Keum & Giovannucci, 2019).

En América del Sur, Europa del Este y Asia, los paises en transicion econémica
estdn experimentando tasas de incidencia crecientes (por ejemplo, Brasil,
Eslovaquia y China). En los paises de ingresos altos de América del Norte, Europa
y Oceania, las tasas de incidencia disminuyen después de un pico (por ejemplo,
EE. UU., Francia y Nueva Zelanda), son relativamente estables (por ejemplo, el
Reino Unido y Australia) o aumentan (por ejemplo, Italia, Noruega y Espafa)
(figura 2). Estas notables fluctuaciones en las tasas de incidencia, que son mas
evidentes en los hombres que en las mujeres, probablemente se puedan atribuir a
las distribuciones cambiantes de los factores de riesgo clave y captacion de
cribado del CCR. En particular, los paises han experimentado un grado variable de
cambios en la prevalencia de los factores de riesgo de CCR y de la practica de
deteccion de CCR, independientemente de la proximidad geogréafica. Este aspecto
podria ayudar a explicar los incrementos diferenciales de las tasas de incidencia

de CCR en los paises vecinos (Keum & Giovannucci, 2019).



Numero de nuevos casos en 2018, para ambos sexos y todas las edades.

Breast
27 283 (14.3%)

Prostate
25049(13.1%)

Colorectum
14 900 (7.8%)

Thyroid
12 122 (6.4%)

Other cancers
103 444 (54.3%)

Cervix uteri
7 869 (4.1%)

Total: 190 667

Figura 3. Casos nuevos en México de diferentes tipos de cdncer en 2018 de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud.

México presenta un preocupante aumento en el numero de casos y mortalidad del
CCR. En un estudio realizado en cuatro hospitales de la ciudad de México en el
afio 2006, el CCR constituyo el primer lugar en frecuencia de los tumores del tubo
digestivo. Desde los afios cuarenta se sefialaba al CCR como la segunda causa
de cancer del tubo digestivo, por debajo del carcinoma gastrico, manteniéndose
esta tendencia hasta finales de los afios setenta, cuando se comenzd a notar un

aumento significativo del CCR (Pérez et al., 2006).



Males Females Both sexes

Population 65108 517 65 650 553 130 759 070

Number of new cancer cases 85616 105 051 190 667

Age-standardized incidence rate (World) 136.5 149.6 142.7

Risk of developing cancer before the age of 75 years (%) 14.4 15.0 14.7

Number of cancer deaths 40 509 42 967 83476

Age-standardized mortality rate (World) 62.8 60.2 61.1

Risk of dying from cancer before the age of 75 years (%) 6.5 6.6 6.5

S-year prevalent cases 192 706 278 791 471 497

Top 5 most frequent cancers excluding non-melanoma skin cancer Prostate Breast Breast
(ranked by cases) Thyroid Prostate

Testis Cervix uteri
Lung Corpus uteri yroid
Stomach I Colorectum I Cervix uteri

Cuadro 1. Resumen estadistico nacional de cdncer en 2018 (Organizacion Mundial de la Salud 2018).

De acuerdo con datos de la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que el CCR
es el 3° mas frecuente en México (cuadrol), incidencia que aumentd, ya que
anteriormente se ubicaba en 4° lugar, de acuerdo a datos del Instituto Nacional de
Salud Publica. Para el afio 2018 se presentaron un total de 14’900 casos nuevos

en el pais (figura 3).



1.3 ETIOLOGIA DEL CCR.

En las patologias un factor de riesgo es cualquier cosa que aumente la
probabilidad de contraer una enfermedad. Los diferentes tipos de cancer tienen
diferentes factores de riesgo. Los factores ambientales y genéticos juegan un
papel importante en la patogénesis del cancer de colorrectal (American cancer
society, s.f. & Thanikachalam & Khan 2019).
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Figura 4. Proporcion de casos de CCR asociados a factores esporddicos y hereditarios (Keum & Giovannucci, 2019).

En el caso del CCR aproximadamente del 60-65% de los casos surgen
esporadicamente (es decir, por factores ambientales) a través de aberraciones
epigenéticas y genéticas somaticas adquiridas, en gran parte, atribuibles
potencialmente a un riesgo de factores modificables tales como la dieta,
alcoholismo, obesidad, actividad fisica, entre otros (cuadro 2). EI CCR tiene un

componente hereditario, y algunos estudios han estimado que la heredabilidad del

10



CCR es del 35 al 40% (Figura 5) siendo algunas enfermedades hereditarias las
causantes de la aparicion y progresion de dicha enfermedad (cuadro 1) (Keum &
Giovannucci, 2019 & American Cancer Society 2020 b).

Riesgo
Factores que incrementan el riesgo: relativo

Factores de riesgo NO MODIFICABILES

* Antecedentes familiares con CCR

- 1 0o mas familiares de primer grado 2.2

- 1 0 mas familiares de primer grado diagnosticados antes de los 50 afios 3.6

- 2 0 mas parientes de primer grado 4.0

- 1 0 mas parientes de segundo grado 1.7
* Antecedentes familiares de enfermedades adenomatosas

- 1 0 mas familiares de primer grado 2.0
* Enfermedad inflamatoria intestinal 1.7
* Diabetes tipo 2

- Hombres 1.4

- Mujeres 1.2

Factores de riesgo MODIFICABLES

* Alto consumo de alcohol (en promedio >3 bebidas diarias) 1.3
* Obesidad (indice de masa corporal =30 kg/m?) 1.3
- Riesgo de cancer de colon, hombre 15
- Riesgo de cancer de colon, mujer Al
- Riesgo de cancer de recto, hombre 1.3
- Riesgo de cancer de recto, mujer 1.0
* Consumo de carne roja (100g/dia) 1.1
* Consumo de carne procesada (50g/dia) 1.2
* Fumar
- Fumador activo 15
- Exfumador il

Factores que DISMINUYEN el riesgo

* Actividad fisica 0.7
* Ingesta de lacteos (400g/dia) 0.9

Cuadro 3. Riesgo relativo para los factores de riesgo de cancer colorrectal establecidos.

El riesgo relativo compara el riesgo de enfermedad entre las personas con una "exposicion" particular con el riesgo entre
las personas sin esa exposicion. Si el riesgo relativo es mayor a 1.0, entonces el riesgo es mayor entre personas expuestas
que no expuestas. Los riesgos relativos inferiores a 1.0 indican un efecto protector. Datos tomados de (American Cancer
Society 2020 b)
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1.4 ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL.

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es uno de los factores de riesgo

importantes que conducen al CCR. La Ell se ubica como la tercera afeccion de

mayor riesgo de CCR, solo detras de PAF y el sindrome de céncer colorrectal

hereditario sin poliposis (HNPCC) (Kim & Chang, 2014). De acuerdo al Centers for

Disease Control and Prevention (CDC) (2018) la EIll es un término para dos

afecciones (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) (cuadro 3) que se

caracterizan por inflamacion crénica del tracto gastrointestinal (Gl). La inflamacion

prolongada dafia el tracto Gl.

Enfermedad de Crohn. Colitis Ulcerosa.

Puede afectar cualquier parte del tracto

gastrointestinal (desde la boca hasta el ano): Ocurre en el intestino grueso (colon) y el
con mayor frecuencia afecta la porcién del recto.

intestino delgado antes del intestino grueso /

colon.

Q)
(GATH WA

Fancreon)

Lawge intetine
{Calkon, Lirge bowe) 2 v “

Large intetine
{Caice, Lirge bowe)

At Ana

La inflamacién puede presentarse en las La inflamacidon estd presente solo en la capa
multiples capas de las paredes del tracto mas interna del revestimiento del colon.
gastrointestinal

Cuadro 2. Diferencias entre la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa.
Las dreas afectadas se muestran en rojo. La intensidad del color indica mayor o menor afeccién. Datos e imdgenes

tomadas de Disease Control and Prevention 2018.
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Las Ell’'s comparten una etiologia multifactorial de susceptibilidad genética,
factores ambientales y desregulacion inmunitaria, factores que son los causantes
de una inflamacion intestinal que compromete la integridad de la barrera epitelial y
conduce a una mayor permeabilidad e infiltracion de patdégenos. Tanto la EC como
la CU comparten caracteristicas comunes, como roturas epiteliales, reduccion de
las uniones estrechas y atrofia glandular (Stidham, & Higgins 2018 & Munkholm, et
al., 1994).

Se sabe que el paso de antigenos o metabolitos luminales a través de la barrera
epitelial con una permeabilidad comprometida promueve la inflamacién cronica y
el CCR, pues al existir perdida y rotura de las uniones estrechas, varios tipos de
claudinas previamente asociadas con diferentes tipos de neoplasias, que incluyen
carcinoma de mama, prostata, ovario, pancreas, gastrico y colorrectal; son
expresadas. Tanto en CU como en EC existe un aumento sustancial de claudinas
asociadas a la progresion del CCR. (Landy, et al., 2016 & Webb, et al., 2013).

Aungue se han realizado estudios sobre los mecanismos de patogenicidad de la
Ell en la aparicion y progresion del CCR, aun falta investigacion que nos ayude a
tener completo entendimiento de dichos mecanismos. Un ejemplo de ello es el
riesgo de CCR en la EC ya que se encuentra menos estudiado que en la CU.
Hasta el momento se conoce que la EC esti asociada con una mayor expresion
de claudinas y de citocinas inmunorreguladoras, incluidas la leptina y la
adiponectina. Se sabe que mdultiples factores genéticos predisponen a la EC, pero
no se comprende bien la relacién especifica entre la funcién de estos genes y las
diversas patologias observadas en la EC (Stidham & Higgins 2018 & Cadwell, et
al. 2008).

Multiples estudios se han realizado con la finalidad de reconocer aquellas regiones
génicas que se asocian a la predisposicion de la EC (Rioux, et al., 2007; Liu &
Anderson, 2014 & Hampe, et al., 2007) entre los que ha destacado, por su fuerte
asociacion con dicha enfermedad, al encontrarse ampliamente reproducida, es la
variante rs2241880 que codifica un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
(Thr300A) para la proteina ATG16L1 en la region intergénica 10g21.1. (Hampe, et
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al., 2007). Dicha mutacién produce una sintesis disminuida de la proteina
ATG16L1, ya que, se ha demostrado, que T300A aumenta la susceptibilidad de
ATG16L1 a la escision de caspasa-3 en un sitio de consenso vecino, lo que lleva a
niveles reducidos de ATG16L1 de longitud completa en el contexto de una

situacion estresante y, en consecuencia, autofagia disfuncional.

Diferentes grupos de investigacion han documentado que la relacion entre el
polimorfismo rs2241880 (Thr300Ala) en la proteina ATG16L1 y varios canceres
entre diferentes poblaciones étnicas, en los que se ha demostrado que la variante
T300A juega un rol importante en el desarrollo y promocién de CCR asociado a
EC de una forma en la que no altera la autofagia en masa en células humanas,
sugiriendo que una funcidon no autofagica de T300A puede ser la base de su
asociacion con la EC asi como con otras enfermedades humanas (Grimm, et al.,
2016; Cadwell, et al. 2008; Subramani & Malhotra, 2013 & Moazeni-Roodi, et al.,
2019).

1.5 LA PROTEINA ATG16L1 EN LA Ell.

La proteina relacionada con la autofagia 16-1 mejor conocida por sus siglas
ATG16L1, desempefia un papel esencial en la autofagia; proceso catabdlico que
interactta con ATG12-ATG5 para mediar en la conjugacién de
fosfatidiletanolamina (PE) a LC3 (MAP1LC3A, MAP1LC3B o MAP1LC3C), para
producir una forma activada unida a la membrana de LC3 llamada LC3-Il. De este
modo, controla el alargamiento de la membrana autofagosomal naciente (Boada-
Romero, et al., 2013; Dooley, et al., 2014 & Nishimura, et al., 2013).

Aunque es bien conocido el papel de ATG16L1 en un proceso esencial de la
autofagia, dicha proteina posee funciones no relacionadas con el proceso de
formacion del autofagosoma, como la regulacion de la sefalizacion inmune innata

y el control de la replicacion viral (Grimm, et al., 2016).

En la Ell la proteina ATG16L1 se ha relacionado con la aparicién y progresion de
la enfermedad. Cadwell y colaboradores detectaron en el afilo 2008 que ratones
genéticamente modificados hipomorficos para esta proteina presentaban
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anomalias en la via de la exocitosis en células de Paneth encontradas en el colon,
desde la formacion de granulos de péptidos antimicrobianos hasta su expulsion,
cosa que posiblemente agravaba la progresion de la enfermedad de Crohn puesto
a que los mismos resultados fueron encontrados en pacientes con EC poseedores
del alelo de riesgo T300A para la proteina ATG16L1. En este contexto de las
células de paneth se ha descrito que aquellos organoides intestinales que carecen
de ATG16L1 reprodujeron esta pérdida en las células de Paneth y mostraron
necroptosis mediada por TNFa, una forma de necrosis programada (Matsuzawa-
Ishimoto, et al. 2017).
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2. JUSTIFICACION.

Aunque se han realizado estudios en los que se aprecia una clara asociacion entre
la progresion del CCR asociado a Ell con la proteina ATG16L1, especialmente
cuando la produccion de esta se ve disminuida. Todavia se desconoce el papel de

esta proteina en la progresiéon y aparicion del CCR asociada a EC.

Es por ello que dada la posible importancia que tiene esta proteina en una
problematica de salud actual como lo es el CCR asociado a Ell's. En este trabajo

se pretende buscar el papel que juega la proteina ATG16L1 en la enfermedad.

Asociada a un mayor riesgo de céncer
2105
colorectal.

/ Enfermedad
~ inflamatoria
intestinal

Modelos de estudio Ell - CCR

Cdncer
colorectal

Moléculas importantes en Asociada a riesgo de padecer EC.
Ell » CCR.

ATG16LI

| enlarespuestainmune presente en
/| el CCR asociado o EC,

Células B ¢ ?

Figura 5. Resumen de los temas que condujeron la investigacion presentada en este trabajo.
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3. HIPOTESIS.

Tras la induccion de céancer colorrectal, aquellos ratones que presentan un
fenotipo hipomorfico de la proteina ATG16L1(ATG16L1HM) desarrollaran mas
tumores en comparacion a los ratones silvestres (WT), debido a una respuesta
inflamatoria aumentada en los ratones ATG16L1, comparada con la que

presentaran los ratones WT.

4. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.
Determinar las diferencias histopatolégicas y los cambios en la respuesta inmune

en ratones con una expresion disminuida de la proteina ATG16L1 (ATG16L1HM),

OBJETIVOS PARTICULARES.

* Inducir cancer colorrectal (modelo OM/DSS) en ratones con fondo genético
C57BL/6 hipomoérficos para la molécula ATG16L1 (ATG16L1"M) y ratones
con el gen de ATG16L1 intacto (WT).

* Monitorear durante la induccion de cancer colorrectal el peso de ambos

grupos experimentales.

» Determinar el dafio histopatolégico de muestras de colon de ambos grupos

experimentales.

* Determinar la produccién de citocinas TH1 y TH2 en células totales de
ganglio linfatico mesentérico y bazo.

« Caracterizar las células B de cavidad peritoneal (PEC’s) y ganglio linfatico

mesentérico (GM).
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Induccion de CAC

Se utilizaron ratones hembra de 8-9 semanas de edad y peso corporal de 20-
22 gr. en fondo genético C57BL/6. Los grupos experimentales consistieron en
ratones hipomorficos para la molécula ATG16L1 (ATG16"™) como los descritos
en Cadwell K. 2008 y ratones con el gen de ATG16L1 intacto (WT). Los
ratones se sometieron a un tratamiento modificado del previamente por
(Tanaka et al. 2003) con la finalidad de producir un modelo mas prolongado y
un mayor numero de neoplasias (Snider, et al. 2016). Dicho tratamiento
consistié en una Unica inyeccion intraperitoneal (ip.) del reactivo carcinogenico
azoxymetano (AOM), 12.5g/kg de peso corporal, (dia 0) y posteriormente
fueron sometidos a un tratamiento que consistié en 3 ciclos (de 5 dias con
sulfato de sodio dextran (DSS) en agua al 1% y 16 dias con agua sin DSS

como se muestra en la figura 6.

e
'e-"bo‘\
P o
%, o‘ii
el \o
e"?\e"o W
& .
l Dia de
sacrificio
DSS H,0 DSS H,O  pss H,O

)

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96 100104
dias

Figura 6. Representacion esquemdtica de administracion de tratamiento AOM/DSS para la induccion CAC

Para evaluar el transcurso de la enfermedad de acuerdo a Tanaka y col., se
registr0 de manera periddica el peso de los ratones (cada segundo dia).
Durante este tiempo fueron visualmente evaluados. Se obtuvieron muestras de

sangre a la mitad del experimento (dia 45) y a dias antes del término de éste
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(dia 86) con la finalidad de obtener el suero sanguineo, obtenido tras la
recuperacion del sobrenadante resultante de la centrifugacion a 3500rpm de
las muestras durante 5 minutos. Las muestras fueron guardadas en tubos

eppendorf y congeladas a -80°C para su posterior analisis.

Una vez cumplido el tratamiento, los ratones de ambos grupos experimentales
se sacrificaron por dislocacién cervical para la extraccion de colon, bazo,
higado, los cuales fueron pesados, en el caso del colon fue medido vy
visualmente estudiados. De igual forma fueron extirpados los ganglios linfaticos

mesentéricos (GM).

5.2 Determinacién de la severidad de CAC.

El primer pardmetro que se determind, como indicador de dafio, fue la longitud del
colon de los grupos experimentales. Dichos érganos fueron medidos con una regla
sobre papel milimétrico con la finalidad de determinar cambios en el tamafio de los
mismo entre grupos experimentales. Con un microscopio estereoscépico se
observaron las muestras y se cuantificaron las neoplasias. Adicionalmente,

organos como el higado y el bazo de los animales se pesaron.

5.3 Determinacién del dafio histopatolégico por medio de la tincion H&E

Se desecaron los cdllones obtenidos, colocando en tubos falcon de 15mL que
contenian paraformaldehido (PFA) durante 24 hrs. Posteriormente se lavaron los
tejidos con agua y se pasaron por un tren de soluciones Alcohol/Xilol en tubos
falcon de 15mL de la siguiente manera: 20’ alcohol al 50%, 20’ alcohol al 60%, 20’
al 70%, 20’ al 80%, 20’ al 90%, 20’ alcohol absoluto 1, 20’ alcohol absoluto 2, 20’
Xilol absoluto 1, 20’ Xilol absoluto 2. Posteriormente se colocaron las muestras en
un frasco con parafina en una estufa a 54°c, 24hrs en parafina 1 y 24hrs en
parafina 2. Una vez pasado este tiempo se procedid a la inclusion de la muestra
en cubos de parafina para realizar cortes de 5uM de tejido de las muestras
colectados de cada grupo experimental. Las muestras se tifieron con hematoxilina

y eosina (H&E), de la siguiente forma. 5’ Xilol 1, 5’ Xilol 2, 3’ alcohol absoluto, 3’
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alcohol al 90%, 3’ alcohol al 80%, 3’ alcohol al 70%, 5 agua, 1’ hematoxilina, 1’
agua, 5’ eosina, 1’ alcohol al 70%, 2’ alcohol al 80%, 3’ alcohol al 90%, 5’ alcohol
absoluto, 3’ Xilol 1, 5 Xilol 2. Las muestras fueron montadas con resina en
portaobjetos etiquetados para determinar al microscopio los cambios en la
arquitectura del colon, asi como el grado de progresion de la enfermedad.

5.4 Cultivo de Bazo y Ganglio

El dia del sacrificio de los ratones se extrajo el bazo y ganglio linfatico
mesentérico, ambos fueron macerados en filtros celulares (Falcon) de 70um con
ayuda de 5mL de medio de cultivo RPMI enriquecido con suero fetal bovino (SFB)
al 10% (Gibco) en cajas Petri con la finalidad de obtener una suspension celular,
las muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos a 3500rpm, se decantaron y
a cada muestra se le colocé 3mL de solucién hemolizante (Tris base 0.17M y
NH4CL 0.16M) durante 4 min. Posteriormente la reaccién se detuvo con 3mL de
medio. De nuevo las muestras fueron centrifugadas a 3500rpm, las muestras

fueron decantadas y la suspension celular se ajust6 a una densidad de 3x108/ml.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo celular con 24 pozos, la
organizaciéon de las muestras se realiz6 de acuerdo con el criterio de los
investigadores. Cada muestra tenia al menos una repeticion en donde las células

fueron estimuladas con Concanavalina A.

Se incubaron las placas de cultivo durante 48h a 37°C y 5%CO2, pasado este
tiempo las muestras fueron colocadas en tubos eppendorf y centrifugadas a
3500rpm durante 5 minutos con la finalidad de recuperar los sobrenadantes,
guardarlos en una temperatura de -80°C hasta que se usaran para ser analizados
por prueba ELISA sandwich.
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5.5 Determinacion de la produccion de citocinas TH1y TH2 en células totales
de ganglio linfatico mesentérico, suero sanguineo y bazo por la prueba
ELISA SANDWICH

Se cuantificaron las citocinas IL-4, IL-15 e IFN-y de suero sanguineo y cultivos

celulares de bazo y ganglio linfatico mesentérico.

Se sensibilizd una placa Elisa (Costar) de 96 pozos. Se diluyé y homogenizé el
anticuerpo de captura en buffer de pegado (0.1mL de NA2HPO4 en 1L de agua
destilada), posteriormente se coloco 100uL de esta solucion en cada pozo de la
placa con una pipeta multicanal (Gilson). La placa se cubrié con papel aluminio y
se resguardd en un refrigerador a 4°C por 24 horas.

Posteriormente la placa fue lavada 3 veces en solucion de lavado [0.5% de Tween
20 en 1L de PBS (83% de NaCl, 12% NazHPOa4, 2.09% KH2PO4, 2.09% KC)],
después de cada lavado la placa era secada de manera manual agitdndola. Al
finalizar, se agregaron 300uL de solucion de bloqueo (150 mg de ABTS en 50mL
de &cido citrico a 0.1M en agua destilada, llevado a un pH de 4.3 con NaoH) a
cada pozo, se envolvié la placa con papel aluminio y se dejé reposar durante 2h,
con la finalidad de bloquear el pegado inespecifico, pasado dicho tiempo se volvié

a lavar y secar la placa como se describié previamente.

Los cultivos de ganglio linfatico mesentérico y bazo, asi como el suero sanguineo;
fueron colocadas en los pozos en el orden establecido por los investigadores. Se
realizd6 una curva patron agregando la citocina recombinante murina
correspondiente a cada pozo, las dos primeras columnas para agregar solucion de
blogueo, iniciando con una concentracion de 10,000 pg, en las columnas
posteriores se realizaron diluciones al doble sucesivamente. La placa se envolvié

en papel aluminio y se incubd a 4°C por 24 horas.

Al dia siguiente la placa fue lavada 4 veces y secada de manera manual, para
posteriormente agregar el anticuerpo marcado con biotina correspondiente a cada
citocina. De una dilucién de 2uL/mL de anticuerpo con biotina en solucion de

bloqueo, se agreg6 un volumen de 100uL en cada pozo y se incubd por una hora
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a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se volvié a lavar la placa 4 veces y

se sec6 de manera manual.

Se prepar6 una dilucion de 1:5000 de enzima streptoavidin peroxidasa en solucién
de bloqueo, para obtener un volumen final de 10mL de esta dilucién y colocar
100uL en cada pozo. Se dejaron incubar las placas por 45 minutos a temperatura

ambiente.

Finalmente, la placa fue lavada y secada 5 veces para posteriormente colocar
100uL en cada pozo de solucidén de sustrato de la enzima que consistié en 100uL
de H202al 3% en 10mL de ABTS. Se envolvié la placa en papel aluminio y se dej6
a temperatura ambiente por 3 minutos para que se llevara a cabo la reaccion para
posteriormente revelarla en el lector de placa (EPOCH) calibrado a una lectura de

405nm de longitud de onda.

5.5 Caracterizacion de células B de PECs y GM por citometria de flujo

El dia del sacrificio con una jeringa, cuidando que no tuviera la aguja contacto con
ningun organo se inyectd 5mL de solucion salina en la cavidad peritoneal de los
ratones recién sacrificados con la finalidad de extraer las células de dicha cavidad.
Una vez inyectada la solucién salina, de manera manual se masaje6 con fuerza el
area abdominal para que las células pegadas a las paredes peritoneales se
desprendieran, posteriormente con ayuda de la misma jeringa con la que se
inyecto al raton, se extrajo el mismo volumen de solucion salina y se coloc6 en un
tubo falcon de 15mL. Se realiz6 una dilucion en un 1:2, 10uL de azul tripano en
10uL de muestra con la finalidad de realizar un conteo celular en la camara de

Neubauer.

Las muestras peritoneales, asi como las células de GM fueron ajustadas a una
densidad de 1x10° células, las cuales fueron incubadas en 300uL de buffer de
FACS (0.1% de NaNs, 1% de suero fetal bovino SFB en 1L de PBS) con los
siguientes anticuerpos: APC Cy7 para MHCII, PECy7 para PDL-1 y PE para
CD19; durante 30min. Pasado ese tiempo las muestras fueron centrifugadas por
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5min a 3500rpm, se decantdé y se lavaron en buffer de FACS una vez mas.
Finalmente, se fijaron las muestras en paraformaldehido (4%) en una dilucion 1 a

4 en buffer de FACS y las muestras fueron analizadas en el citometro de flujo

Attune, life technologies).
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6. RESULTADOS

ATG16L1 limita el crecimiento de neoplasias a |a parte terminal del colon.
Con la finalidad de analizar el progreso de la enfermedad en el momento en el que

los grupos experimentales fueron sometidos al tratamiento AOM/DSS. Se pesaron
los ratones durante el tiempo que durd el tratamiento, como fue previamente
realizado por Tanaka y col. Encontramos que tras el primer ciclo de DSS ambos
grupos experimentales perdieron peso de manera muy similar, de la misma forma
fueron recuperando peso en la primera semana de descanso. Para la segunda
semana de descanso, previa al segundo ciclo de DSS se observdé un
comportamiento irregular en el cambio de peso, siendo los ratones ATG16L1" |os
gue mostrabanmas cambios durante el tiempo de induccion. Tanto en el tercer
ciclo de DSS como en la semana posterior a este, se registré un comportamiento
parecido en ambos grupos, sin embargo, esto cambié en las siguientes semanas
hasta el dia de término del tratamiento en donde los ratones hipomoérficos para
ATG16L1 presentaron una mayor pérdida de peso comparado con los silvestres
(Gréfico 1). La pérdida de peso tras la administracion del agente inflamatorio es un
sintoma de la colitis (Snider, et al., 2016, De robertis,, et al. 2011, Tanaka et al.,
2003).
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Grdfico 1. Grdfica del porcentaje de peso corporal a través del tiempo en comparacion al dia 0, de ratones WT y
ATGL16L1"M, (n=5-6) de 2 experimentos. En simbolos rojos se muestra los dias de registro de peso en ciclos de DSS.

Ratones WT (barra gris), ratones ATG16L1"™ (barra negra).

Otros signos que caracterizan el progreso de la colitis como lo son el sangrado

rectal, diarrea, heces sueltas, heces con sangre y prolapso rectal fueron
presentados en el grupo ATG16L1"M (figura 7). En el grupo WT solamente se

encontraron heces sueltas y con rastros de sangre (no se presenta).
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Figura 6. Padecimientos fisicos visibles derivados de la inflamacion crénica. Se muestran las imdgenes representativas
de grupos experimentales WT y ATG16L1"M con tratamiento AOM/DSS. a) Raton WT sin presencia de algun padecimiento
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fisico visible. b) Raton ATG16L1"M con presencia de prolapso rectal. c) secuencia de tiempo desde el primer padecimiento
fisico observable (sangrado) hasta el desarrollo del prolapso en raton ATG16L1"M (n=5-6) de 2 experimentos.

Es destacable que de acuerdo a la asignacion de puntuaciones clinicas de colitis
en ratones C57BL/6 (cuadro 5) el grupo experimental ATG16L1"M presentara casi
todas las caracteristicas de una puntuacion alta (puntuacion de 4) a excepcién del
porcentaje e peso perdido.

Pérdida de Sangrado oculto /
peso (%) macroscopico
Ninguna Negativo

1-5 -

5-10 Hemocultivo positivo
10-20 .

>20 Sangrado perianal

macroscopico

Cuadro 5. Asignacion de puntaciones clinicas de colitis en ratones C57BL/6 (Snider et al., 2016)

Al término del tratamiento se sacrificaron a los individuos de ambos grupos mas un
control para inspeccionarlos cuidadosamente y detectar si existian lesiones

macroscopicas existentes.

Se extirparon los érganos donde el progreso de la enfermedad es mas visible
(colon, higado y bazo) segun lo establecido por Tanaka et. al.
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Medida colon

Peso higado

CONTROL

0.993g
1.189¢g

AOM/DSS

Cuadro 6. Datos promedio de medidas de colon, pesos de colon, higado y bazo de todos los grupos experimentales.

(n=5-6) de 2 experimentos.

Peso colon

0.3

0.2+

Gramos

0.1

0.0-

@l WT CTRL

M ATG16L1MM CTRL
@8 WT AOM/DSS

ATG16L1"M AOM/DSS

-

Grdfico 2. Peso de colon de todos los grupos experimentales. (n=5-6) de 2 experimentos.

En el caso del colon de los grupos control se aprecia diferencia en el peso y

tamafio entre el grupo silvestre y el hipomérfico. El higado se mantuvo sin

diferencias entre grupos mientras que en el caso el bazo se present6 en algunos

casos esplenomegalia en ratones ATG16L1"M (figura 8).
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Figura 7. Imdgenes representativas de los bazos obtenidos el dia del sacrificio de los ratones. Se aprecia
esplenomegalia en los ratones ATG16L1MM, (n=5-6) de 2 experimentos.
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En el caso del colon, se detectaron diferencias mas evidentes entre los grupos. Se
observé que el tamafio del colon cambia cuando se compara entre ratones
ATG16L1"M y WT sin tratamiento (figura 9, “@” y “b” control) mostrando una
disminucién en la longitud del colon de los ratones ATG16L1"M, Las diferencias
observadas en el colon de ratones con tratamiento son mas marcadas, siendo que
en la parte distal (recto y ano) se aprecia lo que pareciera ser la formacion de
adenomas en el grupo ATG16L1"M (figura 9, “a” y “b” AOM/DSS). Para determinar
si existian neoplasias se realizaron disecciones sagitales del colon de los grupos
experimentales. Se observé en los dos grupos sometidos al tratamiento (figura 9,
“c” y “d”) formacion de neoplasias. Sin embargo aunque se encontraron neoplasias
en ambos grupos, el tamafio, forma y distribucion de las mismas cambiaba
dependiendo del grupo, siendo de interés que si bien en el caso del grupo control
se encontré una masa neoplasica mas pronunciada en la parte terminal del colon,
en el caso de los ratones ATG16L1"M se encontraron neoplasias bien definidas a
lo largo del intestino grueso, no sélo en la parte distal si no, en la media y aunque

s6lo se representd en un caso, en la region proximal(figura 9).
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Figura 8. Imdgenes representativas del estado morfoldgico en el que se encuentran los grupos experimentales.

a) se muestra los colon de ratones WT con y sin tratamiento AOM/DSS (control) b) se muestran los colon de
ratones ATG16L1"™ con vy sin tratamiento. c¢) colon de ratones control, WT (arriba) ATG16L1"™ (abajo).d)
Colon de ratones con tratamiento AOM/DSS, WT (arriba) ATG16L1"M(n=5-6) de 2 experimentos.

Se conté el numero de neoplasias definidas con la finalidad de identificar la
severidad de la enfermedad como fue realizado por Tanaka et al 2003. Se
encontré que el grupo de los ATG16L1"M presentdé mayor nimero de neoplasias
mayores a 2mm comparado con los WT, coso opuesto fue en las neoplasias

menores a 2 mm en donde los WT presentaron mas.
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Grdfico 3. Presencia de adenomas > 6 < 2mm en ambos grupos. Datos promedio de neoplasias encontradas en grupos
WT y ATG16L1"M con tratamiento AOM/DSS (n=5-6) de 2 experimentos.

Con la finalidad de conocer el dafio sufrido a nivel microscépico y el tipo de
neoplasia presentada, se observaron cortes de tejido colénico en el que se
encontraron neoplasias malignas, tefiidos con H&E. Para determinar el tipo de
dafio se us6 de apoyo las imagenes descriptivas encontradas en De Robertis 2011
(ANEXO 2) (Figura 10).

En el grupo WT sometido a tratamiento AOM/DSS, se encontr0 la presencia de de
criptas aberrantes (ver anexo) e invasion celular de tejido de mucosa se
determinaron las neoplasias presentadas como de tipo adenocarcinoma
moderadamente diferenciado que invade la mucosa. Por lo que se determin6 que
las neoplasias presentadas eran adenomas. En cuanto al grupo ATG16L1"M se
encontraron criptas aberrantes, focos de criptas aberrantes, e invasion celular en
el tejido de mucosa por lo que se determind que las neoplasias presentes son

adenocarcinomas (Figura 10).

La deletérea produccion de la proteina ATG16L1 produce una mayor formacién de

adenomas tubulares que no se limita a la region terminal del colon, sin embargo, la
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produccion normal parece limitar la aparicion de neoplasias en la parte terminal del

colon.

Criptas aberrantes .

HM
ATG16L1

Criptas aberrantes

Figura 10. Diferencias macroscopicas y microscopicas observadas en tejido colonico. Se muestran imdgenes
representativas de cortes histoldgicos tefiidos con H&E de grupos WT y ATG16L1 con tratamiento AOM/DSS (n=5-6) de 2
experimentos.

Con la finalidad de conocer la respuesta de tipo Thl yTh2 se determind la
concentracion de citocinas encontradas en suero sanguineo, bazo y GM. En suero
sanguineo solo se determinaron las citocinas IL-4 e IFNy en dos diferentes
tiempos, a mitad del experimento (dia 45) y cerca del término de este (dia 86). Se
aprecia un aumento de IL-4 en el ATG16L1"M al dia 86, contrario a lo sucedido
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con el grupo WT en donde los niveles estuvieron por debajo del nivel de deteccién.
En cuanto a IFNy en ambos grupos se nota un incremento de esta citocina en
suero sanguineo (Grafico 4).

En el bazo la concentracién de IL-4 de ambos grupos presentan un aumento
cuando las células son estimuladas, sin embargo, este aumento es menor en
ATG16L1"M comparado con WT. El aumento en la concentracion de IFNy de

estado basal y estimulado no parece variar entre grupos (Grafico 4).
En GM la concentracion de IL-4 es mayor en los sobrenadantes de las células de

ratones ATG16L1"™ estimuladas con el mitégeno con A. La concentracion de IFN

¥ de estado basal a estimulado no parece variar entre grupos (Grafico 4).
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Grdfico 4. Caracterizacion de citocinas tipo Thl y Th2 en bazo, GM, y suero sanguineo. Se muestra la concentracion en
pg/mL de citocinas IL-4 e IFN ¥ en suero sanguineo obtenido de ratones al dia 45 (primer ciclo DSS) y al dia 86 (ultimo
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ATG16L1 requla la respuesta inmune limitando un ambiente inmunosupresor

Con la finalidad de conocer el tipo de respuesta presentado por parte de las
células B se contabilizé el numero de linfocitos encontrados en cavidad peritoneal

y ganglio linfatico mesentérico (Grafico 5).

Aungue no se encontraron diferencias significativas en el ndmero de células
totales en cavidad peritoneal entre grupos expuestos al tratamiento. En el GM se
encontré que los ratones con produccion deletérea de ATG16L1 poseian menor

namero de linfocitos (Grafico 5).
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Grdfico 5. Numero de linfocitos encontrados en GM y células intraperitoneales (PEC’s). (n=5-6) de 2 experimentos.

Una vez conocido el numero de linfocitos presentes en ambos sitios, se determiné
mediante marcadores de superficie celular cuantas de estas células eran linfocitos

B y qué tipo de respuesta inmune presentaron.

Se encontré que tanto en ganglio como en cavidad peritoneal existia un mayor
numero de linfocitos B con MHCII en ratones ATG16L1"M, comparado con los

linfocitos presentes en la cavidad peritoneal de los ratones WT
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Dicho comportamiento fue observado también en linfocitos B con PDL1 activado
en donde los ratones hipomdérficos presentaron un mayor porcentaje de linfocitos B
con PDL1.

Lo que indica un ambiente enriquecido de células B reguladoras a causa de la
produccion deletérea de ATG16L1.
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moléculas tipo MHCIl'y PDL-1 en ATG16L1"M con tratamiento AOM/DSS a comparacion de WT AOM/DSS.




7. DISCUSION.

La enfermedad inflamatoria intestinal contribuye de manera significativa a un
mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal, principalmente como resultado de
los efectos pro-neoplasicos de la inflamacion intestinal crénica. Los estudios
epidemioldgicos contindan destacando el mayor riesgo de CCR en Ell (Kim &
Chang, 2014 & CDC, 2018)

En diversos estudios se ha identificado la existencia de alelos de riesgo que al
verse mutados contribuyen en la aparicion y desarrollo tanto de la ElIl como del
CCR. La proteina ATG16L1 es uno de estos alelos de riesgo, pues, se ha
detectado que la sustitucion T300A en el extremo carboxilo de esta proteina regula
de manera negativa la produccion de la proteina autofagica ATG16L1. La
produccion reducida de esta proteina conduce al desarrollo de CCR asociado a
colitis (Kuipers, et al., 2015 & Hampe, et al., 2007).

En este proyecto estudiamos la susceptibilidad al CCR de los ratones hipomorficos
para la proteina ATG16L1 y los cambios en la respuesta inmune, especificamente
en las células B. Nuestros resultados exponen que tras la exposicion de un agente
carcinogénico (AOM), seguido de 3 ciclos de un agente pro-inflamatorio (DSS)
ambas cepas experimentales muestran pérdida de peso tras cada ciclo de DSS,
sin embargo, los ratones hipomoérficos para la proteina ATG16L1 mostraron una
mayor disminucion del mismo (grafico 1). También se observd, de manera Unica
en el grupo hipomorfico, la presencia de padecimientos fisicos como lo son el
sangrado rectal, sangrado en heces fecales y prolapso rectal (Figura 7). La
pérdida de peso, asi como la presencia de los padecimientos fisicos ya descritos
han sido reportados en numerosos trabajos como indicadores de la progresiéon de
la Ell (Snider, et al., 2016, De robertis,, et al. 2011, Tanaka et al., 2003).

Los dafios a nivel histolégico fueron claros y mas marcados en el grupo
ATG16L1"M encontrandose una disminuciéon en el peso y tamafio del colon en
comparacion con el grupo silvestre (cuadro 6 y grafico 2), ademas de encontrar la

presencia de esplenomegalia en el bazo (figura 8).
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El peso y tamafio del colon no fueron las Unicas caracteristicas que se vieron
modificadas pues se detectd de manera macroscopica en ambos grupos la
presencia de neoplasias. En el grupo WT se encontraron neoplasias en la parte
distal del colon, sin embargo, aunque existio la presencia de neoplasias mayores a
2mm, en su mayoria, estas no superaban este tamafio. Al contrario, en el grupo de
los ratones ATG16L1 se presentaron un mayor nimero de neoplasias de mayor
tamafo (>2mm) a lo largo de la parte proximal, media y distal del colon (grafico 3).
Tanto el tamafio como la localizacion de las neoplasias a lo largo del colon han
sido descritos en trabajos previos como indicadores de la aparicion, progresion y
severidad del CCR (Tanaka et al., 2003). La distribucién de las neoplasias ha sido
descrita como un fuerte indicador de la severidad del CCR ya que las neoplasias
son mas comunes en la parte distal del colon. De todos los casos que se han
observado de CCR en diversos estudios la aparicion de neoplasias en la parte
media y sobre todo proximal del colon es poco frecuente y esta asociada a un mal
pronéstico siendo que en estos casos la mortalidad aumenta (BaranB., et al.,
2018; Hsu, Y. L., et al., 2019 & Mirdn Fernandez et al., 2021). De acuerdo con lo
encontrado, la proteina ATG16L1 parece tener un importante papel en la

enfermedad, limitando la progresion y severidad del CCR.

Posteriormente determinamos los cambios que hubo en los tejidos de colon tras la
administracion del modelo, de manera histolégica. En ambos grupos existieron
cambios morfolégicos, se observaron cambios en la constitucion del epitelio y
mucosa colonica. Sin embargo, en el grupo hipomorfico se observaron cambios

gue indicaban la presencia de CCR.

Se ha descrito que de acuerdo al tipo de neoplasia y alteracién del epitelio y
mucosa intestinal se puede saber el nivel de progresion de la enfermedad con
anterioridad (De Robertis, 2011; Fleming, M., et al., 2012). La presencia de criptas
aberrantes, focos de criptas aberrantes, asi como el ensanchamiento del epitelio
intestinal son algunas de las caracteristicas de adenomas (neoplasias no
benignas) encontradas en el grupo WT (figura 10); el desorden arquitectdnico sin

una clara diferenciacion de las partes que conforman el epitelio intestinal, asi
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como infiltrado celular en la mucosa son propios de carcinomas encontrados en el
grupo ATG16L1, por lo que esta proteina limita el crecimiento y severidad del
CCR.

Numerosos estudios han demostrado que el cancer altera el equilibrio de la
respuesta inmune tipo Thl / Th2, y esto se conoce como "cambio de equilibrio".
Se ha considerado que la inmunidad mediada por Th2 favorece el crecimiento
tumoral, tanto al promover la angiogénesis como al inhibir la inmunidad mediada
por células citotoxicas y la subsiguiente muerte de las células tumorales. El IFN-y
y la IL-4 son citocinas fundamentales que son producidas por las células Thl y
Th2, respectivamente. (Zhao, et al., 2019; Zhang, W., et al., 2018; Saxena, R., &
Kaur, J. 2015 & Ma, J., Liu, H., & Wang, X. 2014). Nos dispusimos a medir los
niveles de IL-4 e IFN-y en suero sanguineo (al inicio y al término de la
administracion de DSS), bazo y GM con la finalidad de conocer el tipo de
respuesta inmune desarrollada (grafico 4). Nuestros resultados indican un
aumento de la citocina IL-4 al término de la induccion del DSS en suero sanguineo
y en GM en el grupo ATG16L1HM, La citocina IL-4 es una citocina de importancia
clinica al verse asociada con el progreso del cancer. Es la encargada de la
activacion por fosforilacién de la via JAK-STAT®6 la cual promueve el fenotipo Th2
y a su vez mediante la produccién de IL-4 limita la respuesta Thl asociada a un
mejor pronostico de la enfermedad (Luzina, I. G., et al., 2012; Takeda, K., et al.,
1996; Leon-Cabrera, et al., 2017). Por lo que ATG16L1 posee un papel importante

en la regulacion del CCR a través de la regulacion de la citocina IL-4.

Las células B son células presentadoras de antigenos (APC) profesionales y
pueden diferenciarse por distintas citocinas como IL-4 en diferentes tipos de
células, por ejemplo, células plasmaticas capaces de producir anticuerpos. Las
células B son responsables del comienzo de algunas enfermedades, por ejemplo,
la mayoria de las enfermedades autoinmunes (Peng, B., Ming, Y., & Yang, C.
2018; Sun, X., et al. 2019; Guan, H., et al. 2016).

Ademas de tener un papel patogénico en enfermedades autoinmunes, las células

B despliegan funciones supresoras mediante la secrecion de citocinas como IL-10
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e IL-35, debido a la presencia de moléculas citotéxicas como perforina y granzima
(Sokolov, A. V., et al., 2018; Liu, Y., et al. 2016). En general estas poblaciones se
han categorizado como células B reguladoras (Bregs) y tienen la capacidad de
inhibir a otras poblaciones de la respuesta inmune. Debido a esta funcion
supresora, la induccion y/o expansion de B regs es una estrategia de evasion
inmune de una gran diversidad de patdgenos y se han encontrado en algunos
tipos de neoplasisas. En este estudio, nos interesamos en las células B regs, ya
que poco se sabe acerca de como las proteinas ATG regulan a este subtipo de
poblaciones (Guan, H., et al. 2016; He, Y., et al. 2014; Wang, W. W., et al. 2015).

Encontramos que los ratones ATG16L1 presentan un mayor porcentaje de células
CD19+ MHCII+ y células CD19+PDL1+ tanto en la cavidad peritoneal asi como en
el ganglio drenante (mesentérico), dicho fenotipo es compatible con el reportado
en células B regs, sugiriendo que el la gravedad del dafio en el colon de los
ratones ATG16L1 es resultado de un microambiente pro-tumoral representado por
una respuesta de tipo Th2 exagerada asi como un mayor niumero de células Bregs
(Guan, H., et al. 2016; Khan, A. R, et al. 2015).

Por lo tanto, nuestros datos sugieren que cuando la proteina ATG16L1 no se
expresa de manera normal se puede acelerar el proceso de carcinogénesis en el
colon, lo cual se asocia con un ambiente Th2 combinado con poblaciones

supresoras como células B reguladoras.
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8. CONCLUSIONES.

Los ratones hipomorficos para la proteina ATG16L1 mostraron un desarrollo
mas acelerado en el proceso de carcinogénesis en el colon, comparado con

los ratones silvestres.

El desarrollo del CCR en los ratones hipomorficos para la proteina
ATG16L1 correlacioné con un aumento en la respuesta Th2 y un mayor

namero de células B reguladoras.
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ANEXOS.
1. HALLMARKS DEL CANCER. (HANAHAN & WEINBERG. 2011)

Sostiene la sefalizacion proliferativa Evasion de supresores de crecimiento

Desregulacion energética celular 'a @t Evasion de la respuesta inmune

Hallmarks

Resistencia a la apoptosis O

Evasion de sefales anti-replicativas

Inestabilidad Eenémica y mutacion

Induccién de angiogénesis

Figura 9. Hallmarks of Cancer. Editado de (Hanahan & Weinberg. 2011).

ol.l.l Sostiene la Sefalizacion Proliferativa: Los tejidos normales controlan
de manera cuidadosa la produccion y liberacién de sefiales promotoras de
crecimiento, las cuales entran al ciclo celular, permitiéndoles asegurar la
homeostasis celular de los tejidos. Dicha homeostasis resulta en el buen

funcionamiento y mantenimiento del tejido.

En células cancerosas éstas sefiales se ven desreguladas, confiriéndoles la
facultad de autorregularse, lo que les permite adquirir la capacidad de

mantener la sefializacion proliferativa de varias maneras:

e Pueden producir ligandos de factores de crecimiento, a los que
pueden responder mediante la expresion de receptores afines, dando
como resultado la estimulacién proliferativa autécrina.
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e A través del envio de sefales, las células cancerosas pueden
estimular las células normales dentro del estroma asociado al tumor
de soporte, lo que provoca que las células normales suministren a
las cancerosas de varios factores de crecimiento.

e Al existir en la superficie de la célula cancerosa proteinas receptoras,
gue hacen que dichas células sean hiperreactivas a cantidades
minimas de ligando del factor de crecimiento, lo que conduce a
alteraciones estructurales en las moléculas receptoras facilitando la
activacion independiente del ligando.

e La independencia del factor de crecimiento a través de la activacion
constitutiva de los componentes de las vias de sefializacion que
operan aguas debajo de los receptores, lo que evita la necesidad de
estimular estas vias mediante la activacion del receptor mediada por
ligando,

e Las mutaciones somaticas activan vias adicionales aguas abajo,
generalmente por la activacion de receptores de crecimiento.

e La interrupcién de los mecanismos de retroalimentacién negativa,
atenla la sefalizacién proliferativa. Normalmente los circuitos de
retroalimentacion negativa funcionan para amortiguar varios tipos de
sefalizacion y, por lo tanto, garantizar la regulacion homeostética del
flujo de sefiales que circulan a través de los circuitos intracelulares.
Sin embargo, al existir defectos en estos mecanismos de
retroalimentacion, son capaces de mejorar la sefalizacion

proliferativa.

1.1.2 Evasion de supresores de crecimiento: Las células cancerosas

poseen estrategias que regulan de manera negativa la proliferacion celular,
muchas de estas estrategias dependen de las acciones de los genes
supresores de tumores. Se han descubierto docenas de ellos, que operan
de diversas formas para limitar el crecimiento y la proliferacion celular a

través de su inactivacion.
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e Mecanismos de Inhibicion de genes de contacto y su evasion: Los
contactos de célula a célula formados por densas poblaciones de
células normales propagadas en cultivo bidimensional operan para
suprimir una mayor proliferacién celular, siendo esto un mecanismo
gue funciona para garantizar la homeostasis celular. Esta inhibicion
al contacto se elimina en varios tipos de células cancerosas.

e La corrupcion de la via TGF-B promueve la malignidad: TGF- es
una via de sefializacion anti proliferativa, sin embargo, en muchos
tumores de etapa tardia la sefializacion en la via TGF-$ no suprime
la proliferacion celular y, en cambio, activa un programa celular
denominado “Transicién Epitelio-Mesénquima” que confiere rasgos

de células cancerosas asociadas con alto grado de malignidad.

1.1.3 Resistencia a la muerte celular: La muerte celular programada por

apoptosis sirve como una barrera natural para el desarrollo del cancer. La
apoptosis se desencadena en respuesta a diversas tensiones fisiologicas
qgue sufren las células cancerosas, causadas por la terapia contra el cancer.
A demas, la alta sefializacién de oncogenes y el dafio al ADN asociado con
la hiperproliferacion, son principales inductores de dicho programa. Sin
embargo, se ha observado que conforme se progresa a estados de
malignidad mas altos en el proceso de carcinogénesis, se atenla el proceso

de apoptosis.

La maquinaria apoptética se componen de dos tipos de reguladores, uno
gue recibe y procesa sefales extracelulares, y el otro que detecta e integra
una variedad de sefales de origen intracelular (programa intrinseco).
Ambos culminan en la activacion de proteasas conocidas como Caspasas 8
y 9, las cuales inician una cascada de protedlisis, en la cual la célula se
desarma progresivamente y luego es consumida tanto por sus vecinos
como por las células fagociticas. El programa apoptotico intrinseco esta

mas implicado como una barrera para la patogénesis del cancer.
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EL desencadenante apoptético se regula mediante miembros pro y
antiapoptoticos de la familia de las proteinas reguladoras Bcl-2. Bcl-2, Bcl-
w, Mcl-1y Al son inhibidores apoptéticos, que cumplen su funcién al unirse
a las proteinas Bax y Bak, incrustadas en la membrana mitocondrial. Estas
Gltimas son pro apoptoticas. Dichas proteinas comparten dominios de

interaccién proteina-proteina, denominados BH3

Se han identificado varios sensores de anomalias que desempefian
funciones claves en el desarrollo del tumor. TP53 induce la apoptosis
regulando al alza la expresion de las proteinas Noxa y Puma con dominio
BH3 ante dafio al ADN u otras anomalias cromosémicas. Las proteinas
transductoras de estrés juegan un papel importante en la regulacion
apoptotica. Niveles inadecuados de interleucina 3 en los linfocitos o del
factor de crecimiento similar a la insulina ¥2 en células epiteliales pueden
provocar apoptosis a través de una proteina llamada Bim con dominio BH3.
Otra condicion que conduce a la muerte celular implica la sefalizacion

hiperactiva de ciertas oncoproteinas, como Myc.

Las células tumorales desarrollan una gran variedad de estrategias para
evitar o limitar la apoptosis. La mas comun de ellas es la pérdida de la
funcion supresora de tumores mediada por TP53, que elimina este sensor

de dafo critico al DNA.

La autofagia es inducida por ciertos estados de estrés celular, el mas
representativo de ellos es la deficiencia de nutrientes. El programa
autofagico permite que las células descompongan organulos celulares,
como los ribosomas y las mitocondrias, permitiendo que los catabolitos
resultantes sean reciclados, y, por lo tanto, utilizados para la biosintesis y el
metabolismo energético. Al igual, se generan metabolitos por la fusién de
lisosomas con vesiculas intracelulares conocidas como autofagosomas.
Dichos metabolitos de bajo peso molecular apoyan a la supervivencia en
entornos estresados y limitados de nutrientes, experimentados por muchas

células cancerosas.
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La via de sefializacion que involucran las P13-quinasas, AKT Y mTOR
guinasas, es estimulada por sefiales de supervivencia para bloquear la
apoptosis, inhibe de manera similar la autofagia; cuando las sefales de
supervivencia son insuficientes, la via de sefalizacién de P13K se regula
negativamente, con el resultado de que se puede inducir autofagia y/o

apoptosis.

Las moléculas ya antes mencionadas como Bid, Bad, Puma, junto con otras
pueden inducir a apoptosis y/o autofagia dependiendo del estado fisiologico

de la célula,

Beclin-1 es una importante proteina reguladora ya que, en conjunto con las
proteinas BH3 acopladas al sensor de estrés, es capaz de inducir autofagia
ylo apoptosis dependiendo del estado fisiologico en el que se encuentre la

célula, gracias.

Estudios refieren a la autofagia como una barrera para el cancer. En
ratones con alelos inactivados del gen Beclin-l o de otros ciertos
componentes de la maquinaria de autofagia exhiben una mayor
susceptibilidad al cancer, lo que sugiere que la autofagia puede servir como
barrera para la tumorogénesis, ya sea de forma aislada o en conjunto con la
apoptosis. Quizas, paradgjicamente, la inaniciobn de nutrientes, la
radioterapia y ciertos medicamentos citotdéxicos pueden inducir niveles
elevados de autofagia que aparentemente son citoprotectores para las
células cancerosas, perjudicando en lugar de acentuar las acciones

asesinas de éstas situaciones inductoras de estés.

La muerte celular por necrosis es un proceso que esta bajo control genético
en algunas circunstancias, y a diferencia de la apoptosis, en el que la célula
es consumida por sus vecinas, las células necréticas se hinchan y explotan,
librando su contenido al microambiente del tejido local. Dicho contenido
proinflamatorio recluta células del sistema inmune cuya funcidn especifica
es examinar la extension del dafio tisular y eliminar las enfermedades

asociadas a desechos necréticos. Sin embargo, en el contexto de la
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neoplasia, multiples lineas de evidencia indican que las células inmunitarias
inflamatorias pueden promover activamente al tumor, dado que tales células
son capaces de promover la angiogénesis, proliferacion de células

cancerosas e invasividad.

Las neoplasias incipientes y los tumores potencialmente invasivos y
metastasicos son beneficiados al tolerar en cierto grado la muerte celular
necroética, para reclutar células inflamatorias promotoras de tumores que

aporten factores estimulantes del crecimiento a las células sobrevivientes.

1.1.4 Evasion de sefales anti-replicativas: Las células cancerosas poseen

un potencial replicativo limitado. En células normales se presentan dos
barreras que limitan los ciclos sucesivos de crecimiento y division celular,
dichas barreras son la senescencia, una entrada tipicamente irreversible en
un estado no proliferativo pero viable, y la crisis, que implica la muerte
celular. Los ciclos repetidos de division celular conducen primero a la
senescencia y luego, aquellas células que logran eludir esta barrera entran
a una fase de crisis, en la que muere la gran mayoria de células de la
poblacion. En raras ocasiones, cuando las células emergen de una
poblacion en crisis y exhiben un potencial replicativo ilimitado, entran en un
estado conocido como cromosomico de las fusiones de extremo a extremo
y esto resulta en una mezcla del cariotipo que amenaza la viabilidad celular.
La longitud del ADN telomérico en una célula dicta cuantas generaciones
celulares sucesivamente puede pasar su progenie antes de que los
teldbmeros se erosionen en gran medida y en consecuencia pierdan sus

caracteristicas protectoras, lo que desencadena la crisis.

En células inmortalizadas se expresa hasta en un 90% de estas, incluyendo
células cancerosas, una enzima ADN polimerasa especializada en agregar
segmentos repetidos de teldmeros a los extremos del ADN telomérico,
conocida como telomerasa. La cual se encuentra casi ausente en células no
inmortalizadas. Al extender el ADN telomérico, la telomerasa puede

contrarrestar la erosion progresiva de los telomeros por lo que la actividad
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de esta enzima se correlaciona con la resistencia a la induccién tanto de

senescencia como de crisis/apoptosis.

El proceso de inmortalizacion en células que procederan a formar tumores,
se ha atribuido a su capacidad de mantener el ADN telomérico en
longitudes suficientes para evitar desencadenar la senescencia o la
apoptosis a través del alza en la expresion de la telomerasa. Al igual, se ha
observado que, en clones de células cancerosas incipientes, a menudo, se
experimenta una crisis inducida por la pérdida relativamente temprana de
los telomeros durante el curso de la progresién tumoral, debido a su
incapacidad para expresar niveles significativos de telomerasa. De igual
forma la ausencia de la vigilancia gendmica por TP53 puede permitir que
otras neoplasias incipientes sobrevivan a la erosion inicial de los telémeros
y a los ciclos de puente de fusion-ruptura cromosémica (BFB). Las
alteraciones gendmicas resultantes de estos ciclos de BFB, incluidas las
deleciones y amplificaciones de segmentos cromosémicos, evidentemente
sirven para aumentar la mutabilidad del genoma, acelerando asi la

adquisicién de oncogenes mutantes y genes supresores de tumores.

A parte de la importancia que tiene la telomerasa para mantener y alargar el
ADN telomérico, ejerce otras funciones que son relevantes para la
proliferacion celular pero que no estan relacionadas con el mantenimiento
de telébmeros. La subunidad TERT de la telomerasa juega un papel
relevante en dichas funciones, al participar en procesos de amplificacién de
sefiales en vias de sefalizacién pro-cancer como en la via Wnt/3- catenina,
en la proliferacién celular y/o resistencia a la apoptosis, a través de la
reparacion del dafio al ADN entre otros. Sin embargo, las contribuciones de
estas funciones adicionales de la telomerasa a la tumorogénesis quedan

por dilucidar por completo.

1.1.5 Induccion a angiogénesis: Al igual que los tejidos normales, los

tumores requieren sustento en forma de nutrientes y oxigeno, asi como
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capacidad de evacuar desechos metabdlicos y el dioxido de carbono. La
neovasculatura asociada al tumor, generada por el proceso de
angiogénesis, aborda estas necesidades. Durante la embriogénesis, el
desarrollo de la vasculatura implica el nacimiento de nuevas células
endoteliales y su ensamblaje en tubos (vasculogénesis) ademas del brote
(angiogénesis) de nuevos vasos a partir de los existentes. Después de esta
morfogénesis, la vasculatura normal se vuelve en gran parte inactiva. En el
adulto, como parte de procesos fisiologicos como la curacion de heridas y el
ciclo reproductivo femenino, la angiogénesis se activa, pero solo de manera
transitoria. Por el contrario, durante la progresién tumoral, un “interruptor

angiogénico” casi siempre se activa y permanece encendido.

El cambio angiogénico se rige por factores compensatorios que inducen o
se oponen a la angiogénesis. Algunos de estos reguladores angiogénico
son proteinas de sefalizacibn que se unen a receptores estimulantes o
inhibidores de la superficie celular que muestran células endoteliales
vasculares. Los prototipos bien conocidos de inductores e inhibidores de la
angiogénesis son, el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFR-A),
la trombospodina-1 (TSP-1) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).
Cada uno desempefia labores diferentes en el proceso de angiogénesis
durante el desarrollo embrionario y postnatal, y luego en la supervivencia
homeostética de las células endoteliales en el adulto, en situaciones
fisiologicas y patoldgicas, ya sea como reguladores, inhibidores o
activadores. En el proceso de carcinogénesis la angiogénesis se ve
activada de manera aberrante por el desequilibrio de sefales
proangiogénicas de manera temprana, durante el desarrollo de etapas
multiples de canceres invasivos tanto en modelos humanos como animales,
la neovasculatura tumoral esta marcada por brotes capilares precoses,
ramificacion de vasos enrevesada y excesiva, vasos distorsionados y
agrandados, flujo sanguineo erratico, microhemorragia, fugas y niveles

anormales de proliferacidon y apoptosis de células endoteliales.
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A demas de factores reguladores, la angiogénesis en células tumorales se
ve beneficiada por células de soporte encontradas muy cerca de las
superficies externas de los tubos endoteliales, en la vasculatura del tejido
normal, dichas células son conocidas como los pericitos. Los pericitos
proporcionan un importante soporte mecénico y fisiologico a las células
endoteliales. La vasculatura asociada al tumor, en contraste, se describio
como carente de una cobertura apreciable por estas células auxiliares. Sin
embargo, se ha revelado que los pericitos estdn asociados, aunque de
manera flexible, con la neovasculatura de la mayoria de los tumores, si no
es gue, en todos, siendo importante la cobertura que tienen estas células
opara el mantenimiento de una neovasculatura tumoral funcional. Sin
embargo, los pericitos no son las Unicas células presentes en el proceso
angiogénico en la metastasis tumoral. Un repertorio de células que se
originan en la médula ésea desempefan funciones cruciales en la
angiogénesis patoldgica. Estas incluyen células del sistema inmune innato,
especialmente macrofagos, neutréfilos, mastocitos y progenitores mieloides,
gue se infiltran en lesiones premalignas y tumores progresivos,
ensamblandose en los margenes de tales lesiones. Las células
inflamatorias peritumorales ayudan a disparar el interruptor angiogénico en
el tejido previamente inactivo y a mantener la angiogénesis en curso
asociada con el crecimiento tumoral, ademas de facilitar la invasion local. A
demas, pueden ayudar a proteger la vasculatura de los efectos de los
medicamentos dirigidos a la sefalizacién de las células endoteliales, y se
ha observado que varios tipos de células progenitoras vasculares derivadas
de la médula ésea migraron en ciertos casos a lesiones neoplasicas y se

intercalaron en la neovasculatura como pericitos y células endoteliales.

1.1.6 Invasion de tejidos y metastasis: A medida que los carcinomas

epiteliales progresan en malignidad, se presenta un estado de invasion local
y metastasis a distancia. Las células cancerosas asociadas al tumor
generalmente se ven alteradas en su forma, asi como en la unién a otras

células y a la matriz extracelular (MEC). Un ejemplo de ello es la perdida de
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una molécula clave en la adhesion célula-célula como la E-cadherina, que
se ha descrito como un antagonista de la invasion y metastasis al verse
regulada de manera negativa en células de carcinoma. Contrario a la
situacion de la E-cadherina, moléculas de adhesion asociadas a

migraciones se ven reguladas al alza.

La llamada “cascada de invasion-metastasis®, prevé una sucesion de
cambios bioldgicos celulares, comenzando con la invasion local, luego la
invasion de las células cancerosas a los vasos sanguineos y linfaticos
cercanos, el transito de las células cancerosas a través de los sistemas
linfaticos cercanos y hematdgenos, seguido del escape de las células
cancerosas de la luz de tales células, vasos en el parénquima de tejidos
distantes (extravasacién), la formacion de pequefios nédulos de células
cancerosas (micrometastasis), y finalmente, el crecimiento de lesiones
micrometastasicas en tumores macroscopicos, este Udltimo paso se

denomina colonizacion.

A través del programa regulador del desarrollo “transicion epitelio-
mesénquima” (TEM) las células epiteliales, adquiriendo la capacidad
adquieren la capacidad de invadir, resistir la apoptosis y difundirse. Este
programa puede activarse de manera transitoria o estable, y en diferentes
grados, por células de carcinoma durante el curso de la invasién y
metastasis. Dentro de este proceso se involucra una serie de factores
transcripcionales, autoregulables, que son capaces de orquestar la mayoria
de los pasos de la cascada de invasién-metéstasis, salvo el paso final de la
colonizacion. Tales factores de transcripcion se caracterizan por llevar a
cabo en la célula la pérdida de uniones adherentes y la conversién asociada
de una morfologia poligonal a una epitelial, morfolégica o fibroblastica, la
expresion de enzimas degradantes de la matriz, el aumento de la motilidad
y mayor resistencia a la apoptosis: todos los rasgos implicado en los

procesos de invasion y metastasis.
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Se requiere de un microambiente tumoral para que se lleven a cabo los
procesos de invasion y metastasis. La diafonia entre células del estroma
neoplasico y las células cancerosas trae como consecuencia la capacidad
adquirida para el crecimiento invasivo y metéstasis, por lo que la capacidad
de crecimiento invasivo implica la posibilidad de reversibilidad, ya que las
células cancerosas que se han diseminado desde un tumor primario a un
sitio de tejido mas distante ya no pueden beneficiarse del estroma activado
y la invasion al no recibir sefiales inductoras de TEM por las células
estromales del tumor primario. En ausencia de exposicion continua a estas
sefales, las células de carcinoma pueden revertir, en sus nuevos hogares,
a un estado no invasivo. Por lo tanto, las células de carcinoma que se han
sometido a una TEM durante la invasion inicial y la diseminacion
metastasica pueden pasar por el proceso inverso, denominado transicion

mesenquimatoso-epitelial TME.

A demds de la llamada invasividad "mesenquimatosa”, regulada
particularmente por el programa TEM, existen otros dos modos distintos de
invasion. La “invasion colectiva” involucra nodulos de células cancerosas
gue avanzan en masa hacia tejidos adyacentes y es caracteristica de
carcinomas de células escamosas sin embargo estos tipos de canceres rara
vez son metastasicos, lo que sugiere que esta forma de invasién carece de
ciertos atributos funcionales que facilitan la metastasis. La invasion
"ameboide" se caracteriza por la plasticidad morfolégica que muestran las
células cancerosas individuales, lo que les permite deslizarse a través de
los intersticios existentes en la matriz extracelular en lugar de despejar un
camino para ellas mismas, como ocurre en las formas de invasion
mesenquimatosas y colectivas. Actualmente no se ha resuelto si las células
cancerosas que participan en las formas de invasion colectiva y ameboide
emplean componentes del programa EMT, o si programas biologicos
celulares completamente diferentes son responsables de la coreografia de

estos programas de invasion alternativos.
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La metéastasis se puede dividir en dos fases principales: la diseminacion
fisica de las células cancerosas del tumor primario a los tejidos distantes, y
la adaptacion de estas células a los microambientes de tejidos extrafios que
resulta en una colonizacion exitosa, es decir, el crecimiento de
micrometastasis en tumores macroscopicos. Dichas fases se comportan de
manera diferente en distintos tipos de cancer. Mas alla del momento de su
diseminaciéon, aun no ha quedado de manera clara cuando y donde es que
las células cancerosas desarrollan la capacidad de colonizar tejidos
extrafios como tumores macroscopicos. Esta capacidad puede surgir
durante la formacién de tumores primarios como resultado de la ruta de
desarrollo particular de un tumor antes de cualquier diseminacion, de modo
gue las células tumorales primarias que ingresan a la circulacion estan
fortuitamente dotadas de la capacidad de colonizar ciertos sitios de tejido
distantes. Alternativamente, la capacidad de colonizar tejidos especificos
solo puede desarrollarse en respuesta a la presion selectiva sobre las
células cancerosas ya diseminadas para adaptarse al crecimiento en

microambientes de tejidos extranos.

Es poco probable que la colonizacién dependa exclusivamente de procesos
celulares autébnomos, pues como ya se ha visto, se requiere el
establecimiento de un microambiente tumoral. Por estas razones, es
probable que el proceso de colonizacién abarque una gran cantidad de
programas biolégicos celulares que, en conjunto, son considerablemente
omés complejos y diversos que los pasos anteriores de diseminacion

metastasica.

1.1.7 Inestabilidad gendmica y mutacion: Ciertos genotipos mutantes

confieren una ventaja selectiva a los subclones de las células, lo que les
permite su crecimiento y eventual dominio en un entorno tisular local.
Aungue esta garantizado que la tasa de mutacion espontanea durante cada
generacion celular sea baja, por la gran capacidad del genoma para

resolver defectos en el ADN, cuando se adquieren genes mutantes
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necesarios para orquestar la tumorogénesis, las células cancerosas a
menudo aumentan las tasas de mutacion. Para que esto se lleve a cabo
deben verse afectados varios genes involucrados mantenimiento del ADN,
a menudo llamados “cuidadores del genoma” que poseen la facultad de
detectar dafios en el ADN y activar la maquinaria de reparacion, reparar
directamente el ADN daflado e inactivar o0 interceptar moléculas
mutagénicas antes de que dafien al ADN. Se ha detectado que los genes
cuidadores, al igual que loa genes supresores de tumores, pueden perder
sus funciones durante el curso de la progresion tumoral, y esta pérdida se
logra mediante mutaciones inactivadoras o mediante represion epigenética.
Los defectos en el mantenimiento y reparacion del genoma son
selectivamente ventajosos y, por lo tanto, instrumentales para la progresion
del tumor, aunque solo sea porque aceleran la velocidad a la que las
células premalignas en evolucion pueden acumular genotipos favorables.
Como tal, la inestabilidad del genoma es claramente una caracteristica
habilitadora que estd asociada causalmente con la adquisicion de
capacidades distintivas.

1.1.8 Inflamacion promovida por el tumor: La mayoria de las lesiones

neoplésicas contienen densos infiltrados de células inmunes, lo que
produce afecciones inflamatorias que surgen en tejidos no neoplasicos.
dicha respuesta inmunoldgica se presenta como un intento del sistema
inmunitario para erradicar tumores, se sabe que de manera paraddjica la
respuesta inflamatoria asociada al tumor. La inflamacién puede contribuir a
multiples capacidades distintivas al suministrar moléculas bioactivas al
microambiente tumoral, incluidos los factores de crecimiento que sostienen
la sefalizacion proliferativa, los factores de supervivencia que limitan la
muerte celular, los factores proangiogénicos, las enzimas modificadoras de
la matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, la invasion y la
metastasis, y la inductiva. sefiales que conducen a la activaciéon de EMT y

otros programas que facilitan el sello distintivo. Poe dichas razones la
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inflamacion se puede considerar una caracteristica habilitadora por sus

o contribuciones a la adquisicion de capacidades centrales distintivas.

1.1.9 Desreqgulacion energética celular. Se ha detectado que en el cancer

existe un desajuste metabdlico con el fin de alimentar el crecimiento y la
division celular. En las células cancerosas se ve reprogramado el
metabolismo de glucosa y, por lo tanto, en su producciéon de energia, al
limitar su metabolismo en gran medida a la glucdlisis, lo que lleva a un
estado denominado “glucdlisis aerobica”. Se ha documentado un aumento
elevado de la absorcion y utilizacion de glucosa en muchos tipos de
tumores y que dicho aumento esta asociado con la activacion de oncogenes
y supresores tumorales mutantes. Esta dependencia de la glucélisis puede
acentuarse aun mas bajo las condiciones hipoxicas que operan dentro de
muchos tumores: el sistema de respuesta a la hipoxia actia
pleiotrépicamente para regular al alza los transportadores de glucosa y las

enzimas multiples de la via glucolitica.

Se ha encontrado que algunos tumores contienen dos subpoblaciones de
células cancerosas que difieren en sus vias generadoras de energia. Una
subpoblacién consiste en células dependientes de glucosa que secretan
lactato, mientras que las células de la segunda subpoblacién importan y
utilizan preferentemente el lactato producido por sus vecinos como su
principal fuente de energia, empleando parte del ciclo del acido citrico para
hacerlo. Entonces. estas dos poblaciones funcionan simbidticamente: las
células cancerosas hipéxicas dependen de la glucosa como combustible y
secretan lactato como desecho, que es importado Yy utilizado
preferentemente como combustible por sus hermanos mejor oxigenados. La
cooperacion entre las células secretoras de lactato y las que utilizan lactato
para alimentar el crecimiento tumoral no es, de hecho, una invencion de
tumores, sino que refleja de nuevo la cooptacion de un mecanismo
fisiol6gico normal, en este caso uno operando en musculo. Ademas, se ha

hecho evidente que la oxigenacion, que va desde la normoxia a la hipoxia,
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no es necesariamente estatica en los tumores, sino que fluctia temporal y
regionalmente, probablemente como resultado de la inestabilidad y la

organizacién cacdtica del tumor. neovasculatura asociada.

1.1.10 Evasién de la respuesta inmune: Las células y los tejidos son

monitoreados constantemente por el sistema inmune, que se encuentra
siempre alerta. Dicha vigilancia inmune es responsable de reconocer y
eliminar la gran mayoria de las células cancerosas incipientes y, por lo
tanto, los tumores nacientes. Los tumores solidos que aparecen de alguna
manera han logrado evitar ser detectados por el sistema inmune o han sido
capaces de limitar el alcance de la muerte inmunoldgica, evitando asi la

erradicacion.

Lo antes descrito parece ser validado por el sorprendente aumento de
ciertos canceres en individuos inmunocomprometidos. Se ha detectado en
pacientes inmunocompetentes, que clones de células cancerosas altamente
inmunogénicas se eliminan rutinariamente, un proceso que se ha
denominado "inmunoedicion”, dejando atrds solo variantes débilmente
inmunogénicas, evadiendo de esta forma la destruccion inmune al
deshabilitar los componentes del sistema inmune que se han enviado para
eliminarlos, para asi crecer y generar tumores sélidos. Por el contrario,
cuando surgen en huéspedes inmunodeficientes, las células cancerosas
inmunogénicas no se agotan selectivamente y pueden prosperar junto con

sus contrapartes débilmente inmunogénicas.
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2. CLASIFICACION DE NEOPLACIAS EN CCR.
Diagnostico Descripcion Histologia

tisular

Mucosa e Glandulas uniformes,

colorectal criptas del mismo tamafo,

normal forma y calibre luminal en
toda la imagen.

e Sin expansion del epitelio y
la lamina propia.

Polipos e Glandulas ligeramente

hiperplasicos distorsionadas de
diferentes tamafio, formay
calibre luminal.

e Arquitectura dentada en
"diente de sierra” (flecha).

e Expansion o
ensanchamiento ocasional

del epitelio.
Adenoma e Criptas mas lineales.
Tubular e Nucleos alargados,

ocasionalmente visibles y
alineados en paralelo.

e Mayor proporcion de
epitelio a cripta
evidenciado por epitelio

expandido y
estrechamiento luminal de
la cripta.
Adenoma e Igual que el adenoma
tubulovelloso tubular con adicional

ensanchado o incluso
abierto limenes de la
cripta.

e Estructuras villiformes
visibles.
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Carcinoma

medular e Desorden arquitectonico.

e Grandes, densos,
superpuestos y nacleos
pleomorficos.

M) W A B o e

- — ..I —— ey

Figura 10. Observacién macroscdpica e histopatologia que muestra neoplasias de colon tardias desarrolladas en
ratones tratados con AOM / DSS (de Robertis, 2011).

Adenoma tubular (a, d); adenocarcinoma moderadamente diferenciado (b, e); y adenocarcinoma
moderadamente diferenciado que invade la mucosa (c, f). Andlisis macroscopico en necroscopia (a, b, c) y
tincion con hematoxilina-eosina (d, e, f).

3. AUTOFAGIA Y LAS PROTEINAS ATG.
La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado inducido bajo

diversas condiciones de estrés celular, que previene el dafio celular y promueve la
supervivencia en caso de escasez de energia o nutrientes y responde a diversas
agresiones citotoxicas. Por lo tanto, la autofagia tiene principalmente funciones
citoprotectoras y necesita ser estrictamente regulada para responder
correctamente a los diferentes estimulos que experimentan las células, lo que le

confiere adaptacion al entorno en constante cambio.
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Todo comienza cuando son detectadas las sefales que activan el proceso
autofagico (iniciacion) que generalmente se originan en diversas condiciones de
estrés, como inanicion, hipoxia, estrés oxidativo, agregacion de proteinas, estrés
del reticulo endoplasmico (RE) y otros. El objetivo comin de estas vias de
sefalizacion es el complejo quinasa 1 similar a Unc-51 (ULK1) (que consta de
ULK1, proteina 13 relacionada con la autofagia (ATG13), proteina 1 de bobina en
espiral inducible por RB1 (FIP200) y ATG101), que luego desencadena la
nucleacion del fagéforo mediante la fosforilacion de componentes del complejo |
de clase Ill PI3K (PIBKC3) (que consta de clase Il PI3K, clasificacion de proteinas
vacuolares 34 (VPS34), Beclin 1, ATG14, molécula activadora en la proteina 1 de
autofagia regulada por Beclin 1 ( AMBRAL) y factor de transporte vesicular general
(p115)), que a su vez activa la produccién local de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P)
en una estructura caracteristica del ER llamada omegasoma. PI3P luego recluta
las proteinas efectoras de PI3P WD, proteinas que interactian con fosfoinositidos
de dominio repetido (WIPI, aqui WIPI2) y la proteina 1 que contiene el dominio

FYVE con dedos de zinc (DFCP1) en el omegasoma a través de la interaccién con
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sus dominios de union a PI3P. Recientemente se demostré6 que WIPI2 se une
directamente a ATG16L1, por lo que recluta el complejo ATG12 ~ ATG5-ATG16L1
gue mejora la conjugacion mediada por ATG3 de las proteinas de la familia ATG8
(ATGB8), incluidas las proteinas de cadena ligera 3 (LC3) asociadas a microtubulos
y el acido y-aminobutirico proteinas asociadas a receptor (GABARAP) a
fosfatidiletanolamina (PE) residente en la membrana, formando asi las formas
lipidadas unidas a la membrana; por ejemplo, en esta reaccion de conjugacion,
LC3-I se convierte en LC3-l, la firma caracteristica de las membranas autofagicas.
Los ATGS8 no solo atraen aun mas componentes de la maquinaria autofagica que
contienen una region de interaccion LC3 (LIR), sino que también son necesarios
para el alargamiento y cierre de la membrana del fagophore. Ademas, en la
autofagia selectiva, LC3 participa de manera critica en el secuestro de carga
especificamente marcada en autofagosomas a través de receptores de carga que
contienen LIR. Varias membranas celulares, incluida la membrana plasmatica, las
mitocondrias, los endosomas de reciclaje y el complejo de Golgi, contribuyen a la
elongacion de la membrana autofagosomica mediante la donacién de material de
membrana (parte de estas bicapas lipidicas se liberan mediante vesiculas que
contienen ATGY9, pero el origen del resto de la bicapa lipidica se desconoce
actualmente). El sellado de la membrana autofagosémica da lugar a una vesicula
de doble capa llamada autofagosoma, que madura (incluida la eliminacion de las
proteinas ATG) y finalmente se fusiona con el lisosoma. Las hidrolasas &cidas en
el lisosoma degradan la carga autofagica y los nutrientes recuperados se liberan al

citoplasma para ser utilizados nuevamente por la célula. Ub, ubiquitina.

3.1 Papel no autofagico de las proteinas ATG.

Proteinas Atg Papel no autofagico

Atg8 / LC3-PE GTPasas: equilibran la autofagia con otros procesos celulares GAP: muchas
proteinas de la familia TBC (plataformas de sefalizacion,

redireccionamiento de componentes endosomales a autofagosomas,
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Atg8 no lipidado

Atg5 o Atgl2 — Atg5

Atg5 escindido con calpaina

Gusano Unc-51 (Atgl)

Atg16L

Atg5, Atg7, AtgdB y LC3

AtgdB y Atg5

Muchas proteinas Atg pero

no hidrolasas vacuolares o

reclutamiento de reguladores de la autofagia) GEF: LC3 regula la actividad

Rho-GEF de AKAP-Lbc

Componente de vesiculas de doble membrana involucrado en la

replicacidn de ciertos virus Fusion de vacuola en levadura

Regulacion de la produccion de IFN tipo | generado por isRNA a través de
interacciones Atg12-Atg5 con CARD de helicasas RIG1, MDAS Funciones

desconocidas: interacciones Atg5 con otras proteinas CARD

Apoptosis: insercion mitocondrial, activacion de Bcl-xL, liberacion de

citocromo ¢

Guia de axones

La interaccion con Rab33A es necesaria para la secrecidon de hormonas en
las células neuroendocrinas PC12; requerido para la via de exocitosis de

granulos en las células de Paneth intestinales

Requerido para la secrecidn de catepsina K en osteoclastos 6seos

Requerido para el mantenimiento del equilibrio (equilibriocepcion) e
indirectamente para la secrecidn de otoconinas por las células epiteliales

sensoriales vestibulares del oido interno en ratones

Necesario para la secrecion no convencional de ciertas proteinas, como
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Acb1, que carecen de péptidos seial clasicos

Apoptosis dependiente de caspasa 8

La escisidn por caspasas suprime la autofagia e induce la apoptosis

Necesario para la adipogénesis en ratones.

Formacion de gotitas de lipidos en ratones

Requerido para la defensa del huésped mediada por IFNy contra la

replicacidn del norovirus murino

Crucial para la traduccion del ARN viral de la HepC, la replicacién del virus

y la salida de las células

Compartimento de membrana necesario para la replicacion de Brucella

abortus

Detencidn del ciclo celular mediante la interaccién de p53 y la expresion

de p21 CDK1IN1A
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