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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es causado por un crecimiento descontrolado en las células
epiteliales del colon o del recto. Las enfermedades inflamatorias intestinales (IBD), como
la colitis, se asocia con un incremento en la posibilidad de desarrollar cancer colorrectal
asociado a la colitis (CAC). Recientemente se ha descrito que algunos mediadores
inflamatorios como el factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) podrian
promover el desarrollo de CAC y/o favorecer el crecimiento tumoral. El objetivo de este
trabajo fue establecer la participacion de MIF en el desarrollo del CAC. En esta tesis se
indujo un modelo de carcinogénesis quimica mediante inyeccidbn Unica via
intraperitoneal de azoximetano (AOM) y tres ciclos de Dextran Sulfato de Sodio (DSS)
en ratones BALB/c, knockout de Mif (Mif/") y ratones silvestres (WT). Los resultados
demostraron que la ausencia de MIF se asocia a un menor dafio en la estructura de las
criptas, disminucion en el infiltrado celular y mayor cantidad de células goblet en
comparacion con los animales con expresién de MIF. No se encontraron diferencias en
la pérdida de peso, consumo de alimento y agua. Sin embargo, los ratones Mif"
presentaron menos tumores y dafio (diarrea y sangrado) en comparacion con los
ratones WT. Adicionalmente, CD74 y CXCR2 se encontraron en porcentajes
disminuidos para todos los grupos, y se observé un incremento en la expresion de los
receptores de MIF, CXCR4 y CXCRY7, en las semanas cinco y ocho respectivamente,
en células epiteliales de los ratones Mif/~. Debido a la deficiencia de MIF todas estas
moléculas que participan en procesos angiogénicos y metastasicos se desregulan, lo

cual indica que la expresion de MIF es importante en el desarrollo de CAC.



Introduccioén
1. Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado
y la propagacion de células anormales, las cuales han perdido su funcién y estructura
original, generando un tumor [1]. Los tumores cancerosos se diseminan en tejidos
cercanos 0 migran a otras partes del organismo (metastasis) y afectan diferentes
organos [2]. Cuando se traspasa la capa, entra al torrente sanguineo o al sistema
linfatico, y puede alcanzar otros érganos o ganglios en el cuerpo; esto se conoce
metastasis [3]. Las células capaces de generar metastasis deben desprenderse del sitio
del tumor primario y luego adherirse a la capa o pared exterior de algun vaso linfatico o
sanguineo generado un tumor secundario [4].

1.1 Céancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) ocupa el tercer lugar de incidencia y el segundo en
mortalidad a nivel mundial. En México, los datos reportados no son tan diferentes, se
clasifica como la segunda causa de muerte para ambos sexos de todos los casos de
cancer [5]. En el afio 2020 se le diagnosticé a 1,880,725 personas con CCR, de las
cuales 915,880 fallecieron (Figura 1) [5].Se le denomina CCR cuando el cancer se
origind en el colon o el recto [6].
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Figura 1. Nomero de muertes estimadas en 2020 para hombres y mujeres de todas las edades por
CCR mundialmente y en México. De acuerdo con GLOBOCAN 2020.

1.2 Enfermedades inflamatorias intestinales

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa son enfermedades inflamatorias
intestinales (del inglés Inflammatory Bowel Disease “IBD”) que aumentan las
posibilidades de desarrollar CCR [7]. Ambas se caracterizan por la inflamacion
desregulada ocasionada por la infiltracion de células inmunitarias y la sobreproduccion
de citocinas inflamatorias en el intestino. Por ello, se ha considerado a la inflamacion



cronica intestinal como el factor clave en la predisposicion a CCR asociado a colitis
(CAQC) [8].

Tras 30 afios del diagndstico, el porcentaje de personas con colitis ulcerativa es de 18%
[9]. Ademas, la obesidad, inactividad fisica, tabaquismo, alcohol y una dieta alta en
grasas y/o baja en frutas, verduras o fibra se asocian también al desarrollo de CCR [10].

1.2.1 Enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn es conocida también como enteritis regional [11]. Esta
enfermedad suele afectar el segmento distal del ileon y el colon [12]. La formacion de
fistulas en la pared del intestino por el proceso inflamatorio y la inflamacion transmural
son lo que la diferencia de la colitis ulcerativa [9].

1.2.2 Colitis

La colitis ulcerativa afecta al colon y al recto [12]. Esta enfermedad se caracteriza por la
formacion de Ulceras que afectan a la mucosa y a la ldmina propia sin ser transparietal
[13]. Existen diferentes tipos de colitis ulcerativa (Figura 2), dependiendo de su
localizacion se puede establecer los grados de extension de la enfermedad: proctitis
aislada (solo el recto), proctosigmoiditis (colon sigmoide y recto), y pancolitis (afecta
todo el colon y el recto) [14].

Estudios recientes han reportado una relacion entre la inflamacién crénica y la
carcinogénesis del tracto gastrointestinal, se ha visto que el grado de inflamacion y la
duracién de la enfermedad, incrementan el riesgo de que la colitis ulcerosa forme una
displasia del tejido epitelial intestinal y posteriormente una carcinogénesis [15].

Proctosigmoiditis Proctitis aislada Pancolitis

Figura 2. Tipos de colitis ulcerativa. Hecho en Biorender.

2. Cancer colorrectal asociado a colitis

El CAC es un subtipo de cancer colorrectal que esta asociado con IBD, ocasionado la
muerte del 10-15% de las personas que las padecen [15, 16]. Recientemente, se ha
reportado que los pacientes con colitis ulcerativa pueden presentar brotes frecuentes de
inflamacion debido a la destruccidon continua de la superficie epitelial de la mucosa
provocando una alteracion en la estructura de las criptas y mecanismos de reparacion



[17-19]. El sistema inmune aumenta la proliferacion celular para reparar las células
epiteliales, sin embargo, una proliferacién descontrolada podria generar CAC [20].

2.1 Inflamacion

La inflamacién es un mecanismo de defensa contra un agente patégeno que produce
dafio [21]. Las células de la respuesta inmune inflamatoria reconocen al patégeno
iniciando un proceso inflamatorio para reclutar a otras células en el area con la finalidad
de eliminar al patégeno, y posteriormente repararla lesion [14]. Sin embargo, la
inflamacion exacerbada y sostenida por largo tiempo da pie a enfermedades como
esclerosis, artritis, asma y cancer [9].

La colitis es la inflamacion del epitelio intestinal [15]. Esta se desencadena generalmente
por como respuesta a la disbiosis [22]. Cuando se desarrolla la inflamacion cronica, la
infiltracion de células inmunes activadas producen elevadas cantidades de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y NOS, respectivamente) [23].

Estas especies reactivas de oxigeno generan alteraciones en el material genético
(mutacion o activacion del gen p53), dafio en el sistema de reparacién de missmatch
del DNA, acortamiento de teldmeros y metilacién de genes regulatorios como APC, la
cual sea documentado en mas del 80% de los casos de CCR en la etapa de polipo [24].

3. Células inmunes en el cancer colorrectal

Las células del sistema inmune como NK, linfocitos y macréfagos reconocen a las
células cancerigenas y participan promoviendo o regulando la inflamacioén durante la
progresion del tumor [2], dependiendo de la etapa del desarrollo del tumor.

3.1 Células mieloides

Los neutrdfilos son células inmunes innatas que se reclutan en sitios inflamatorios, y
llevan a cabo una amplia variedad de funciones antimicrobianas como la fagocitosis, la
liberacién de ROS, y la formacion de trampas extracelulares de neutrdéfilos (NET) para
eliminar la infecciébn microbiana intestinal [25].

Los macréfagos son células capaces de fagocitar células tumorales [26]. Por otro lado,
los macrofagos asociados a tumores (TAM), localizados en la masa tumoral, favorecen
el crecimiento de los tumores al infiltrarse en el tejido tumoral, y adquieren funciones en
respuesta a estimulos del microambiente tumoral. Estas células son abundantes en
cada etapa de la progresion tumoral [27, 28]. Estudios recientes reportaron que en el
cancer de mama y préstata la presencia de macréfagos es un indicador desfavorable,
mientras que para CCR es favorable [29].

Se ha reportado que los macréfagos M1 mediante la liberacion de ROS, NO y la
produccion de TNF-a pueden eliminar a las células transformadas [30]. Por otro lado,
los M2 promueven el desarrollo del tumor mediante la liberacion de IL-4, IL-10,
produccion excesiva de TGF-B y reclutamiento de Tregs [28].



Las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) son células que resultan de la
mielopoyesis aberrante y tienen la capacidad de inhibir la produccion de IFN-y producida
por los linfocitos T CD8* [31]. Recientemente se ha reportado que las ROS regulan la
actividad de MDSC [32]. Ademas, se ha demostrado en modelos in vitro que las MDSC
son capaces de inhibir la proliferaciéon de linfocitos, y promover la activacion de las
células Tregs [33].

3.2 Células linfoides

Las células NK son células cuya funcion principal es la inmunovigilancia [26]. Estas
células expresan ligandos para los receptores (NKG2D/CD94, NKp30, NKp44 y NKp46)
produciendo la secrecién de citocinas como IFN-y, TNF-a y factor de crecimiento de
colonias de granulocito-macréfago (GM-CSF), e induciendo la apoptosis celular por
diferentes vias, siendo la via principal la citotoxica mediante la secrecion de perforinas
y granzimas [34, 35]. Ademas, se ha documentado que las células NK tienen la
capacidad de eliminar células transformadas previniendo la formacion de metastasis.
Sin embargo, la actividad de estas células puede ser sesgada por la sobreexpresion de
TGF-( [35].

Los Linfocitos T CD8* son células citotoxicas que reconocen antigenos expuestos en
células tumorales por medio del complejo principal de histocompatibilidad tipo | (MHC-
1), posteriormente se clonan y diferencian formando lisosomas modificados. Estas
células modificadas pueden inducir la destruccion de células tumorales mediante la
liberacion de perforinas provocando la interrupcion de la membrana celular creando
poros que le permiten a las proteasas (principalmente granzima B) ingresar a la célula
y promover la apoptosis. La mayoria de estos linfocitos mueren por apoptoésis tras
destruir a la células tumorales [26].

Los Linfocitos T CD4* son células que responden solamente ante a antigenos expuestos
por medio del complejo principal de histocompatibilidad tipo Il (MHC-I11), autorregulando
su proliferacion al liberar IL-2 en su superficie celular. Sin embargo, si estos linfocitos
no son activados a un perfil proinflamatorio (Th1l) promoviendo la proliferaciéon de los
linfocitos T CD8*, no se consideran suficientes para llevar a apoptosis a las células
tumorales [26].

Los Linfocitos T reguladores conocidos como Tregs son células que median la supresion
de tumores por medio la produccion de citocinas inmunosupresoras (IL-10 y TGF-8)
guienes suprimen la respuesta antitumoral ante tumores avanzados, la citélisis mediada
a través de granzimas B y la modulacion del microambiente con la participacion de
adenosina y receptores de superficie [31, 36].

4. Citocinas

Las células inmunes producen citocinas entre otras, TNF-a, IFN-y, IL-1qa, IL-B, IL-6 y
MIF quienes participan en la diferenciacion, regulacion de crecimiento y supervivencia
de las células tumorales promoviendo su progresion [7, 37]. Los tumores pueden
generar un microambiente para su progresion a traves del reclutamiento de células
inflamatorias [36].



Se ha observado que MIF se sobre expresa en CCR, cancer de préstata metastasico,
adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de mama y hepatocelular [38]. La proliferacion
de células cancerigenas colorrectales, metéstasis hepética y diferenciacion tumoral se
ha asociado con un aumento en la expresion de MIF [39].

5. Factor Inhibidor de la Migracién de Macréfagos (MIF)

MIF es una citocina de 12.5 kDa con la estructura y actividad catalitica de una
tautomerasa (Figura 3) [40]. Su nombre data de experimentos realizados en 1960,
donde se probé que puede retener a los macrofagos y atraer a linfocitos y monocitos al
lugar donde hay inflamacion [41]. Actualmente se conoce como una citocina
proinflamatoria con funciones similares a una quimiocina capaz de favorecer la
respuesta innata a través de células del sistema inmune de manera autocrina o
paracrina [38].

Figura 3. Estructura tridimensional de MIF. A) Vista frontal. B) Vista lateral [42].

MIF es producida por diferentes tipos de células y tejidos como Linfocitos (T y B),
monocitos, macrofagos, ceélulas dendriticas, neutrofilos, eosindfilos, basdfilos,
mastocitos, células epiteliales, endoteliales y fibroblastos [43].

MIF promueve la produccion de otras citocinas proinflamatorias como TNF-a, IFN-y, IL-
18, IL-2, IL-6, IL-18, proteina inflamatoria de macrofago 2 (MIP-2), ademas de 6xido
nitrico (ON), COX-1 y productos de la via del &cido araquidonico como PGE2 y
metaloproteinasas 9 (MMP-9) de matriz [44]. Por otro lado, aumenta la expresion del
receptor tipo Toll 4 (TLR-4), regula la transcripcion de JAB-1 e inhibe la apoptosis
dependiente de p53 [45].

Se ha documentado que MIF activa la via de sefializacion por las MAPK dandole inicio
al metabolismo araquidonico y suprimiendo la funcion de p53 [46]. Al inhibir p53, las
células dafiadas pueden replicarse sin control, detener la apoptosis, evadir al sistema
inmune e incrementar las probabilidades de desarrollar cancer [47].



Incluso, se ha demostrado el papel de MIF en enfermedades que tienen un componente
inflamatorio; incluyendo choque séptico [48], artritis, asma, enfermedades autoinmunes
[28] cancer y trastornos metabdlicos como la obesidad y la diabetes (tipo | y 11) [30, 43].

6. Receptores de MIF

Se ha observado que MIF tiene un receptor canénico denominado CD74, el cual se
incrementa en lesiones, inflamacién y cancer [49]. Ademas, por medio de su funcién
como quimiocina puede unirse a los receptores CXCR2/4/7, los cuales se han
documentado como promotores de metastasis [50].

6.1 CD74

CD74 es una proteina transmembranal de tipo Il que se expresa en células inmunes
[49]. Las isoformas en raton son p31y p4l, mientras que en humanos es p33, p35, p4l
y p43 [51]. Se ha reportado que CD74 se expresa en células endoteliales y epiteliales
[52]. La presencia de enfermedades inflamatorias del intestino ( por sus siglas en inglés,
IBD) lesiones intestinales y CCR se han relacionado con la sobre expresion de CD74
[53].

MIF se une al dominio extracelular de su receptor canoénico CD74 también conocido
como la cadena a de MHC-II [54]. La unién MIF/CD74 necesita del correceptor CD44
para activar la via de la quinasa regulada por sefales extracelulares (ERK), la cual
promueve la expresion maxima de la ciclina D1 activando la cinasa dependiente de
ciclina, fosforilacion de RB y estimulacion del factor de crecimiento y/o adhesion de
células mesenquimales [49]. CD44 es una glicoproteina que regula la adhesion entre
células, las interacciones célula-matriz y esta involucrado en la migracion e invasion
celular, angiogénesis y metastasis [55].

Otra via que se activa tras la union MIF/CD74/CD44 es la via PI3K/Akt/SRC que
promueve una serie de respuestas celulares que estan asociadas con la division celular,
incluyendo el aumento en el tamafio de células, la supresion de la apoptosis, la
inactivacion de inhibidores del ciclo celular, migracién celular, y la expresion de citocinas
[42, 56].

6.2 Interaccion de MIF con receptores para quimiocinas

Mediante la unién de MIF con los receptores de quimiocinas CXCR2, CXCR4 y CXCR?7,
se favorece la transformacion y malignidad celular a través de sus mecanismos de
sefalizacion [57].

El factor 1a derivado de células estromales (SDF-1a) es una citocina proinflamatoria
que atrae quimiocinas [58]. En varios tipos de cancer, la union de SDF-1a (CXCL12)
CXCR4/CXCR7 e IL-8/CXCR2 se ha asociado con metastasis, lo cual incluye la
proliferacion celular, adhesion, migracién e invasion [59].



6.2.1 MIF — CXCR2

Estudios recientes sefialan que CXCR2 es el principal receptor de las quimiocinas que
regulan la angiogénesis (ELR-CXC), y se expresa en neutrofilos, monocitos, eosinofilos,
células endoteliales y mastocitos [60]. CXCR2 en conjunto con sus ligandos CXCL1-
CXCL8 inducen a la migracion y angiogénesis [61].

6.2.2 MIF — CXCR4

El receptor CXCR4 se expresa en células hematopoyéticas y contribuye a la
proliferacion e invasion en tumores de CCR, mama, ovario y préstata [62]. Se ha
reportado que por las vias ERK, JNK y JAK/STAT mediante su ligando denominado
factor derivado de células estromales 1-alfa (SDF-1a), regulan el crecimiento y
migracion celular [63]. CXCR4 ha sido considerado un biomarcador de mal prondstico
porque induce al comportamiento metastasico de las células [64].

6.2.3 MIF — CXCR7

CXCRY7 se expresa en basofilos, monocitos, células dendriticas y linfocitos B/T y células
endoteliales [65]. Los niveles de CXCR7 aumentan en presencia de las citocinas IL-1,
IL-6, IL-17, TNF- a e HIF-1 a [66]. Diversos estudios han reportado que la expresion de
CXCRY7 activa las vias de sefalizacion STAT3 y MAPK induciendo a la proliferacién,
crecimiento, migracion, invasion celular en canceres gastricos e induccion a la hipoxia
[67].

7. MIF en la hipoxia

En el microambiente tumoral es un factor clave para favorecer al crecimiento y
diseminacién del tumor [68]. Esté caracterizado por presentar altas concentraciones de
acidos grasos producidos por células tumorales, pH bajo y bajas concentraciones de
oxigeno, lo cual favorece a la hipoxia [69].

El factor inducible por hipoxia (HIF-1a), es un factor de transcripcién que regula la
homeostasis del oxigeno y la respuesta celular a la hipoxia [70]. La hipoxia altera el
metabolismo de las células cancerigenas evitando la apoptosis e induce a la
angiogénesis [71]. Al evitar la apoptosis, activa el factor de transcripcion HIF-1a que
esta implicado en la progresion tumoral, la proliferacién, privaciéon de la glucosa y la
metastasis [68].

8. MIF en la angiogénesis

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos a partir de micro vasos existentes
para favorecer el desarrollo de los tumores, la invasion y metastasis [72]. El factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), se ha relacionado directamente con una mayor
angiogénesis debido a la proliferacion acelerada de las células cancerigenas y un
ambiente hipéxico [73]. Se ha reportado que MIF es capaz de promover la diferenciacion
de células endoteliales en vasos sanguineos [74].



Justificacion

En los ultimos afios, el cancer se ha posicionado como una de las principales causas
de muerte por enfermedad en todo el mundo. Dentro de los tipos de cancer, el CCR
ocupa el tercer lugar en incidencia y el segundo en mortalidad a nivel mundial. En
México, el CCR se posiciona como la segunda causa de muerte para ambos sexos de
todos los casos de cancer, presentando una incidencia del 7.6% y mortalidad del 8.6%.
El desarrollo de CCR se ha asociado a patologias inflamatorias, entre las que destacan
las IBD, como la colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn. Por otro lado, MIF, es una
citocina proinflamatoria, sobre expresada en estas patologias. Con estos antecedentes,
es posible que MIF pueda tener un papel promotor en el desarrollo del CAC. Sin
embargo, su participacion al favorecer la malignidad durante el proceso carcinogénico
del CAC no esta completamente entendida.

Hipotesis

La deficiencia de MIF disminuira el desarrollo tumoral en un modelo murino de CAC.



Objetivo general

Determinar la participacion de MIF durante el desarrollo tumoral de cancer colorrectal
asociado a colitis en un modelo murino.

Objetivos particulares

e Caracterizar el desarrollo del CAC en el inicio (33 dias post-induccién —dpi-),
desarrollo (54 dpi), y cronicidad del CAC (75 dpi).

e Evaluar las manifestaciones clinicas durante el desarrollo del CAC (peso corporal
de ratones, alimento y consumo de agua, presencia 0 ausencia de diarrea o
sangrado rectal).

e Analizar los cortes histologicos en del colon de ratones Mif -y WT al final del
modelo de induccién de CAC mediante la tincion con hematoxilina 'y eosina y azul
alcian.

e Determinar la expresiéon de los receptores para MIF (CD74, CXCR2, CXCR4 y
CXCRY7) en las células epiteliales del tejido tumoral en el inicio, desarrollo y
cronicidad del CAC.
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Materiales y métodos

Organismos

Se utilizaron ratones macho de 8-12 semanas de edad de tipo silvestre (WT) y ratones
genéticamente deficientes para la citocina MIF (Mif 7) de la cepa BALB/c. Los ratones
se obtuvieron del bioterio de la FES-Iztacala (UNAM, México). Se mantuvieron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999, 2002) y por la “Guide for the care and use
of laboratory animals” promulgada por The US National Institutes of Health. El proyecto
fue aprobado por la comision interna de ética, bajo la clave CE/FESI/032020/1354. Los
ratones fueron mantenidos en cajas de policarbonato con encamado de material estéril
en grupos de cinco individuos con libre acceso a agua y alimento. Los animales se
mantuvieron en ciclos de 12:12-h luz/oscuridad con 50+10 % de humedad relativa a
22+1°C.

Genotipo

Se realizo6 el genotipo de los ratones mediante una obtencion de 0.5 cm de la cola de
cada uno de los ratones a verificar. Se coloc6 la muestra en tubos de 1.5 ml (Eppendorf),
se anadieron 500 pl de buffer de lisis y 20 ul de proteinasa K (Invitrogen,100 pg/ul) y se
incubo toda la noche a 56 °C. Para comprobar la presencia o ausencia del gen Mif en
los grupos de ratones WT y Mif”- se amplificaron los genes Mif y neomicina (Neo)
mediante una PCR en el Thermo cycler (BIORAD) con el kit Tag DNA Polymerase
(Ampligon 111) a una temperatura de alineacion de 58°C (Anexo 1).

Electroforesis

Se realiz6 una separacion de los productos obtenidos por la amplificacion con PCR
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 1x y 0.01 %
de bromuro de etidio sobre un molde. A cada tubo de la reaccion de PCR se le afiadieron
4ul de buffer de carga blue juice; Después de mezclarlos, se tomaron 8 ul de la muestra

y se cargaron en el gel a partir del segundo pozo, dejando el primer pozo libre para
cargar 2 ul del marcador de peso molecular de 100 pb. El gel con las muestras se corrio
a 100 v durante 45 min y fue revelado con el equipo Gel Doc EZ (Anexo 2).

Desarrollo del cancer colorrectal asociado a colitis

Se indujo el CAC en el modelo murino por una inyeccién Unica de azoximetano
(12.5mg/kg peso del ratdn) via intraperitoneal y tres ciclos de dextran sulfato de sodio
con un peso molecular de 40, 000 g/mol al 1.5% disuelto en agua bebible durante siete
dias. Posterior a cada ciclo de DSS al 1.5%, hubo periodo de dos semanas donde el
agua bebible estaba libre de DSS (Figura 4). Se formaron cuatro grupos experimentales,
dos inducidos con el modelo de CAC (WT y Mif *) y dos controles (WT y Mif ).
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Figura 4. Esquema del modelo de cancer colorrectal asociado a colitis.

Manifestaciones clinicas

Se monitore6 semanalmente (cada siete dias), el peso de los ratones con ayuda de una
balanza granataria con canastilla (OHAUS), y se evalu6 el indice de dafio de la
enfermedad de acuerdo con la escala propuesta por Cooper [75] (Anexo 3).

Obtencion de muestras del colon

Los ratones WT y Mif 7~ fueron sacrificados después del primer ciclo de DSS 1.5 % en
la semana cinco (dia 33 p.i), en la parte media del desarrollo semana ocho (dia 54 p. i.)
y en una etapa crénica del desarrollo del modelo en la semana once (dia 75 p.i). Se
realiz6 un lavado intestinal con PBS, una vez limpio el colon se obtuvo 0.5 cm de la
parte distal para ser fijado, deshidratado e incluido en parafina. El resto del tejido se
almaceno para su posterior procesamiento (Anexo 4).

Andlisis histolégico

A partir de los tejidos embebidos en parafina se realizaron cortes de 4 um de grosor; los
cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) o rojo nuclear y azul alcian para
su analisis. Posteriormente, se contd el nimero de células goblet (células caliciformes)
presentes en 10 campos a 40X, y el resultado obtenido fue graficado (Anexo 5).

Hematoxilina y eosina/Azul alcian

Para observar la estructura de las criptas, grado de displasia e infiltracion celular se
utilizé la tincion H&E, en donde se tifien de color rosa los componentes basicos y de
morado los acidos. Mientras que la tincién azul alcian tifie las células caliciformes, las
cuales son células epiteliales modificadas que tienen la funcion de secretar moco.

Disociacion del tumor

El resto del colon obtenido fue disociado en una suspension celular mediante el kit de
disociacion de tumores, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec)
posteriormente, del pool celular se seleccionaron las células epiteliales (positivas a
CD326+) mediante perlas magnéticas acopladas a anticuerpos, de acuerdo con el
protocolo recomendado por el proveedor (Miltenyi Biotec) (Anexo 6).
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Citometria de flujo

Las células, obtenidas del proceso de separacién por perlas, fueron colocadas en un
tubo eppendorf de 1 ml y centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C. El boton
obtenido de cada muestra fue re suspendido en 100 ul de la mezcla de anticuerpo-
fluorocromo (Tabla 1) para la tincion celular donde se utilizé la concentracion
recomendada por fabricante para cada anticuerpo, Las muestras fueron incubadas por
30 minutos a 4°C, centrifugadas (1500 rpm por 10 minutos) y lavadas con solucion
FACS. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas y fijadas con paraformaldehido
amortiguado al 4%. Se adquirieron al menos 10,000 eventos de cada muestra fueron en
el citdmetro de flujo NxT-Attune (TermoFisher).

La estrategia experimental para determinar las poblaciones celulares mediante la
citometria de flujo comenzd con la seleccién de células individuales (singlets) y después
células integras eliminando los restos celulares a través del tamafio y complejidad (cells)
(Figura 5). A partir de las células CD326+ se identificaron los receptores de MIF (CD74,
CXCR2, CXCR4 y CXCRY7). Posteriormente se graficaron los porcentajes de cada grupo
con relacion a la poblacion CD326+ (Anexo 7).

Tabla 1. Panel de anticuerpos utilizados para evaluacion de receptores de MIF.

Anticuerpo Fluorocromo
CD326 BVv421
CD74 BV711
CXCR2 BV480
CXCR4 AF647
CXCR7 PE
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Resultados
Genotipo

Para verificar la pureza genética de los ratones se amplificaron los genes Mif y de
Neomicina mediante PCR. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al XX%( indica a que porcentaje) (Figura 6). Los productos del
amplificado para el gen Mif corresponde al fragmento de 200 pb en ratones WT, estando
ausente en el amplificado de los ratones Mif . El producto amplificado para el gen Neo
corresponde al fragmento de 500 pb Unicamente en ratones Mif . Ademas, se utilizd
un control negativo (sin muestra de DNA) para descartar contaminaciones en la técnica
(C). Todos los ratones empleados en los experimentos fueron homocigotos WT u
homocigotos Mif 7.

WT Mif -/ C-

Mif Neo
Figura 6. Gel de agarosa donde se observan los productos obtenidos de PCR en los genes Mif (200 pb)
y Neo (500 pb).

MIF incrementa las manifestaciones clinicas de CAC sin afectar el peso ni el consumo
de agua y alimento en ratones

Semanalmente, se monitored el consumo de agua, alimento, peso y las manifestaciones
clinicas de los ratones inducidos con el modelo de CAC. En la evaluacién del peso
corporal, no se observo una variabilidad entre los cuatro grupos experimentales durante
cada monitoreo. Se consideré como el 100% en la semana cero. Al final del modelo, el
grupo que presentd el mayor porcentaje de peso ganado semanalmente fue WT CAC
mientras que el grupo con menor porcentaje de peso ganado fue Mif - CAC (Figura 7).
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Figura 7. Gréafica de ganancia de peso semanalmente de los grupos con CAC WT y Mif”.

No se observd una disparidad en el consumo de agua entre los grupos WT y Mif/

inducidos a CAC (Figura 8). ElI consumo de alimento entre los grupos no tuvo
variabilidad (Figura 9).
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Figura 8. Consumo semanal de agua durante el desarrollo del modelo de CAC.
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Figura 9. Consumo semanal de alimento durante el desarrollo del modelo de CAC.

Por otra parte, los grupos WT y Mif" inducidos a CAC, al evaluar las manifestaciones
clinicas de sangrado y diarrea en diferentes semanas posterior a la induccién de CAC
presentaron sangrado rectal y/o diarrea a partir del fin del primer ciclo de DSS, el dafio
se mantuvo con el paso de las semanas y la administracion de DSS (Figura 10).

33 dpi 54 dpi 75 dpi

Figura 10. Fotografias representativas de los ratones con CAC que muestran dafio ocasionado por el
desarrollo del CAC.

Al finalizar cada ciclo de DSS al 1.5% se evalu6 el dafio con una escala de valores 0, 2
y 4 siendo este Ultimo para un sangrado intenso y/o diarrea con ausencia de
consistencia y forma de las heces. El grupo WT CAC presentdé un mayor dafio con
respecto al grupo Mif”-CAC en la semana cinco (33 p.i.), y en la semana ocho (54 p.i.)
(Figura 11).
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Figura 11. Manifestaciones clinicas. La diarrea y sangrado se monitore6 semanalmente de acuerdo con
la escala propuesta por Cooper 1993. Las barras representan el promedio del puntaje obtenido de
acuerdo con la escala utilizada, por cada individuo + SE. N=2

La presencia de MIF favorece el desarrollo tumoral en el colon

En las semanas cinco, ocho y once, se realizé la eutanasia de los ratones al azar. Se
obtuvo el colon, el cual fue separado del ciego, se abrio longitudinalmente y se lavé con
solucion salina. En la figura 12 A, 12 B y 12 C se presentan las fotografias
representativas de los colones en las semanas cinco, ocho y once respectivamente, en
donde se observa una mayor longitud de los colones tanto de los ratones WT y Mif”
CTL en comparacion a sus respectivos grupos con CAC. Sin embargo, en los ratones
WT CAC se visualizé un ligero incremento en la longitud del colon en comparacion a
Mif”- CAC. En la figura 12 C se muestran los colones a la semana once en donde se
observa la misma tendencia en la longitud de los colones que en las semanas cinco y
ocho; sin embargo, los controles presentaron una longitud de colon muy parecida a los
del grupo Mif”- CAC. Posteriormente, el tejido se colocd sobre una hoja milimétrica y se
midié el largo del tejido con una vernier (Figura 13), donde fue posible observar que
aumenté el tamafio del colon en los grupos a lo largo de la induccion de CAC; sin
embargo, el colon del grupo WT CAC presentd una longitud ligeramente menor en
comparacion con el grupo Mif- CAC.
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(75 d.p.i.). Tejido representativo de cada grupo experimental.
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Figura 13. Longitud del colon a las cinco, ocho y once semanas. La longitud del tejido se midi6 con
ayuda de una vernier. Las barras representan la media + SE. N=2.

Posteriormente, se realiz6 el conteo del nimero de tumores con ayuda de un
microscopio estereoscopico y los datos obtenidos fueron graficados (Figura 14). El
grupo WT CAC presenté mayor numero de tumores a lo largo de las semanas, cantidad
que fue aumentando en comparacién con el grupo Mif’- CAC. Los grupos control no
presentaron ningun tumor.
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Figura 14. Namero de tumores a las cinco (33 d.p.i), ocho (54 d.p.i) y once (75 d.p.i) semanas. Las
barras representan la media £ SE. N=2

La presencia de MIF evidencioé un mayor dafio en el colon

Los cortes obtenidos se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) (Figura 15) para
distinguir entre ndcleos y citoplasma celular, respectivamente, o con nuclear fast red
para evidenciar el citoplasma y azul alcian para observar las células caliciformes). Los
ratones de ambos grupos control mantuvieron de manera uniforme la estructura de las
criptas y el grosor normal del tejido muscular. Por otro lado, los ratones WT CAC a la
semana cinco presentaron polipos, y a la semana ocho, se observan irregularidades en
la estructura de las criptas, disminucion en la produccion de la mucosa lo cual produce
un incremento de infiltrado inflamatorio y tumores. En el grupo WT CAC a semana cinco
(Figura 15, WT 33 dpi), fue posible observar un aumento en el infiltrado inflamatorio
hacia mucosa intestinal, con zonas donde se ha perdido la estructura y organizacion de
las criptas intestinales; sin embargo, todavia fue posible observar regiones donde se
conserva moderadamente la organizacion celular de forma similar a una cripta. En
cambio, en la semana ocho en el grupo WT CAC se observé mayor cantidad de infiltrado
inflamatorio en comparacion con el control (Figura 15), donde el infiltrado se concentré
hacia la luz intestinal; ademas, se observaron pocas estructuras similares a una cripta.
Por el contrario, aunque en ambos tiempos los grupos Mif- CAC mostraron mayor
infiltrado inflamatorio, en comparacion con su control, la organizacién celular y la forma
de las criptas se conservdé moderadamente incluso la semana ocho (Figura 15). Con
respecto a las células caliciformes a las semanas cinco y ocho, los grupos WT CAC
presentaron zonas con varias células caliciformes, pero en menor cantidad que el grupo
control y nuevamente fue posible observar mayor infiltrado celular. Por otro lado, los
grupos Mif”- CAC presentaron una mayor cantidad de células caliciformes en
comparacion con su respectivo control y el grupo WT CAC (Figura 16).

20



mif

40X

Figura 15. Imagenes representativas del colon en ratones control y CAC (WT y Mif”"). Tincién H&E en colon a la semana cinco (33 d.p.i), ocho (54 d.p.i), y once (75
d.p.i).
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Figura 16. Imagenes representativas del colon en ratones control y CAC (WT y Mif”"). Tincién azul alcian en colon a la semana cinco (33 d.p.i), ocho (54 d.p.i),
y once (75 d.p.i).
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MIF modifico la expresiéon de CD74, CXCR7 y CXCR4 sin alterar CXCR2

El receptor con mayor tendencia a expresarse en el porcentaje de células de los
cuatro grupos experimentales fue el CXCR4. En la semana cinco (33 d.p.i.), CXCR4
se expreso en alrededor del 80% de las células de los grupos Mif- CAC, Mif”- CTL
y WT CTL, pero este porcentaje disminuyo al 60% en WT CAC. En la semana ocho
(54 d.p.i), el 100% de las células expresaron CXCR4 en los cuatro grupos
experimentales. El receptor CD74 se expresé en poco mas del 60% de las células
WT CTL mientras que en el resto de los grupos un 20% de las células expresaron
este receptor en la semana cinco. Sin embargo, el porcentaje de células con
expresion de CD74 disminuy6 en todos los grupos experimentales a la semana ocho
(Figura 17). El receptor CXCR7 fue expresado alrededor del 30% de las células WT
CTL Yy el 20% de WT CAC, mientras que, el 5% de Mif’- CTL y 15% de Mif’- CAC a
la semana cinco. El porcentaje de células que expresaron CXCR7 fue variado entre
los grupos a la semana ocho, el mayor porcentaje de células que expresaron este
receptor fue en Mif- CAC (50%), seguido en WT CTL (25%), en WT CAC (12%) y
en Mif”- CTL (10%). Finalmente, el receptor CXCR2 fue expresado en un porcentaje
minimo de células en todos los grupos durante los dos periodos.
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Figura 17. Porcentaje de células epiteliales que expresan los receptores de MIF. A) Semana cinco

(33 d.p.i) B) Semana ocho (54 d.p.i).
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Discusioén

Las IBD son uno de los factores que aumentan las probabilidades del desarrollo del
CAC, dentro del cual, la sobreexpresion de MIF se ha asociado con un mayor
progreso de la enfermedad [42] al incrementar la angiogénesis, proliferacion y
migracion celular en estudios in vitro [38]. Sin embargo, a pesar de estas evidencias,
aun no se ha establecido de manera clara la participacion de MIF en la patologia
del CAC.

Para ello, utilizamos un modelo quimico de AOM/DSS donde el AOM (agente
mutagénico) en combinacion con el DSS (agente inflamatorio), que ha sido
ampliamente utilizado por asemejar el desarrollo de la carcinogénesis humana a
través de un proceso inflamatorio [76]. El modelo se basoé en la administracion de
una dosis Unica de AOM via intraperitoneal, el cual fue metabolizado en el higado
mediante el citocromo P450 (especificamente la isoforma CYP2E1) [77]. Este
citocromo hidroxiliza el grupo metil del AOM y lo transforma en metilazoximetanol
(MAM), el cual se disocia en paraformaldehido y especies reactivas alquilantes que
vigjan via bilis hacia el intestino donde provocan una mutacion en la base
nitrogenada guanina ocasionado que se convierta en O6-Metilguanina u O4-
metilguanina lo cual genera mutaciones de tipo mismatch en genes que regulan vias
de sefalizacion como K-Ras, B-catenina, APC, PI3/AKT, MAP-Ky TGF-3 [78, 79].

El DSS es un polisacérido sulfatado que ocasiona dafios similares a la colitis
ulcerosa en humanos a través de su citotoxicidad en el epitelio del colon [80]. Se
propone gue la inflamacion generada sea debido al dafio en la monocapa epitelial
gue recubre el colon, dando paso a la diseminacion de agentes intestinales
proinflamatorios [81].

Una vez inducido el CAC debido a la inflamacién crénica generada en el colon, las
manifestaciones clinicas durante el desarrollo del modelo fueron mayores en los
ratones WT CAC que en Mif”- CAC posiblemente debido al dafio persistente. Una
de las consecuencias de las IBD como la colitis ulcerosa es la pérdida de la
consistencia y la forma de las heces, y sangrado rectal debido a la mucosa del colon
dafiada [82]. Tomando en cuenta estos resultados, se esperaria encontrar los
niveles modificados en el consumo de agua, de alimento y el peso corporal al
comparar los grupos experimentales, sin embargo, no se observaron cambios [78,
83].

El dafio generado por la inflamacién cronica del CAC fue evidenciado por la
alteracion del tejido y la perdida de las células de goblet, pues se ha reportado en
modelos murinos que el uso de DSS altera la capa de moco y permite la entrada de
patdgenos causando dafio a la estructura de las criptas y disminucion en la cantidad
de células goblet [84]. La inflamacion cronica generada por el modelo AOM/DSS
provocé mas dafio en el grupo WT CAC en la semana cinco y ocho, lo cual
concuerda con los estudios reportados sobre que MIF promueve la produccion de
otras citocinas proinflamatorias generando un mayor dafio en el tejido [42].
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Ademas de la produccion de citocinas, MIF se asocia con proliferacion de células
cancerigenas, pérdida de diferenciacion celular, inhibicion de la actividad apoptética
de p53, la hipoxia y la angiogénesis [85]. El grupo WT CAC presenté mayor nimero
de tumores en ambos sacrificios. Estudios recientes documentaron que MIF puede
desempeniar un rol en la carcinogénesis y metastasis colorrectal [38, 85].

El reclutamiento de células inmunes a la mucosa intestinal en condiciones
inflamatorias es dirigido por quimiocinas en donde la expresion de sus receptores
en las células del epitelio las convierte en participantes activos en la red de
sefializacion de quimiocinas [86]. Entre estos receptores de quimiocinas se
encuentran CXCR4, CXCR7 y CXCR2 que a su vez son receptores de MIF [87-89].

CD74 es un receptor poco detectable en el epitelio intestinal de raton y humano
cuando no se presenta inflamacion [49]. Durante la semana cinco (33 d.p.i.) no se
observé alteracion en la estructura de las criptas a través de las histologias, sin
embargo, podriamos decir que debido a la inflamacion cronica que se genero por el
consumo de DSS se presentaron altos porcentajes de células que expresan CD74
ya que se ha reportado que los niveles de CD74 aumentan en las células epiteliales
neoplasicas gastricas en comparacion a tejido sano. [90]. Un estudio reciente en
cancer de piel propuso que IFN-y sirve como ligando de CD74, mejora su expresion,
promueve la supervivencia y crecimiento del tumor al inhibir la apoptosis [53, 91].

Por otro lado, durante la semana ocho (54 d.p.i), la inflamacion cronica ya esta
asentada tras los dos ciclos de DSS y podemos verlo reflejado en los valores
otorgados por la escala de Cooper al presentar mayor sangrado y diarrea en
comparacion a la semana cinco. Concuerda con lo reportado recientemente sobre
el rol de CD74 en forma soluble actia como un receptor internAndose en los
compartimientos proteoliticos de MIF ocasionando una regulacién en las acciones
proinflamatorias [92]. Es decir, la regulacion positiva de CD74 podria influir en la
sefializacion mejorada de MIF a través de un aumento en la transcripcién del factor
de crecimiento endotelial vascular D (VEGF-D) [93]. Sin embargo, el porcentaje de
CD74 es menor en WT que en Mif’-, posiblemente por la ocupacion del receptor por
el ligando MIF en la citometria de flujo.

Otro escenario puede ser que durante la semana de descanso entre el primer ciclo
y el segundo ciclo de DSS, la estimulacién de MIF/CD74 se activo fuertemente
durante la respuesta inflamatoria a la lesion de la mucosa en las células epiteliales
intestinales, aumento la proliferacion celular y el cierre de lesiones al activar las vias
PI3K/Akt y ERK, que son vias que median la proliferacion celular [51]. Debido a que
CD74 puede activar diversos mecanismos para la restauracion del revestimiento
intestinal, el mantenimiento de la mucosa durante la inflamacién, y proteccién al
individuo [49].

Se ha propuesto en afios recientes una terapia basada en MIF/CD74, sin embargo,

no ha sido viable por el potencial de MIF para inducir a una inflamacion cronica
(excesiva), al unirse con sus receptores de quimiocinas CXCR2/4/7 [41].
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Diversos estudios proponen que los niveles de CXCR2 incrementan debido al
aumento en la migracion celular y su relacion con la inflamacion crénica que puede
derivar en cancer [94]. Basandonos en este antecedente podemos afirmar que
CXCR2 a través de sus ligandos suministran nutrientes, contribuyen a la
angiogénesis e incrementan la capacidad de invasion [95].

Recientemente se han propuesto tratamientos antiinflamatorios o antitumorales a
partir de la inhibicién del eje CXCLs/CXCR2, sin embargo, esto no es viable porque
€s necesaria su activacion para la cicatrizacion de heridas, tratar con infecciones y
sepsis [96]. Los principales ligandos de CXCR2 son CXCL1 y CXCL8 y se han visto
sobre expresados en el CCR [94].

Se han observado altos niveles de CXCL1 en pacientes con CCR con regulacion a
la baja de la proteina de matriz fibulina-1, promoviendo la proliferacién de células
tumorales y la angiogénesis [97]. Por otro lado, altos niveles de CXCL8 promueven
la proliferacién de células cancerigenas de colon y MET a través de la via de
sefalizacion PI3K/Akt/NF-kB [98].

Se ha documentado que CXCR2 recluta neutréfilos durante la inflamacion crénica
en el microambiente tumoral y se expresa en las células tumorales [96]. CXCR2
tiene una participacion importante en la progresion tumoral en el cancer de pulmoén,
prostata y gastrico [87]. Ademas, se ha reportado que la sobre expresion de CXCR2
sefiala un mal prondstico, infiltracidén celular y metastasis [88]. Por otro lado, se ha
documentado que CXCR2 es vital para el desarrollo de IBD, a través de la
mediacion de la migracion de neutrdfilos al sitio de inflamacion [87].

La unidon de CXCR2 con su ligando IL-8 (inducida por citocinas proinflamatorias),
activa la via Akt y MAPK quienes conducen a la expresion del factor inducible por
hipoxia 1 (HIF-1 a) la cual promueve el crecimiento tumoral y la metastasis [87].
Ademads, se ha encontrado que IL-8 se eleva en la mucosa de pacientes con IBD
[88]. Mediante la unibn MIF/CXCR2 se activan las vias de sefializaciéon como PI3K,
p38/ERK y JAK, que exacerban la supervivencia y migracion celular promoviendo
la metastasis [7].

Por otro lado, el porcentaje de CXCR4 se encuentra disminuido en los ratones WT
durante la semana cinco (33 d.p.i), a diferencia de los otros tres grupos, quienes
obtuvieron un porcentaje mas alto, posiblemente porque el receptor esta ocupado
por MIF. Por otro lado, durante la semana ocho (54 d.p.i), el porcentaje de células
gue presentaban CXCR4 excedié el 98% lo cual concuerda con lo que se ha
reportado de que CXCR4 esté involucrado en la progresion tumoral, angiogénesis,
metastasis y la supervivencia tumoral [99]. Se ha observado que CXCR4 aumenta
su capacidad de migracion in vitro y metastasis en érganos parenquimatosos in vivo
[100, 101].

Estudios documentan que SDF-1a (también conocido como CXCL12), se expresa
en canceres metastasicos y tumores primarios [58]. Ademas, esta presente en la
hematopoyesis, la inflamacion y la angiogénesis por su participacion en la migracion
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de células inmunes [102]. La union CXCR4/SDF-1a favorece la metastasis. La
expresion de CXCRA4 por células metastasicas atraen a una célula diana que secreta
SDF-1q, al recibir esta sefal, las células metastasicas migran para diseminarse en
otro 6rgano [100, 103].

Un estudio reciente reportd que los niveles de MIF y CXCR4 son elevados en lineas
celulares de CCR [50]. MIF/CXCRA4 in vitro puede promover el crecimiento tumoral,
grado de malignidad, angiogénesis y metastasis [104].

Durante las semanas cinco y ocho, el porcentaje de células que expresaron CXCR7
fue menor en los grupos controles. Sin embargo, en la semana ocho (54 d.p.i) el
grupo Mif- CAC obtuvo el porcentaje mas alto. Esto puede ser probablemente por
su funcién como regulador y receptor Stavanger debido a que puede mediar la
internalizacion de moléculas. Tras la unién con alguno de sus ligandos (CXCL11 o
CXCL12), CXCR7 se internaliza, degrada el ligando y después el receptor regresa
a la membrana celular [105].

Otro de los ligandos principales de CXCR7 es el interfer6n-inducible de células T
alfa quimioatrayente (I-TAC/CXCL11), es expresado en pancreas, higado, bazo y
prostata. Se ha propuesto que CXCR7/CXCL11 esta involucrado en el desarrollo de
carcinomas [106]. Por otro lado, CXCL12 se induce por isquemia, hipoxia,
inflamacion, cancer y enfermedades autoinmunes [89]. Al unirse con CXCR7 se
activan las vias PI3K/Akt, JNK/p38 y MAPK promoviendo la quimiotaxis,
proliferacion y supervivencia celular [65].

Mientras que, el complejo MIF/CXCR7 promueve el crecimiento tumoral y
metastasis [107]. Estudios recientes documentaron que CXCR7 es sobre expresado
en el carcinoma del colon, asociandolo con el crecimiento tumoral [65]. Inhibir la
union de MIF a CXCRZ2/4/7 resulta en una disminuciéon del comportamiento
metastasico de células cancerosas [50].

Otra manera en la que MIF contribuye a la invasion de células neoplasicas y
metéastasis en el CCR es a través de la induccion a la metaloproteinasa 9 de la
matriz (MMP-9), la cual se ha visto sobre expresada en el inicio, desarrollo y
progresion de tumores en diversos canceres [108].

Se hareportado que MMP-9y VEGF inducen a HIF-1a a participar en el crecimiento,
la invasion de tumores colorrectales y angiogénesis [39]. Estudios recientes
proponen que la expresion de MIF favorece a la hipoxia [109]. Ademas, esté
directamente relacionada con los receptores de MIF descritos anteriormente. Se ha
reportado que la expresibn de CXCR2 se eleva en presencia de hipoxia, sin
embargo, el efecto de la hipoxia en la expresion de CXCR2 puede depender del
cancer [87]. Por otro lado, se ha observado que la expresién de CXCR4 aument6
en ambiente hipoxico a diferencia de CXCR7 que se reportd en niveles
independientes a la hipoxia [65].
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Conclusion

Durante el desarrollo de CAC en un modelo murino, la presencia de MIF:

» Incremento las manifestaciones clinicas de CAC.
» Impact6 negativamente el crecimiento del colon y aumento el nimero de
tumores.

Durante el desarrollo de CAC en un modelo murino, la ausencia de MIF:

» Provoc6 un menor dafio en la estructura de las criptas, infiltrado celular y
pérdida de células goblet.

» Disminuyé el porcentaje de células que expresan la expresion de CXCR7
y CXCR4; disminuy6é CD74 y no se alteraron los niveles de CXCR2.

Perspectivas

» Observamos diferentes niveles de los receptores de quimiocinas en
diferentes tiempos del modelo, por lo cual, sugerimos evaluar la capacidad
de unién de MIF a mas de uno de sus receptores a la vez por medio de
inmunofluorescencia.

» El dafio a las estructuras del colon y pérdida de células goblet fue evidente
durante el desarrollo del modelo, sin embargo, la presencia de citocinas no
fue evaluado, por lo cual, proponemos la cuantificacion de la produccion de
citocinas proinflamatorias (MIF, TNF-a) y antinflamatorias (IL-10) en suero y
en tejido tumoral por medio de ELISAS en el inicio, desarrollo y cronicidad
del CAC.

» Sugerimos evaluar la capacidad de invasion de las células epiteliales en el
inicio, desarrollo y cronicidad del CAC por medio de invadopodios.
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Anexo Técnico
Anexo 1. Genotipo
Aislamiento de DNA Utilizando material estéril y libre de RNAsas y DNAsas:

1. Obtener aproximadamente 0.5 cm de la parte distal de la cola de cada uno de los
ratones experimentales.

2. Colocar las colas en tubos eppendorf de 1.5 ml previamente rotulados.

3. Agregar 500 pl de bafer de lisis y 20 ul de proteinasa K (INVITROGEN 100ug/ul)
e incubar toda la noche a 56°C para llevar a cabo la digestion del tejido.

4. Centrifugar los tubos a 14000 rpm durante 10 min, recuperar el sobrenadante en
tubos eppendorf con 500 pl de isopropanol frio.

5. Invertir los tubos suavemente hasta hacer evidente la precipitacion del DNA (con
apariencia de hebras blancas).

6. Centrifugar los tubos a 14000 rpm por 5 min, decantar el sobrenadante y lavar la
pastilla de DNA con 500 ul de etanol frio al 75% en el mismo tubo.

7. Re suspender la pastilla y centrifugar nuevamente a 14000 rpm durante 5 min.

8. Desechar el sobrenadante y dejar evaporar el etanol de los tubos a temperatura
ambiente sobre una Servitoalla previamente radiada con luz UV durante 120 min.

9. Re suspender la pastilla en 200 pl de H20 DEPC (SIGMA).

Bufer de lisis para obtencion de DNA (500 ml)

Reactivo Volumen
Tris HCI 1 M; pH 8.5 (Sigma) 50 ml
EDTA 0.5 M (J. T. Baker) 5 ml
SDS 20 % (J. T. Baker) 5ml
NaCl 1 M (J. T. Baker) 100 ml

Mezclar las soluciones y aforar a 500 ml con agua destilada.
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TBE (10 L)

Reactivo Volumen
Tris Base 108 g
Acido Borico 55¢g
EDTA* 40 ml
EDTA*
Reactivo Volumen
EDTA 18.61 ¢
H20 100 ml

Amplificacion de los genes mediante reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR)

1. En tubos, libres de DNAsas y RNAsas de 0.2 ml se lleva a cabo la reaccion
con un volumen final de 25 pl colocando los reactivos del kit AmpligonlliTaq
DNA Polymerase para amplificar los genes MIF y NEO en el siguiente orden:

Componente por reaccion Por muestra
Bufer 10X 12.5 pl
Primer F Mif 1l
Primer R Mif 1l
Primer F Neo 1l
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Primer R Neo 1l
Templado de DNA 2 pl
Agua destilada 6.5 pl

Los primers especificos utilizados para cada gen fueron los siguientes:

mif-F: 5-AGA CCA CGT TAG CTG AG-3’

mif-R 3'-GCA TCG CTA CCG GTG GAT AA-%

neo-F 5’-ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC-3’

neo-R 3’-CGT CCA GAT CAT CCT GAT C-5

Una vez listos los tubos se colocan en el termociclador (BIOEXP CYCLE) y se
programa de la siguiente manera:

Paso del ciclo Minutos y grados °C por ciclo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C por 10 min 1
Desnaturalizacion 94° por 34 seg
Alineacién Varia por 35 seg 39
Extension 72° C por 35 seg
Extension final 72° C por 4 min 1
Enfriamiento 4° por 10 min 1
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Anexo 2. Electroforesis

TBE
Reactivo Cantidad
TBE 50 ml
Agarosa 0.75¢
BrEt 3.33 um
1. 50 ml de TBE en un vaso de precipitado.
2. Pesar 0.5 g de agarosa.
3. Mezclar con el TBE la agarosa en un matraz.
4. Calentar por 2 rondas de 30 segundos en un horno hasta que la mezcla esté

oo

cristalina.

Preparar la base donde se vertera la mezcla.

Una vez vertida la mezcla se le pondra un temporizador de 40 minutos hasta
gue el gel esté solidificado.
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Anexo 3. Manifestaciones clinicas - Escala de dafio propuesta por Cooper

indice de la actividad de la enfermedad (DAI)

Pérdida de peso

Diarrea

Sangrado

0 no hay perdida

0 Sin diarrea

0 Sin sangrado

1 Pérdida de peso entre
1-5%

2 Pérdida de
consistencia, pero no de
la forma

2 Sangrado ligero

2 Pérdida de peso entre
6-10%

4 Pérdida de consistencia
y de forma

4 Sangrado abundante

3 Pérdida de peso entre
el 10-15%

4 Pérdida de peso mayor
al 15%
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Anexo 4. Obtencion de muestras de colon

PBS
Reactivo Cantidad
NaCl (J.T. Baker) 8049
NaH2POa4 (J.T. Baker) 11649
KH2PO4 (J.T. Baker) 29
KCI (J.T. Baker) 29

Mezclar los reactivos y aforar a 10 litros con agua destilada.

Tren de deshidratacion e inclusion de tejido

Reactivo Tiempo
Etanol 50% 30 min
Etanol 60% 20 min
Etanol 70% 20 min
Etanol 80% 20 min
Etanol 85% 20 min
Etanol 90% 20 min
Etanol 96% 20 min
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Etanol 100% | 20 min
Etanol 100% I 20 min
Alcohol amilico | 20 min
Alcohol amilico Il 20 min
Parafina | 24 horas
Parafina Il 24 horas

Inclusion en Paraplast
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Anexo 5. Andlisis histoldgico

Hidratacion de tejidos

La hidratacion de tejidos se hace a todas las laminillas antes de cada tincion.

Reactivo Tiempo
Xilol (1) 5 min
Xilol (1) 5 min
OH Xilol 10 bafos
Alcohol absoluto 10 bafos
Oh 96% 10 bafios
Agua corriente 1 bafio
Tincion H&E
Reactivo Tiempo
Hematoxilina 5 min
Agua corriente 5 bafios
Agua amoniacal 0.2% 1 bafio
OH 96% 1 bafio
Eosina 7 bafos
OH 96% 10 bafios
OH 96% 10 banios
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Alcohol absoluto

10 bafos

OH Xilol

10 bafos

Xilol (dejar en Xilol hasta montar con entellan)

Tincion Azul Alcian

Reactivo Tiempo
Azul Alcian 15 min
Agua destilada 2 min
Neutral fast red 1 min
OH 96% 5 bafios
OH Absoluto 10 bafos
OH Xilol 10 bafios

Xilol (dejar en Xilol hasta montar con entellan)
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Anexo 6. Disociacion del tumor
Kit de disociacion de tumores (Miltenyi Biotec)
Preparacion de reactivos

1. Preparar la Enzima D mediante la reconstitucién del polvo liofilizado en cada
vial con 3 mL de RPMI 1640 o DMEM.

2. Preparar alicuotas del volumen adecuado para evitar ciclos repetidos de
congelacion y descongelacion.

3. Preparar la Enzima R mediante la reconstitucion del polvo liofilizado en el vial
con 2.7 ml de RPMI 1640 o DMEM.

4. Preparar la Enzima A mediante la reconstitucion del polvo liofilizado en el vial
con 1 ml de bufer A suministrado con el kit.

Preparacion de muestras

5. Preparar la mezcla de enzimas agregando 2.35 ml de RPMI 1640 o DMEM,
100 pl de enzima D, 50 pl de enzima Ry 12.5 ul de enzima A en un tubo
gentleMACS C.

Retirar las areas grasas, fibrosas y necréticas de la muestra del tumor.
Cortar el tumor en pequefios trozos de 2—4 mm.

Transferir el tejido al tubo gentleMACS C que contiene la mezcla de enzimas.
Cerrar bien el tubo C y coléquelo boca abajo en el mecanismo del disociador
gentleMACS.

©0o~NO

Disociacién con el gentleMACS

10.Iniciar el disociador de tumores blandos ejecutado el programa
m_impTumor_02.

11. Al finaliza, separar el tubo C del disociador.

12.Incubar la muestra durante 40 minutos a 37°C en rotacion continua.

13. Repetir del paso 8 al 10.

14.Re suspender la muestra y aplicar la suspension celular a un MACS
SmartStrainer (30 um o 70 um) colocado en un tubo de 15 mL.

15.Lave la celda MACS SmartStrainer (30 um o 70 um) con 10 mL de RPMI
1640 o DMEM.

16. Centrifugar la suspension celular a 300 xg durante 7 minutos.

17. Aspirar el sobrenadante por completo.
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Anexo 7. Citometria de flujo

Separacion de CD326 mediante microperlas (Miltenyi Biotec)

Preparacion de muestras

1.

6.
7. Re suspender hasta 102 células en 500 uL de bufer.

Volver a suspender el sedimento celular en 300 pL de bufer por 5%x107 células
totales.

Agregar 100 pL de reactivo de bloqueo de FcR por 5x107 células totales y
mezcle bien.

Agregar 100 yL de CD326 (EpCAM) MicroBeads por 5x107 células totales.
Mezclar bien e incubar durante 30 minutos en el frigorifico (2-8 °C).

Lavar las células agregando 5-10 ml de bufer por cada 5x107 células y
centrifugue a 300xg durante 10 minutos.

Aspirar el sobrenadante por completo.

Separacion magnética

8.

9.

Coloque la columna MS en el campo magnético de un separador MACS
adecuado.
Preparar la columna enjuagando con 500uL de bufer.

10. Aplicar la suspension celular a la columna.

11.Recoger el flujo continuo que contiene células no etiquetadas.

12.Lavar la columna con la cantidad adecuada de bufer.

13.Recoger las células sin etiguetar que pasan y se combinan con el flujo del

paso 3 (MS: 4x500 pL).

14.Retirar la columna del separador y colocarla en un tubo de recoleccion

etiquetado.

15. Pipetear 1ml de bufer en la columna.
16. Enjuagar inmediatamente las celdas marcadas magnéticamente empujando

firmemente el @mbolo dentro de la columna.

Preparacion del bufer de separacion MACs (500 ml)

Reactivo Volumen
EDTA 0.95¢
PBS 500 ml
BSA 25¢

Mezclar los reactivos por lo menos 30 min.
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Preparacion de paraformaldehido

Reactivo Volumen
PBS 40 ml
Paraformldehido en polvo 24

NaOH (1 M)

Hasta tornar transparente

el

No oA

Mezclar los 40 ml de PBS + 2 g de Paraformaldehido en polvo
Calentar hasta los 60°C en la campana de extraccion de vapores.
Agregar gotas de NaOH hasta que la mezcla se torne transparente y
se disuelva el paraformaldehido restante.

Dejar enfriar la mezcla.
Ajustaelp.H.a7.4
Aforar a 50mL con PBS.

Filtrar con una pirinola de 0.43 nm.
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