UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE DURANTE EL
DESARROLLO DE CANCER DE COLON ASOCIADO A
COLITIS EN AUSENCIA DEL GEN STATE6.

TESIS

Que para obtener el titulo de:

BIOLOGA

Presenta:

YAEL GABRIELA DELGADO RAMIREZ

Director de Tesis:

[ Dra. Sonia Andrea Leon Cabrera

(=] o= | LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEXICO 2015.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



No temais a la grandeza; algunos nacen
grandes, algunos logran grandeza, a algunos
la grandeza les es impuesta y a otros la

grandeza les queda grande.

-William Shakespeare

Fn los momentos de crisis, solo la
imaginacion es mds importante que el

conocimiento.

-Albert Finstein

Solo cree en el futuro incluso si es solo un

castillo de arena.

-TCR CLAMP
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1. Resumen

El cancer de colon y recto es la cuarta causa de muerte por cancer en el mundo. Més del
20% de los pacientes con alguna enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) como la colitis,
desarrollan cancer de colon asociado a colitis (CAC); resultado de un infiltrado celular
inflamatorio que incluye moléculas promotoras de tumores. El transductor de sefiales y
activador de la transcripcion 6 (STAT6) participa en la respuesta celular a citocinas (IL-4 e
IL-13). Se ha demostrado que las citocinas IL-4, IL1-3 y el receptor IL-4Ra pueden estar
involucrados en la iniciacion y desarrollo del cancer. Por lo tanto, en este estudio se evaluod
el papel de STATG6 en el desarrollo de CAC, mediante un modelo experimental empleando
azoximetano (AOM) y dextran sulfato de sodio (DSS) como inductores del desarrollo de
cancer, en ratones BALB/c y STAT6 -/-. El AOM se administr6 a 12.5 mg/Kg
intraperitoneal en dosis Unica, 5 dias después se suministrd DSS al 2% en el agua para
beber por 7 dias, seguido de 15 dias con agua normal. Este ciclo se repiti6 3 veces. Los
animales se sacrificaron a los dias 20, 40 y 68 del tratamiento. Los resultados mostraron
que los ratones STAT6-/-AOM no presentaron signos asociados a la enfermedad, el 70% no
desarrollaron tumores al dia 68, no presentaron cambios a nivel histoldgico ni en el nimero
de células caliciformes y tuvieron una menor expresion de Cox-2 y B-Catenina. Tampoco
presentaron cambios significativos en la expresion de las citocinas proinflamatorias como
TNF-0, IFN-y e IL-17a pero si un aumento de IL-10 e IL-6 al dia 68. El andlisis de la
apoptosis en el colon, indicd un aumento en la actividad apoptotica en este grupo al inicio
del tratamiento (dia 20), pero sin diferencias en la expresion de Ki67. Estos resultados
sugieren que STAT6 puede estar involucrado en promover el desarrollo del CAC, ya que en
su ausencia se previene el crecimiento tumoral que fue asociado a una menor expresion de
citocinas proinflamatorias y marcadores relacionados con el progreso tumoral como B-

Catenina y Cox-2, ademas de un aumento en la apoptosis a nivel del colon.



2. Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) ocupa el cuarto lugar en mortalidad por neoplasias malignas
a nivel mundial, resultando una de las complicaciones mas graves posterior a trastornos de
inflamacion a nivel intestinal, especialmente la colitis ulcerosa (UC) (Eaden, Abrams et al.
2001). Diversos estudios demuestran que mas del 20% de los pacientes con alguna
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) desarrollan cancer de colon asociado a colitis
(CAC) de un periodo de 30 afios a partir del inicio de la enfermedad inflamatoria (Rutter,

Saunders et al. 2006).

Durante una etapa inicial, la colitis se presenta como resultado de un infiltrado celular
inflamatorio que incluye macrdéfagos y neutréfilos, acompafiado de un flujo de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias, asi como de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno,
capaces de incrementar el dafo genético por mutacién e inestabilidad cromosomica
(Coussens and Werb 2002). Por lo tanto, actualmente se considera a los procesos
inflamatorios repetitivos o sostenidos como uno de los factores que aumentan la
probabilidad de que células epiteliales se hagan displasicas y eventualmente desarrollen una
transformacion cancerosa maligna como adenocarcinomas invasores, donde diversas vias

de sefializacion tienen lugar.

El transductor de sefiales y activador de la transcripcion 6 (STAT6) participa en la
respuesta celular frente a citocinas y factores de crecimiento presentes en el microambiente.
Ademas STATG6 resulta el encargado de sefializar la unidn de las citocinas IL-4 e IL-13 a su
receptor y mediar activacion de la respuesta inmune tipo Th2. Se ha reportado que STAT6
es capaz de regular la transcripcion de multiples genes, entre ellos los relacionados con
crecimiento celular, proliferacion y apoptosis (Becker, Fantini et al. 2004). Existen reportes
donde el andlisis de lineas celulares de cancer de colon, con fenotipo STAT6"E" (HT-29) y
STAT6™! (Caco-2) demuestran que células con fenotipo de menor activacion para STATS,
desarrollan la sobre-expresion de citocinas tipo Thl y Th17, disminucion del ciclo celular
asi como un elevado indice de células apoptéticas tempranas, a diferencia de células con
fenotipo activo “high” STAT6, que mostraban sobre-expresion de citocinas de perfil Th2,
aumento en la expresion y activacion de genes anti-apoptoticos y pro-metastasicos Por lo

que, proponen que la susceptibilidad a la apoptosis en estas células esta relacionada con la
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actividad de STAT6, y que esta propiedad debe ser reproducible en diferentes tipos de
células, siempre y cuando estas lleven un fenotipo STAT6™! (Li, Yang et al. 2008).

La sobre activacion de STAT6 estd asociada a varios tipos de cancer como el de prostata
(Ni Z, Lou W et al. 2002), el linfoma cutineo de células y el linfoma de Hodgkin
(Skinnider BF, Elia AJ et al. 2002). Mediante un modelo experimental de trasplantes de
carcinomas mamarios altamente malignos y metastasicos en ratones BALB/c, se demostro
que el crecimiento de carcinomas disminuye en ausencia de STAT6, sugiriendo que este
factor puede estar involucrado en el control del crecimiento tumoral (Ostrand-Rosenberg S,

Grusby MJ et al. 2000).

Diversos estudios empleando animales deficientes para citocina IL-4 o su receptor IL-
4Ra durante el desarrollo del cancer de colon experimental, no han sido concluyentes, ya
que algunos sefialan disminucion en el nimero de tumores (Hull et al. 2006), mientras otros
no reportan cambios en cuanto al crecimiento del tumor (Fingleton et al. 2012). Por lo que,
para nuestro grupo de investigacion resulta necesario determinar si la sefializacion mediada

por STAT6, se encuentra involucrada en el desarrollo tumoral del cancer de colon.

En el presente trabajo, se evalu6 el papel de STAT6 durante el desarrollo de cancer de
colon asociado a colitis en un modelo experimental in vivo. Para ello se utilizaron ratones
BALB/c y ratones deficientes para STAT6 utilizando un modelo experimental de
azoximetano (AOM) como generador de mutaciones y dextran sulfato de sodio (DSS)
como mecanismo de dafio local en colon, puesto que tiene la capacidad para afectar la
arquitectura de la pared intestinal causando lesiones y sangrado rectal. Esto con el objeto de
determinar si STAT6 desempena un papel determinante en el desarrollo de cancer asociado
a inflamacién crénica como probablemente ocurre en el cancer colon asociado a colitis

(CAQ).
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3. Antecedentes

3.1. Cancer colorrectal

El cancer de colon y recto ocupa el tercer lugar como neoplasia maligna mas frecuente
y el cuarto lugar de mortalidad por cancer en todo el mundo (Tenesa and Dunlop 2009).
Mas de 1 millén de nuevos casos de cancer colorrectal (CCR) se diagnostican en el mundo
cada afo. Datos recientes en America Latina, reportado por Globocan (2012) describen que
el CCR se encuentra entre las causas mas comunes de muerte por cancer en ambos sexos
(Figura 1). Dado que solo el 15% de los casos de CCR se asocian con historial familiar,
queda abierta la duda acerca de la participacion de los factores ambientales que contribuyen

al desarrollo de la enfermedad, asi como los mecanismos involucrados (Rustgi 2007).

HOMBRES

Prostata

Pulmon m Incidencia

Colorrectal B Mortalidad

Estomago

A L) A 1

0 10 20 30 40
MUJERES

Mama
Cérvico uterino

m Incidencia
M Mortalidad

Colorrectal

Estomago

0 10 20 30 40

Figura 1 Incidencia y mortalidad de cancer colorrectal en América Latina. La imagen muestra datos que

representan la tasa por cada 100,000 habitantes (Globocan, 2012).
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3.2. Enfermedad inflamatoria intestinal y cancer colorrectal

Una complicacion importante para los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
(IBD) que incluyen la enfermedad de Crohn (CD) y la colitis ulcerativa (UC), es el riesgo

de desarrollar cancer de colon asociado a colitis (CAC).

Por ejemplo, se ha demostrado que los pacientes con colitis ulcerativa elevan 2% el
riesgo a desarrollar CAC en los préximos 10 afios posterior al diagndstico por UC; 8% a 20
afios y 18% a 30 afos (Eaden, Abrams et al. 2001). Adicionalmente, en América Latina
reportes que han examinado cerca de 600 pacientes pertenecientes al programa de
vigilancia endoscopica durante un periodo de 30 afios encontraron que 10.8% de los
pacientes con UC desarrollaron neoplasias durante los préximos 30 afios de seguimiento y

desarrollo de la enfermedad (Rutter, Saunders et al. 2006).

Asimismo, la aparicion de tumores en pacientes con IBD se incrementa cuando la colitis
se diagnostica en edades tempranas y estd acompafiada por la duracién prolongada de la
enfermedad (Soetikno, Lin et al. 2002). Aunque el céncer colorrectal en ausencia de
poliposis hereditaria y poliposis adenomatosa familiar se ha asociado con un riesgo
importante a desarrollar CCR, se conoce que la inflamacion es una condicion muy
importante para el desarrollo de este padecimiento. Més del 20% de los pacientes con
alguna IBD desarrollan céncer de colon asociado a colitis (CAC) dentro de los primeros 30
afios desde el inicio de la enfermedad. Se estima que 50% de estos pacientes morirdn por
CAC en alguna de sus etapas (Lakatos and Peter-Laszlo 2008). Al respecto se ha sugerido
que no solo la predisposicion genética, promueve el desarrollo del CAC, sino, que esta
precedido por un ambiente inflamatorio agudo y crénico el cual provoca desbalance en la
mucosa intestinal y posiblemente contribuyendo a trastornos en el microbioma, asi como
deficiencias en los mecanismos de regeneracion y reparacion epitelial. También, es
probable que el estrés oxidativo que afecta directamente a la célula epitelial favorezca
mutaciones en genes supresores de tumores, promoviendo la formacion de

adenocarcinomas (Hyun, Han et al. 2012).

Diversos autores sugieren que el CAC se desarrolla a través de un proceso complejo
multifactorial el cual se evidencia por la secuencia de eventos “Inflamacion-displasia-

carcinoma” (Figura 2). A este respecto Vogelstein et al. (1992) fueron los investigadores
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pioneros en describir una serie de eventos moleculares que definen las etapas de iniciacion,
promocion y progresion neoplasica, que se resumen de la siguiente manera: Primero
convierten la mucosa normal en epitelio hiperplasico, posteriormente en polipos
adenomatosos con células displasicas, alcanzando un estado de carcinoma in situ, para su
posterior transformacion maligna con capacidad de invasion a la membrana basal y
metastasis (Cho KR and B. 1992; Kinzler and Vogelstein 1996; Vogelstein and Kinzler
2004). Esto se conoce como la secuencia adenoma-carcinoma (hipdtesis Vogelstein) que
comenzd con la deteccion de mutaciones en el gen APC (poliposis adenomatosa coli) que
promueven el desarrollo de tumores de colon (Powell, Zilz et al. 1992). Este gen se ha
encontrado alterado en las células de la linea germinal de pacientes con tumores de colon,
por una enfermedad llamada poliposis adenomatosa familiar (FAP).

No obstante, se conocen alteraciones en el oncogen K-ras (Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog), pérdida en la funcioén del retinoblastoma (rbl), del gen TP53, y la
supresion del gen DCC. En el cancer esporadico, la disposicion genética y alteraciones
adquiridos durante el envejecimiento son factores clave que promueven la carcinogénesis.
En el desarrollo del céncer asociado a colitis es la inflamacion la que promueve el
desarrollo de tumores (Foersch and Neurath 2014).

El desarrollo de la colitis, inicia cuando el colon normal es afectado por una inflamacion
causada por la llegada de infiltrados celulares inmunes, que dan como resultado colitis a
través de secrecion de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, especies reactivas de
oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS), que incrementan las posibilidades

de desarrollar mutaciones a nivel genético (Coussens and Werb 2002).

Cronica
Normal —= Colitis — Displasia — Neoplasli Neoplasia —= Carcinoma
” (Temprana) plana
Regeneracion " )
del epitelio , %
U-JV o .
o wE
b — Lt
] S
o) e 1
Causas 2 T crdnica )
Predispocicion genétice -Estres oxidativo cronico Q
Ambientales “"“_ aem
-Dependiente de P53 _ ateraciones
Caracteristicas en o1 gen APC

- Bajo grado de

inflamacion requerida

-8- catonina en ol
nucleo

Figura 2. Secuencia de inflamacion-displasia-carcinoma durante el desarrollo del cdncer de colon
asociado a colitis.
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Si bien los datos no sugieren que UC y CD sean los inicos componentes involucrados en
el inicio del cancer, si se ha reportado que la respuesta inflamatoria cronica puede preceder
al inicio del tumor, por lo que el CAC se relaciona directamente con la gravedad y duracion

de la enfermedad activa (Mantovani, Allavena et al. 2008).
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3.3. Patogénesis y formas de CAC

Hanahan y Weinberg (2011) han realizado una aportaciéon relevante respecto de una
clasificacion que sintetiza el desarrollo de las marcas del cancer, en este sentido ambos
autores describen la participacion de los diversos factores y mecanismos implicados en la
iniciacion y progresion de un tumor, asi mismo discuten las caracteristicas que adquieren
las células tumorales mismas que les permiten adquirir un fenotipo funcional de malignidad
tumorigénica. A este respecto los autores no se refieren al tumor como una masa celular
cancerosa proliferante, sino como una masa tisular de alta complejidad en su composicién
de diversos tipos celulares de alta especializacion en continua comunicaciéon con el

microambiente del estroma circundante del tumor (Hanahan and Weinberg 2011).

Bajo este contexto tedrico es importante destacar que una de las caracteristicas que
distinguen el surgimiento y evolucion de un tumor, es el estado inflamatorio; el cual se
manifiesta de manera evidente en las primeras etapas de la progresion neoplasica en el

colon y desarrollo de neoplasias como el CAC (Figura 3; (Qian and Pollard 2010).

Figura 3 Marcas distintivas del cancer; el microambiente inflamatorio se considera una caracteristica
indispensable en el desarrollo de las células cancerosas.

Dentro del modelo de Hanahan y Weinberg (2011), la inflamacion contribuye al
microambiente del tumor mediante el suministro de moléculas bioactivas incluyendo
factores de crecimiento, factores de supervivencia, factores proangiogénicos, entre otros;
los cuales facilitan la invasion, proliferacion y metéstasis de células neoplasicas. Las

células inflamatorias en el colon también son capaces de liberar sustancias quimicas, como
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especies reactivas de oxigeno (ROS) los cuales constituyen biomutagénicos activos para el
cambio de células cancerosas, promoviendo cambios genéticos hacia estados de
malignidad mayor (Grivennikov, Greten et al. 2010). Se sabe que en la curaciéon de una
herida causada a nivel de intestino grueso o colon, normalmente se genera una lucha del
sistema inmune contra las infecciones causadas por la microflora intestinal que pueden
penetrar por este tipo de lesiones. Estos eventos se consideran normales puesto que
permanecen constantes, ya que estan presentes de forma transitoria. No obstante, en la
colitis cronica o inflamacidn crénica existe una permanencia duradera de esta lucha que
genera cambios e irregularidades morfoldgicas constantes en el tejido, lo que también

puede producir un dafio a nivel genético y promover asi la tumorigénesis intestinal.

En los ultimos afios, debido al mejoramiento del reconocimiento de las poblaciones
celulares, se sabe que en esas alteraciones constantes en el colon, participan distintos tipos
de células inmunes y que las lesiones neoplésicas concentran una gran actividad de éstas
(DeNardo, Andreu et al. 2010). De este modo, se ha demostrado que la presencia de un
estado inflamatorio activa el reclutamiento de células, entre las cuales destacan células
promotoras de tumor como: macroéfagos, mastocitos, neutréfilos, linfocitos T y B, asi como
factores de crecimiento tumoral y pro-angiogénicos, (factores de crecimiento epidérmico
[EGF] y factor de crecimiento endotelial vascular [VEGF] respectivamente) quimiocinas y

diversas citocinas (Coffelt, Lewis et al. 2010).
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3.4. Respuesta inmune durante el cancer de colon asociado a colitis (CAC)

La respuesta inmune conlleva a procesos inflamatorios cronicos durante los cuales se
produce el reclutamiento de macrofagos, mastocitos, neutrédfilos, linfocitos T y B,
mediadores solubles inflamatorios (ROS, RNS), EGF, VEGF, quimiocinas y citocinas que
amplifican el estado inflamatorio (Lu Y, Zhou J et al. 2008).

Se ha demostrado que las citocinas proinflamatorias como TNFoa, IL-1f o IL-6,
promueven el desarrollo de tumores en el colon y recto (Peng, LI et al. 2013), mientras que
las citocinas anti-inflamatorias, entre otros como IL-10 y/o TGF-B favorecen la

disminucion de este tipo de tumores Ver Tabla 1 (Becker, Fantini et al. 2004).

Por ejemplo TNFa se produce durante la respuesta inflamatoria inicial favoreciendo la
produccion de otras citocinas y quimiocinas, que pueden aumentar la permeabilidad
vascular que conduce al reclutamiento de leucocitos activados en el sitio de la infeccion o
lesion (Kruglov, Kuchmiy et al. 2008). Estas propiedades hacen de TNFo un promotor de la
inflamacion, angiogénesis y propagacion del tumor; por lo que, debe considerarse como un

factor de promocion tumoral.

Por otro lado, TGF-f es una citocina con un papel paraddjico en el desarrollo del cancer.
Se ha mostrado que tiene efectos antitumorales mediante la inhibicion de la proliferacion, la
estimulacion de la apoptosis, y por la supresion de la expresion de citocinas
protumorogénicas. Sin embargo, mutaciones en la via de TGF-$ en células epiteliales,

predispone al desarrollo de tumores del colon y su crecimiento (Yuan, Li et al. 2009).

Una mayoria de citocinas que promueven el desarrollo de tumores son generadas por
macrofagos de la ldmina propia durante los estados tempranos de desarrollo del CAC, o
bien por las células T durante la progresion del tumor en etapas tardias. En ratones
APC™min que desarrollan tumores colorrectales, IL-6 estimula la proliferacion de
enterocitos pre-malignos de manera similar a lo observado en modelos experimentales de

CAC (Fenton, Hursting et al. 2006).

Por lo tanto, se conoce que la IL-6 posee un papel de proteccion en la mucosa
gastrointestinal y tejido de regeneracion después de una lesion, aunque también se ha

demostrado que es un potente estimulador de la proliferacion de células cancerosas y del
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crecimiento tumoral. La IL-6 es el ligando importante para la via de activacion STAT3 que

protege al epitelio intestinal y estimula su regeneracion e inducciéon de genes

antiapoptoticos, proliferativos y de crecimiento endotelial vascular (Grivennikov, Karin et

al. 2009).

Citocinas

Productores importantes
Monocitos y macroéfagos,
células B y T, fibroblastos,
etc.

Principales efectos en CAC
Esta involucrada en la regulacion de casi

todas las fases de respuestas inmunes e
inflamatorias.
Su produccién es esencial para la produccion

TNF-a de Th1.
Potencia los efectos antivirales y anti-
tumorales de IFNa/.
Activacion de NF-kp.
Células T (Th1 y CD8), Es un mediador de la inflamacién y funciones
NKT, células mieloides, inmunes.
células dendriticas y Mejora la inmuno-supervivencia del tumor a
IFN-y neutrdfilos. células T citotoxicas.
Regula el crecimiento y diferenciacion de
varios tipos celulares.
Lidera necrosis e induce sarcomas.
ILAT7 Células Th17. Inflamacién crénica exacerbada y produccion
de citocinas proinflamatorias.
Células B y T, macrofagos, Iniciacion del tumor, promueve la proliferacion
fibroblastos, queratinocitos y supervivencia a través de la activacion de
IL-6 y células endoteliales. STATS.
Regula funciones de células By T.
Regula reacciones de fases agudas.
Células T y B, monocitos, Induce la activacién de 3-Catenina por PI3K-
macrofagos y células Akt.
Tregs. Suprime la activacién de NF-kB y la
produccion de citocinas proinflamatorias.
IL-10 Citocina secretada por ThO y Th2.

Bloquea la sintesis de Th1.

Coopera con TGF-B para estimular la
produccion de Inmunoglobulinas A (IgA) por
células B.

Tabla 1. Efectos de algunas citocinas en el CAC.
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3.5. Janus quinasa (JAK) /Transductores de Sefiales y Activadores de la

Transcripcion (STATS)

Las proteinas JAK/STATSs son vias de sefializacion implicadas en la respuesta inmune,
el crecimiento y la diferenciacion celular (Lu Y, Zhou J et al. 2008). Estas, se activan por
medio de citocinas, las proteinas JAKs que sirven como sitios de “ataque” para otras
moléculas de senalizacion, mientras que las STATs activadas se translocan desde el
citoplasma al nticleo, donde aumentan la tasa de transcripcion de genes blanco (Xiong H,

Zhang ZG et al. 2008).

Por ejemplo, las vias de sefializacion STAT1 y STAT2 se identificaron por primera vez,
mediante estudios de activacion de la respuesta inmune (Shea-Donohue, Fasano et al. 2010).
Posteriormente se identificaron cinco STATSs adicionales: STAT3, STAT4, STATSA,
STAT5B y STAT6 (Slattery, Lundgreen et al. 2013).

Las citocinas por otro lado, participan en una via que puede retroalimentarse
indefinidamente hasta la participacion de sus reguladores que son llamados “supresores de
la sefalizacion de citocinas” (SOCS), los cuales, tienen la funcion de inhibir la actividad de
JAK y STAT (Xiong H, Zhang ZG et al. 2008).Varios estudios han sefialado la presencia
de los componentes de la via de sefializacion JAK/STAT/SOCS en adenomas y cancer

colorrectal.

La cascada de senalizacion canonica de la via JAK/STAT se inicia por el acoplamiento
de ligandos “citocinas” a sus receptores. Esto conduce a la activacion de moléculas JAKSs,
asociados a colas citoplasmaticas de los receptores. Una vez activadas, las moléculas JAKs
fosforilan ciertos residuos de tirosina en las cadenas del receptor, lo cual modifica sitios de
unién para mondémeros STAT, que después de unirse a fosfotirosinas del receptor, se
convierten en STATs fosforilados, permitiéndoles formar dimeros. Posteriormente los
dimeros STAT activos, poseen la capacidad de translocarse rapidamente al nicleo, donde

activan o reprimen la expresion de genes blanco especificos (Figura 4).

La investigacion en el campo de JAK/STAT ha aclarado sus participacion en diversos
procesos celulares, tales como la proliferacion, apoptosis y migracion celular, asi mismo se
han descrito aberraciones frecuentes de la via JAK / STAT en diversos tipos de céancer

(Dutta and Li 2001).
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Al respecto Slattery et al. (2013) describieron la via de sefializacion JAK/STAT/SOCS
asociada al riesgo a desarrollar cancer de colon. Durante su estudio analizaron una base de
datos de pacientes con diagndstico confirmado de cancer colorrectal, y demostraron su
importancia en la regulaciéon de la inflamacion, asi como su relacién con la sobrevida

posteiror al diagndstico oncoldgico (Slattery, Lundgreen et al. 2013).

Receptor de
citocinas

00000000000000000008 )
”5'o"oo*o’ofo’.o’o’o‘o‘.’o‘o >

Genes SOCS

Figura 4. Via de sefalizacion JAK/STAT. La cascada se inicia por el acoplamiento de receptores de
citocinas. Esto conduce a la activacion de moléculas JAK's que fosforilan ciertos residuos de tirosina en las
cadenas de receptor, lo que genera sitios de atraque para monémeros STAT, que se convierten en STAT s
fosforilados (STAT-Y-P), lo que les permite formar dimeros con la capacidad de translocar al nicleo, donde

activan o reprimen la expresion de genes diana especificos.
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3.6. IL-4 e IL-13

Diversas citocinas inducen la activacion de las vias STAT's, entre ellos STAT6 la cual

se activa en respuesta en presencia de IL-4 e IL-13 (Todaro 2008).

IL-4 se activa a través de una cascada de interacciones entre moléculas asociadas como
IL-4Rao, cadena c, Jakl, Jak3, y Stat6. Varios estudios sugieren que IL-4, IL-13 y el
receptor IL-4Ra pueden estar involucrados en funciones de proliferacion, supervivencia y
actividades promigratorias en varios tipos de cancer (Hull, Ingram et al. 2013). La mayoria
de estos estudios se han realizado en lineas celulares, en animales deficientes en IL-4 o
deficientes del receptor IL-4Ra indicando que esta via de sefializacion, es un componente

importante que contribuye a la formacion de tumores (Li, Yang et al. 2008).

Mientras que, por una parte existen estudios que evaluan el desarrollo de céancer
colorrectal (CCR) en ratones deficientes en IL-4, y/o deficientes del receptor IL-4Ra, al
respecto los resultados no son concluyentes, ya que algunos reportan disminucion en el
desarrollo tumoral (Hull et al. 2006); mientras que, otros reportan inicamente crecimiento

de criptas aberrantes respectivamente (Fingleton et al. 2012).

Los estudios actuales, solo se centran en el impacto de IL-4 e IL-4Ra sobre el desarrollo
de CCR, sin embargo, la dificultad en estos estudios radica en que la via STAT6 puede
activarse por diferentes moléculas o receptores entre ellos, IL-13 e IL-13Ra. Esta brecha en
el conocimiento puede ser debido a la complejidad del sistema de senalizacion de 1L-13.
IL-13 puede sefializar a través del receptor de tipo II de IL-4R (IL-4Ra y IL-13Ral) o a
través de IL-13Ra2 (Todaro 2008). Anteriormente se creia que la via de IL-13 inicamente
servia como receptor sefiuelo, no obstante, en la actualidad se han detectado niveles
elevados de IL-13 en tejido tumoral del cancer de mama primario y sangre periférica,
mediante el estudio de 131 pacientes con céncer de pancreas, esofago y gastrico, en

comparacion de controles clinicamente sanos (Srabovici N, Mujagic Z, et al. 2011).
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3.7. STATG6

Al igual que otros miembros de la familia de las proteinas, transductores de sefales y
activadores de la transcripcion (STAT), STAT6 es una molécula con una funcién dual
capaz de sefializar la transcripcion y transduccion de genes inducibles como IL-4 e IL-13

(Hebenstreit, Wirnsberger et al. 2006).

Los siete miembros de la familia STAT’s son activados predominantemente por factores
de crecimiento y citocinas. Al respecto STAT6 es principalmente activado por IL-4 e IL-13
(J Hou, U Schindler et al. 1994). Una vez que estas citocinas se unen a receptores afines las
Janus quinasas asociadas (JAK) se activan y fosforilan residuos de tirosina conservadas en
el receptor. Una vez fosforilada, STAT6 lleva a cabo dimerizacion por medio de su domino
SH2, requisito para su translocacion a nucleo (Figura 5) (Mikita T, Campbell D et al.
1996). En nticleo, STATG tiene la capacidad de unirse directamente al DNA a través de un
unico dominio de unién capaz de regular la transcripcion. STAT6 destaca porque a
diferencia de otras moléculas de la familia STAT's, ésta posee preferencia por un tnico
sitio de unién al DNA (Schindler, Wu et al. 1995; Binfeng Lu, Martin Reichel et al. 1997).
La porcidn carboxilo-terminal de STAT6, es responsable de su funcion de activacion de la
transcripcion y desempena un papel clave en la polarizacion de la respuesta inmune Th2.
Estudios han demostrado que STAT6 es tanto un regulador negativo como positivo de la

transcripcion genética (Schroder AJ, Pavlidis P et al. 2002).
3.7.1. Actividad de STAT6 durante el cancer colorrectal

STATG6 es una molécula critica en la homeostassis de la respuesta inmune inflamatoria,
también, es necesaria para la respuesta eficiente contra helmintos-parésitos y alergias como
resultado de una respuesta deficiente Th2. En ratones STAT6-/- hay una mayor respuesta
inflamatoria por un aumento en las células Thl y Thl7, por lo que, se presenta mayor
inflamaciéon (Homann D, Holz A et al. 1999). La via de sefalizacion STAT6, se ha
disecado en animales deficientes (STAT6-/-) demostrando deficiencias en el desarrollo de
la respuesta inmune tipo Th2 (Hebenstreit, Wirnsberger et al. 2006), ya que son incapaces
de inducir la diferenciacion de linfocitos ThO a Th2 y por tanto, no pueden montar la
respuesta inmune contra parasitos-helmintos (Kaplan, Schindler et al. 1996), asi como la

respuesta frente al asma o alergias (Akimoto, Numata et al. 1998). Asimismo, ratones
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STAT6-/- en respuesta a IL-4 son incapaces de regular MHC case II, CD23 e IL4R.
Mientras que linfocitos B STAT6-/- son incapaces de llevar a cabo el cambio de isotipo de

IgG a IgE igualmente en respuesta a IL-4 (Linehan, Warren et al. 1998).

La nocion de que STAT6 puede ser un importante regulador de la mitogénesis cuando
las células responden normalmente a IL-4, conduce a la pregunta: la activaciéon de STAT6

estard implicada en el crecimiento descontrolado de células en procesos tumorigenicos.

Se ha sefialado por ejemplo, que la sobre-activacion de STAT6 esta asociada a varios
tipos de cancer, entre ellos prostata (Ni Z, Lou W et al. 2002), linfoma cutaneo y linfoma
de Hodgkin (Skinnider BF, Elia AJ et al. 2002). Adicionalmente durante el crecimiento de
cancer de mama de alto grado de malignidad y metastasicos se ve disminuido como
respuesta a la ausencia de STAT6, sugiriendo que este factor estd involucrado en el control

del crecimiento tumoral (Ostrand-Rosenberg S, Grusby MJ et al. 2000).

Basado en lo anterior, IL-4 activa la sefalizacion de STAT6, como respuesta a diversos
estimulos provenientes del estroma celular circundante y juega un papel en la proliferacion
y resistencia celular a la apoptosis, por lo que la actividad de STAT6 puede ser un
biomarcador involucrado en la capacidad invasiva y metastasica del cancer, asociado a

inflamacién.

Un andlisis de la actividad y la expresion de STAT6 utilizando lineas celulares de cancer
colorrectal mostré que la linea celular HT-29 con fenotipo activo de STAT6, coincide con
la sobre expresion de citocinas tipo Th2, aumento en la expresion y activacion de genes
anti-apoptoticos y pro-metastasicos. Por el contrario, el modelo celular Caco-2 con fenotipo
de menor actividad de STAT6 resulta con sobre expresion de citocinas tipo Thl y Th17, asi
como disminucion del ciclo celular, tasa elevada de células en apoptosis temprana por
Anexina V, la cual se mantiene progresiva hasta el dia 6. Proponiendo, que la
susceptibilidad a la apoptosis estd relacionada con la actividad de STAT6, y que esta
propiedad puede reproducirse en diferentes tipos celulares, siempre y cuando estas lleven

un fenotipo STAT6null (Li, Yang et al. 2008).
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Adicionalmente, mediante el uso de transplantes de carcinomas mamarios a ratones
Balb/C, Ostrand-Rosenberg et al. (2000) demostraron la generacion de tumores
macroscopicos de tamafio considerable, sin embargo al hacer lo mismo en ratones STAT6-
/-, observaron que el crecimiento de los tumores primarios y la metastasis disminuyeron,
comparados con ratones Balb/C. Lo cual sugiere que esta proteina puede desempefiar un

papel en el control del desarrollo tumoral.
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Figura 5. La via STAT6 se asocia con IL-4 e IL-13. En la via de STAT6 existen cuatro subunidades

diferentes, IL4Ra, cadena gamma (cy) IL13Ral e IL13Ra2. IL-4 e IL.13 pueden unirse y sefializar por ambos
receptores de tipo II. Tipo II IL4R e IL13Ra2 estan presentes en las células tumorales. En respuesta a esta

sefalizacion fosforilan a STAT6 que conduce a un aumento en la expresion de genes anti-apoptoticos.
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3.8. Modelo experimental de Cancer colorrectal

Para investigar el desarrollo complejo de la patogénesis del CCR, asi como para
comprender cambios en la transformacion celular, la biologia del tumor y mecanismos
relacionados con este padecimiento se necesitan herramientas que ayuden a entender y dar

respuesta a estas interrogantes.

El céncer colorrectal en roedores inducidos por carcindgenos pueden recapitular de una
manera altamente fiable las fases de inicio y la progresion de tumores que se producen en

los seres humanos.

Para esto, hay numerosos modelos animales de CCR, actualmente el mas utilizado sobre
carcinogénesis de colon inducida quimicamente, es el modelo de azoximetano / dextran
sulfato de sodio (AOM/DSS) propuesto previamente por Tanaka (2003), siendo el primer
modelo in vivo establecido (Tanaka T, Kohno H et al. 2003) .

El modelo AOM/DSS es un agente con efectos toxicos directos en el epitelio del colon.
Este puede ser suministrado en el agua para beber de ratones en diferentes ciclos para crear
un estado inflamatorio cronico, de suficiente duracién (algunos de esos ratones
desarrollaran tumores) (Okayasu, Yamada et al. 2002). El desarrollo de tumores puede ser
inducido al administrar un factor pro-cancerigeno, esto incluye ratones pre-tratados con
agentes genotoxicos como AOM, 6 1,2 dimetil-hidracina (DMH) (Kanneganti, et al., 2011).
La Combinacion de DSS con AOM ha sido empleado como un modelo de céncer asociado
a colitis, ampliamente reconocido como un modelo de alta reproducibilidad, potencia, bajo

costo, y sobre todo, facil uso.

Durante el desarrollo de este modelo, hay diversas moléculas que pueden verse
modificadas por la induccion de CAC, entre estas, se distinguen por su actividad Cox-2, B-

catenina y Ki-67.

La ciclooxigenasa 2 (Cox-2) es una enzima que permite al organismo producir
sustancias llamadas prostaglandinas (PG) a partir del acido araquidonico en condiciones de
normalidad fisioldgica. Sin embargo, cuando nuestro cuerpo sufre alguna lesion o
induccion  inflamatoria, Cox-2 induce su expresion promoviendo moléculas

proinflamatorias. Por lo que, su principal funciéon consiste en mediar los procesos de
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inflamacién y sefalizacion por prostanoides. Su expresion es provocada por diversos
mediadores inflamatorios (IFN-y, TNF-a, IL-1, etc.) en diversas células (monocitos,
macrofagos, células endoteliales, condrocitos y osteoblastos) y tejidos (ciertos tejidos

afectados por procesos neoplasicos (Ristimdki A, Sivula A et al. 2002).

Un importante nimero de tumores sobreexpresan Cox-2, mientras que, esto no sucede
en tejidos histologicamente normales de los cuales proceden. En este sentido existen solidas
pruebas que sugieren que a nivel celular Cox-2 contribuye a la transformacion neoplasica y
comportamiento maligno de un tumor, aumentando su capacidad invasiva y metastasica. Al
respecto se ha demostrado que Cox-2 induce tumorigénesis de mama en ratones
transgénicos. Mientras que la expresion de Cox-2 no es detectable en tejido sano, pero su
induccién se enciende en respuesta a la activacion celular por citocinas proinflamatorias,
factores de crecimiento y promotores tumorales, y su papel ha sido conectado con

inflamacion y carcinogénesis (Gupta RA and RN. 2001).

[-catenina es una subunidad de la cadherina (un complejo de proteinas) y actiia como un
transductor de sefal intracelular en la ruta de Wnt. La desregulacion de Wnt/B- catenina de
sefalizacion juega un papel importante en la patogénesis de cancer colorrectal (Morin PJ,

Sparks AB et al. 1997).

[-catenina estd regulado por la proteina poliposis adenomatosa coli (APC) que es un gen
supresor de tumor y por lo tanto la mutacion del gen APC esta estrechamente relacionada a
cancer, en particular cancer colorrectal posterior al desarrollo de la poliposis adenomatosa
familiar (FAP), desarrollados en el intestino grueso, no obstante la mayoria de estos pdlipos
son benignos, tienen el potencial de transformarse en cancer a medida que avanza el tiempo.
B-catenina y APC se encuentran entre los genes clave (junto con K-Ras y SMAD ) en el
desarrollo del cancer colorrectal. Por lo tanto, la regulacion de B-catenina es fundamental
para el efecto supresor de tumor de APC, ya que esta regulacion puede eludirse facilmente

mediante mutaciones en APC o B-catenina. (Kabatkova M, Zapletal O et al. 2015).

Ki-67 es una proteina nuclear asociada con la replicacion y proliferacion celular.
Ademas, se asocia con la transcripcion del RNAm. La inactivacion del antigeno Ki-67
conduce a la inhibicién de la sintesis de RNA ribosomal. El crecimiento de tumores es muy

variable, no obstante probablemente refleja el curso clinico de tumores. Al respecto el
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anticuerpo monoclonal Ki-67, reconoce un antigeno presente en nucleos de células en todas
las fases del ciclo celular, excepto GO. De esta manera la fraccion de células tumorales Ki-
67-positivas se reconocen como el indice de etiquetado Ki-67, a menudo en correlacion con

el curso clinico oncologico (Oshima CT, Iriya K et al. 2005).

4. Hipotesis

En ausencia de STAT6 no se desarrollaran tumores en un modelo experimental de CAC,
debido a cambios en la expresion de citocinas y proteinas involucradas con la

tumorigénesis, asi como alteraciones en la proliferacion y apoptosis a nivel intestinal.

5. Objetivos
5.1. General

I.  Determinar la participacion de STAT6 durante el desarrollo de cancer de colon

asociado a colitis en un modelo experimental
5.2. Particulares

I.  Estandarizar el modelo experimental que utiliza AOM/DSS como inductor de
cancer colorrectal en ratones BALB/C y animales deficientes en STAT6.

II.  Evaluar cambios en el peso corporal y signos asociados al desarrollo del CAC en
ratones BALB/C y animales deficientes en STAT6.

III.  Identificar cambios en el desarrollo tumoral durante el transcurso del CAC
experimental en ausencia de STAT6.

IV.  Estudiar si la deficiencia en STAT6 repercute en la expresion de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias a nivel intestinal.

V.  Analizar cambios en la expresion de las proteinas involucradas con la tumorigénesis
del cancer colorrectal: B-catenina y COX-2 a nivel intestinal en dependencia de
STAT®.

VI.  Analizar cambios en la proliferacion y apoptosis intestinal durante el desarrollo del

CAC en ausencia de STAT6.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Material Biolégico

Para este trabajo, se utilizaron 24 ratones en total, divididos en dos grupos de trabajo, el
primer grupo (grupo control), estaba formado por 12 ratones pertenecientes a la cepa
BALB/c (Wild Type), el segundo grupo, (grupo experimental), estaba formado por 12
ratones que deficientes del gen que codifica para STAT6 (STAT6-/-). Ambos grupos de
ratones, tenian de 6 a 8 semanas de edad aproximadamente y fueron obtenidos en el

Bioterio de la FESL

Antes de iniciar el tratamiento, los ratones fueron marcados individualmente en la oreja
derecha, que indicaba el nimero de individuo, esto con el fin de llevar un registro fiel de
los cambios en cada ratdon. Los ratones permanecieron durante todo el tratamiento en
condiciones de esterilidad, manteniéndose siempre en cajas con un sistema de ventilacion

controlado y con alimento y agua estériles at libitum.
7.2. Induccion del CAC

Para inducir el cancer colorrectal/asociado a colitis, los ratones fueron inyectados por via
intraperitoneal al dia cero 12.5 mg/kg de azoximetano (AOM; SIGMA). Posteriormente se
prepard una solucion al 2% de Dextran Sulfato de Sodio (DSS) diluida en agua potable. Al
dia 5 se administr6 la solucion DSS en el agua para beber. Se utilizaron bebederos de
250ml, para cajas con un maximo de 5 ratones. El DSS se administré durante siete dias,
posteriormente se cambi6 de nuevo a agua potable estdndar por dos semanas, y nuevamente
se repitio el ciclo de solucion DSS al dia 20 y 40, para proporcionar un segundo y tercer

ciclo de DSS (Figura 6).

AOM Sacrificio Sacrificio Sacrificio

. 4 1 2 1

Semana' 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 6. Esquema de administracion de AOM/DSS en ratones BALB/c y STAT6-/-. Los ciclos consisten
en una semana de DSS en el agua para beber, seguido de dos semanas de agua regular (estéril).
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7.3. Valoracion de colitis y progresion tumoral

Se evaluo el indice de actividad de la enfermedad (IAE) siguiendo los criterios
establecidos por Dae-Sung et al. (2013). Este indice, sirve para determinar de manera fiable
la severidad de la UC durante el tratamiento con AOM/DSS. Para esto se llevd acabo un
registro de los cambios en el peso, consistencia de las heces y sangrado rectal (Figura 7)

(Dae-Sung, Won-Kyo et al. 2013).

Se monitored diariamente el progreso del cancer asociado a la colitis (CAC), registrando
la pérdida o ganancia de peso por raton de cada uno de los grupos, y registrando
observaciones de sangrado y heces, finalmente se calcul6 el indice de la actividad de la

enfermedad (IAE) utilizando los siguientes criterios:

peso

0 Sin perdida 0 Normales 0 Sin sangrado
1 1-5% ) Suaves 1 Sa ngre o.c’ulta
(Irrigacion)
2 6-10% 4 Diarrea 5 Sangre oculta con
cambio de coloracién
- 0,
3 11-15% 3 Sangre visible en heces
sin codgulos
4 >15%
A Sangrado grave, y
coagulacion

Figura 7. La puntuacion clinica de un indice de actividad de la enfermedad (IAE) para la colitis inducida
por DSS se baso en la pérdida de peso, consistencia de las heces, y sangrado.

7.4. Sacrificio

A los dias 20, 40 y 68, (una semana después del fin de cada ciclo de DSS) se realizo el
sacrificio de los animales. Primeramente, se tomo6 una muestra de sangre de la cola de cada
raton, con el fin de obtener el suero presente en circulacion. Una vez hecho esto, se cubrid
el ratén con etanol al 70%, para prevenir que el pelo contaminara el contenido abdominal

durante la extraccion del colon.

Usando pinzas de diseccion, se tomo la linea media del abdomen donde se realizé una
pequefia incision para exponer el peritoneo, se extendio la incision a cada lado y largo del
abdomen, hasta el borde costal. Usando tijeras de diseccion se extrajo el colon completo y

el bazo.
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7.5. Analisis macroscépico

El colon obtenido se mantuvo en hielo en todo el proceso de examinacion macroscopico.
Se hizo un lavado con buffer fosfato salino (PBS). Se registr6 la longitud y el peso de cada
uno e inmediatamente después, cada colon se abrid longitudinalmente y se analiz6
cuidadosamente para examinar la presencia o ausencia de tumores; en el caso donde

estuvieron presentes se realizd una evaluacion del nimero y tamafio de los mismos.

Se cortd una muestra de lcm de region distal de la cola de cada raton para obtener

genotipo por PCR a tiempo final descrito posteriormente (Polymerase Chain Reaction).

Finalmente se obtuvieron disecciones de 1cm aproximadamente de la parte mas distal
del colon (Figura 8), el cual fue fijado en etanol al 100% para procesamiento histologico,
una porciéon mas fue almacenada en TRIZOL (Tiocianato de Guanidinio y Fenol) para
extraccion de RNA y en buffer RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) que es un buffer

que permite la lisis celular eficiente y solubilizacion de proteinas.

| Proximal | Media | Distal |

Figura 8. Representacion del colon de un ratdn, sefialando las secciones: proximal (mas lejana al ano,
pegada al ciego) media y distal (mas proxima al ano).
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7.6. Técnica histologica

Para valorar el desarrollo de la enfermedad, se llevd acabo el procesamiento de los
tejidos mediante una inclusion en parafina, tincion de hematoxilina y eosina (H&E) y
tincion de azul alcian para células caliciformes, de acuerdo con la técnica estandarizada en

el laboratorio para preparar y preservar los tejidos.

Primero se llevé acabo la toma de muestra que como se explico anteriormente, se realizd
seccionando el colon y tomando 1 cm aproximadamente del colon. Después se llevo acabo
la fijacion de la muestra, cuya finalidad es mantener la estructura morfologica de las células
y los tejidos sin que ocurran cambios notables en ellos mediante fijadores, que en este caso
fue alcohol etilico absoluto (etanol al 100%) durante 24 h. Al concluir la fijacion, el fijador
fue eliminado de las muestras, mediante un lavado de los tejidos con alcohol para continuar

posteriormente con la inclusion en parafina.

Los pasos a seguir, una vez terminado el lavado del tejido, para la inclusion en parafina
fueron: deshidratacion, aclaracion o diafanizacion, inclusion y formacion del bloque de

parafina.

Se llevo a cabo una deshidratacion del tejido con alcohol absoluto mediante tres bafios
del tejido en este liquido (1 h c/u), sin embargo al no ser miscibles el alcohol y la parafina,
fue necesario utilizar un liquido apolar, en este caso xilol, de la misma manera por medio
de tres banos del tejido en €l (1 h c/u), que sirve como aclarador, para finalmente ser
incluida por infiltracion en parafina por medio de 2 bafios de ésta (1 hh c/u), y una tltima

para la inclusion en un bloque final por molde.

Una vez obtenidos los bloques de los tejidos, se pasé a la siguiente etapa de corte
mediante un micrétomo. En este caso se realizaron cortes de 3 micras de grueso, los cortes
obtenidos, aislados o en forma de cintas, generalmente se presentaron arrugados y
mostraron un area menor que la que poseen en la inclusion, por lo que fue necesario
extenderlos mediante un bafio de flotacion y luego adherirlos a las laminas o portaobjetos y

continuar asi con la tincién de H&E.

En la tincion H&E se utilizd hematoxilina que tifie estructuras acidas (basofilas) en

tonos azul y parpura, como el ntucleo que contiene DNA y eosina que tifie componentes
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basicos (acidofilas) en tonos de color rosa como el citoplasma y demas organulos
eosinofilos de la célula. Los pasos a seguir para el proceso de tincion mediante H&E
fueron: desparafinar, hidratar, colorear con hematoxilina, lavar, diferenciar, virar, colorear

con eosina, deshidratar y diafanizar o aclarar.

Inicialmente se desparafinaron los cortes por medio de 2 bafios de xilol (5 min c/u).
Posteriormente se hidrataron los cortes en banos decrecientes de alcohol (100%, 90%, 80%
y 70%, 3 min c/u). Inmediatamente se colorearon con la solucién de hematoxilina (3 min),
y se lavaron los tejidos con agua corriente (2 min). Para eliminar el exceso de colorante y
realizar la viracion, se utilizdé alcohol 4cido, hasta que los nucleos y los componentes
basofilos de las células fueron los tnicos que permanecieron tefiidos y se lavaron de nuevo
con agua corriente. Después se colorearon con la soluciéon de eosina (3 min), y se lavaron
los tejidos con agua corriente (2 min).Posteriormente, se deshidrataron los tejidos en bafios
crecientes de alcohol (70%, 80%, 90% y 100%, 3 min c/u). Por ultimo se aclar6 empleando
xilol (5 min). En este punto se realiz6 el Gltimo procedimiento que fue hacer el montaje de

los tejidos, colocando resina y un cubreobjetos sobre ellos.

En la tincién para células caliciformes con azul alcian, se realizd el mismo
procedimiento de inclusion y corte, la variante en este protocolo fue la tincion. Inicialmente
se desparafinaron los cortes por medio de 1 bafio de xilol (10 min) y alcohol-xilol (3 min).
Posteriormente se hidrataron los cortes en banos decrecientes de alcohol (100%, 90%, 80%
y 70%, 2 min c/u). Se llevd a cabo un lavado con agua corriente para inmediatamente
colorear con la solucion de azul alcian (30 seg), se lavaron nuevamente los tejidos con agua
corriente y se colorearon con la solucion de hematoxilina (3.30 min), posteriormente se
lavaron para eliminar el exceso de colorante y realizar la viracion donde se empled el acido
clorhidrico, hasta que los nucleos y los componentes basofilos de las células fueron los
unicos que permanecieron tefiidos, se lavaron nuevamente mediante una secuencia de agua
corriente-agua amoniacal-agua corriente. Después se comenzo con la deshidratacion de los
tejidos con alcohol al 70%, sin embargo en este punto fue necesario intervenir con una
coloracién con la solucioén de eosina (3 min) para poder continuar con bafios crecientes de
alcohol (80%, 90% y 100%, 3 min c/u). Por ultimo se llevd a cabo el aclaramiento
empleando xilol (5 min). En este punto se procedid a realizar el Gltimo procedimiento que

fue hacer el montaje de los tejidos, colocando resina y un cubreobjetos sobre ellos.
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7.7. Inmunohistoquimica

Se llevo a cabo también la técnica de inmunohistoquimica (IHQ), que es un
procedimiento histopatolégico, que corresponde a una inmunotincion, la cual, permitid
demostrar una variedad de antigenos presentes en los tejidos utilizando anticuerpos
marcados (COX-2, B-Catenina y Ki67). Esta técnica se basa en la capacidad de los
anticuerpos de unirse especificamente a sus antigenos correspondientes, la reaccion es
visible mediante una técnica de inmunoperoxidasa donde se utiliza como marcador una
enzima que es capaz de hacer cambiar de color el sustrato incoloro, en este caso el colon de

los ratones.

Esta técnica se llevo a cabo de acuerdo con la técnica estandarizada en el laboratorio. En
la Inmunohistoquimica, basicamente es el mismo procedimiento de inclusion y corte que se

ha explicado anteriormente (apartado 7.6).

Inicialmente se desparafinaron los cortes por medio de 2 bafios de xilol (3 min c/u).
Posteriormente se hidrataron los cortes en bafios decrecientes de alcohol (100% y 96%, 3

min c/u) y se lavaron los tejidos con agua destilada (3 min).

Consecutivamente se llevo a cabo la recuperacion antigénica en una olla de presion pre
calentada, y en un vaso se agreg6 buffer de citratos (DIVA) con las ldminas a tratar (30min),
una vez que paso el tiempo de recuperacion antigénica se saco el vaso y se dejo enfriar el

buffer de citratos a temperatura ambiente para evitar el choque térmico y el dafio al tejido.

Nuevamente se lavaron, cambiando la solucion por PBS-Tween, se bloqued la
peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno al 3 % en metanol (10 minutos), se
lavaron con PBS-Tween, y se llevaron a bloqueo con PBS-BSA 2% (1 hora) para lavar de

nuevo con PBS-Tween.

Posteriormente se agrego el anticuerpo primario (1:100 / 200 ml por ldmina), disuelto en
buffer de bloqueo BioCare Medicals Background Sniper (toda la noche) cubiertos con
Parafilm para evitar la desecacion de la muestra, para volver a lavar con PBS-Tween y
agregar el anticuerpo secundario (1:1000) (30 minutos) y de nuevo un lavado con PBS-

Tween.
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Para el revelado se utilizé diaminobencidina, 1 gota de reactivo/ml de buffer y un lavado
con PBS-Tween, se colocaron en agua destilada para poder contratefiir con hematoxilina
(1-2 min), se lavd con agua corriente y se realizo un vire de tincidon con agua amoniacal al
3% (15 seg). Al cabo se deshidrataron los tejidos en bafios crecientes de alcohol (96% y

100%, 3 min c/u).

Por ultimo se aclar6 empleando xilol (5 min). En este punto se realizd el ultimo
procedimiento que es hacer el montaje de los tejidos, colocando resina y un cubreobjetos

sobre ellos.
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7.8. Genotipo

Para confirmar la ausencia de STAT6 en los animales con fondo BALB/c se extrajo el

DNA por medio de una digestion enzimatica.

Con las muestras de 1 cm obtenidas de la region distal de la cola de cada raton, se llevo
a cabo la técnica de digestion enzimatica. Para ello se agregd a cada muestra 500 pl de
buffer de lisis con 10 pg de proteinasa K (Colagenasa) y se mantuvo a 65° durante 2 horas.
Posteriormente se obtuvo el sobrenadante de la digestion, eliminando los restos celulares
por centrifugacion a 12 000 rpm por 10min. A continuacion se llevd a cabo una
precipitacion de todo el material genético con 500 pl de isopropanol frio y se centrifugd a
12 000 rpm por 10 min. Para precipitar solamente el DNA, se utiliz6 1 ml de etanol al 75%
para resuspender la pastilla y se centrifugd la muestra a 12 000 rpm por 10 min. Finalmente
se dejo secar la pastilla para eliminar los restos de etanol. Al final se resuspendié en 200 pl
de agua Milli-Q. Para este punto ya se obtuvo el DNA, para poder ser secuenciado por

medio de una reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR). (Mas adelante 7.10)
7.9. Extraccion de RNA

Con la biopsia obtenida y conservada en TRIZOL a -70°C, se llevo a cabo la extraccion
de RNA. El tejido se homogeneizé con un Bullet Blender (10 min). Posteriormente se
agregaron 200 pl de cloroformo y se centrifugaron los tejidos a 13 500 rpm durante 15 min
a 2°C para separar lipidos, carbohidratos y material extracelular. Se recuper6 el material
genético en un tubo nuevo para agregarle 500 pl de isopropanol frio, y centrifugar
nuevamente a 13 500 rpm por 15 min a 2°C con el fin de precipitar el material genético y
obtener la “pastilla”. Se utilizd6 1 ml de etanol al 75% para resuspender la pastilla y se
centrifugo6 la muestra por tltima vez a 13 500 rpm x 10 min a 2°C. Por ultimo se dejo secar
la pastilla para eliminar restos del etanol y se resuspendioé en 20 pl de H,O estéril (Agua

Milli-Q).

Finalmente se llevo a cabo la electroforesis, utilizando un gel de agarosa al 8% tefiido
con BrEt (bromuro de etidio) para analizar la integridad del RNA, y una cuantificacion en

un espectrofotometro de microplacas (Epoch) a una absorbancia de 260 nm.
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7.10. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para evaluar cambios en la expresion de citocinas proinflamatorias como TNFa, IFNy e
IL-17 y antiinflamatorias como IL-10 e IL-6 durante cada uno de los ciclos de
administracion de AOM/DSS, se llevd acabo la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa en punto final (PCR). Las secuencias especificas de cada gen utilizado en el

PCR se listan en la Tabla 2.

Genes Secuencia Condiciones de PCR
GAPDH | F* 5-CTCATG ACC ACA GTC CAT GC-3° 56°C (35)
R* 5°-CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC$-3°
TNFa | F35-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCA TTG-3’ 59°C (30)
R 5°-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TGC G-3°
IFNy F 5°-AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG-3’ 57°C (30)
R 5°-GTC ACA GTT TTC AGC TGT ATA GGG-3’°
IL-17 F 5°-AAC ATG AGT CCA GGG AGA GC-3° 59.5°C (35)
R 5°-AGT TTC CCA GAT CAC AGA GG-3°
IL_IO F 5’-TGC TGC CTG CTC TTA CTG AC-3’ 600C (30)
R 5°-GGG GCA TCA CTT CTA CCA GG -3’
IL-6 F 5°’-GAC CAC AGT GAG GAA TGT CCA-3’ 59.5°C (35)
R 5°’-GGA GTC ACA GGA GGA GTG GC-3’

Tabla 2. Secuencias especificas de cada primer usadas en el analisis de PCR. (* F, primer forward; R,
primer reverse).

La amplificacion se llevo a cabo mediante el kit KAPATaq DNA Polymerase, siguiendo
el protocolo del mismo, en el que se utilizdo el DNA para la genotipificacion (apartado 7.8)

y el RNA para el perfil de citocinas circulantes (apartado 7.9).

La PCR se realizo en 4 etapas (desnaturalizacion, anillamiento, extension, y xtension
final) que en este caso se llevaron a cabo en un termociclador (ascenso y descenso rapido
de la temperatura) durante 30-35 ciclos de repeticion y con una Tm (melting
temperature/temperatura de fusion) especifica dependiendo del Primer que se desea usar.
Como gen constitutivo se utilizé el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
como control interno se utilizd agua. Se llevo a cabo PCR, mediante una mezcla de
reaccion, con un volumen final de 20ul que contenia 1ul de cDNA (2ug) (Tabla 3).

Siguiendo las instrucciones de las condiciones de cada ciclo (Tabla 4).
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20 pl por rxn

Agua 20 pl

Buffer con Mg?* 2 ul
dNTPs 0.4 pl
Fwd Primer 0.8 ul
Rev Primer 0.8 ul

cDNA 1l
KapaTaq 0.08 pl

Tabla 3. Mezcla de reacciéon de PCR en punto final, para 20 pl por reaccion

Desnaturalizacion inicial 94°C 1 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Anillamiento Tm especifica por primer 30 seg
Extension 72°C 30 seg
Extensién Final 72°C 7 min

Tabla 4. Instrucciones de ciclos para PCR.

Después de que termino la PCR se separaron los productos en un gel de agarosa al 1.5%
con bromuro de etidio y las bandas visualizadas fueron escaneadas utilizando BioScense

Imager. Cada gen fue probado independientemente al menos 2 veces por PCR antes de

realizar el analisis.
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7.11. Ensayo de apoptosis por TUNEL

Para saber si hubo cambios en la apoptosis durante el desarrollo de CAC, fue necesario
evaluar el nivel de apoptosis celular en los diferentes ciclos de tratamiento (al dia 20, 40, y
68) con AOM/DSS en cada grupo de ratones (BALB/c Control, BALB/c AOM, STAT6-/-
Control y STAT6-/- AOM).

La degradacion del DNA es una de las caracteristicas mas importantes de la apoptosis y por
ello se han desarrollado diferentes métodos que permiten analizar individualmente cada
célula en busca de esta degradacion, entre estos se encuentra el ensayo de TUNEL

(transferase-mediated dUTP nick endlabeling).

El ensayo enzimatico TUNEL se utilizd para evaluar el indice de apoptosis (o muerte
celular programada) en células individuales basandose en la tecnologia de deoxynucleotidyl
transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin nick-end-labeling. Esta tecnica permitio
determinar la presencia de fragmentos de DNA en células individuales, por lo que es
posible conocer la proporcion de células que estdn en apoptosis en un determinado

momento.

En resumen, en el ensayo propuesto se incorpor6 la desoxiuridina biotinilada al 3"OH de
las cadenas de ADN rotas en c€lulas apoptdticas utilizando la enzima TdT. La biotina actu6
como sefial y se detectd con estreptavidina marcada con la enzima HRP que se une a los
nucleotios biotinilados, y se visualizd utiizando el sustrato de la HRP, 3.3-
diaminobenzidina (DAB). Su fundamento estad en la detecciéon de la ruptura del DNA

internucleosomal, tipica de la apoptosis en secciones de tejido fijadas en parafina.

Este trabajo utiliz6 el kit para la deteccion y cuantificacion de la apoptosis a nivel de una
sola célula basado en el marcaje de la ruptura de la cadena del DNA (In situ Cell Death

Deteccion Kit, Fluorescein) de Roche, siguiendo las especificaciones del proveedor.
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El procedimiento del ensayo se explica en el siguiente diagrama de flujo

Celulas adehe- Secciones de Secciones de
Suspension de rentes, celulas tejidos tejidos
células untadas,prepara-| | criopreservados embebidos en
cién de cytospin parafina
J 4 d )
Fijacien Desparaﬁn?dc,
rehidratacion y
tratamiento de
proteasa
1 4

Permeabilizacion
{
Reaccion de marcaje con la mezcla de reaccén de TUNEL

" e

Analisis por microscopia de flucrescencia

Analisis por

citometria de
flujo

7.12. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante la prueba de ANOVA de dos vias y una
prueba de comparacion multiple de Tukey para ver diferencias significativas (0<0.05, 95%)
con GraphPad Prisma 6 (San Diego, CA). El andlisis y procesamiento digital de las

imagenes se realizo mediante Image J (National Institutes of Health).
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8. Resultados

8.1. Genotipo de animales STAT6

Todos los animales obtenidos del Bioterio de la Fes Iztacala, fueron genotipados para
comprobar su estado Knock out (K.O) donde se obtuvo una poblacion del 100% de ratones

(K.O) para STAT®6 (Figura 9) y como control se utilizo un animal BALB/c (Wild Type).

300 —
-275pb

200 r—
e -172pb
100 s—

Figura 9. Electroforesis de muestra de genotipo para animales STAT6 (-/-).
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8.2. Sintomas de la enfermedad y Analisis de cambios del peso corporal en
animales BALB/c (WT) y STAT6 (Knock-out) durante tratamiento con
AOM/DSS.

Durante las diez semanas bajo tratamiento con AOM/DSS para la induccién de CCR, se
registraron sangrado en recto y diarrea considerados como sintomas asociados al CCR, en
los 4 grupos (Control, BALB/c Control, BALB/c AOM, STAT6-/- Control y STAT6-/-
AOM).

Durante la administracion del tratamiento, el grupo de los animales BALB/c AOM
presentd sangrado, diarrea, piloereccion y disminucién en el peso corporal, a partir del
primer ciclo de DSS. Sin embargo, en los ratones STAT6 -/- AOM que recibieron el
tratamiento no se observaron estos cambios excepto en un par de animales hasta la ultima

semana (Figura 10a).

Se registrd el porcentaje de cambio de peso en los cuatro grupos de animales, donde se
observé que desde el dia 20 que corresponde a una semana después del primer ciclo de DSS,
los ratones BALB/c AOM presentaron una disminucion considerable en la ganancia de
peso, esto mismo se observo al dia 40 y durante los dias siguientes del tratamiento. Sin
embargo, en los ratones STAT6-/-AOM no tuvieron pérdida significativa en el peso

corporal y al contrario ganaron mas peso que los animales del grupo control (Figura 10b).
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Figura 10. Cambios anatdmicos-morfométricos y de ganancia de peso asociados al desarrollo del CAC
durante la administracion de AOM/DSS a animales BALB/c y STAT6-/-. a) Sintomas de diarrea y sangrado
de los ratones BALB/c AOM y STAT6-/- AOM a lo largo del tratamiento (Dias 20, 40 y 68 desde la
induccién). b) Cambios en el peso corporal expresado en porcentaje de los ratones a partir de la primera
semana de induccion del tratamiento. Los datos corresponden a 6 animales por grupo y representan el
promedio +DS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. Se muestran resultados
obtenidos de tres experimentos independientes.
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8.3. Analisis del indice de daiio de la enfermedad (IAE)

Durante la induccion del CAC se registraron diversos signos para determinar el IAE
como se describe en materiales y métodos. A partir de la primer semana y hasta finalizado
el tratamiento, los ratones del grupo BALB/c presentaron signos caracteristicos de la
enfermedad, como sangrado rectal, diarrea, y disminucién en la ganancia de peso corporal.
No obstante los ratones del grupo STAT6 -/- AOM no experimentaron signos considerables,

durante toda la administracién del DSS (Figura 11).

IAE

Figura 11. indice de dafio a la enfermedad (IAE) en grupo control y grupo con tratamiento AOM. El dafio
fue menor en el grupo STAT6-/-. Los datos corresponden a 6 animales por grupo y representan el promedio
+DS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. Se muestran resultados obtenidos de tres
experimentos independientes.
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8.4. Analisis de desarrollo tumoral

Los animales se sacrificaron al dia 20,40 y 68 después del inicio del tratamiento. Estos
dias correspondieron a una semana después de la administracion de cada ciclo de DSS. En
la figura 12, se observa el porcentaje de ratones libres de tumores a los dias 20, 40 y 68. Al
dia 20, ninguno de los animales de los grupos BALB/c AOM y STAT6-/- AOM habia
desarrollado tumores a nivel macroscopico. Sin embargo, en el colon de los ratones del
grupo BALB/c AOM a partir del dia 40, el 70% de los ratones del grupo mostraron
desarrollo tumoral, que generalmente estuvo acompafiado de un sangrado importante y
diarrea. Al dia 68 el 100% de los animales BALB/c desarrollé tumores. Por el contrario, el
grupo STAT6-/- AOM al dia 40 ninguno de los animales presentaba signos de la
enfermedad ni desarrollo tumoral. Ademas, al dia 68 cuando finaliz6 el tratamiento, el 70%

de los ratones STAT6-/- estuvieron libres de tumores.
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Figura 12. Porcentaje de ratones libres de tumor en grupos control y grupos con tratamiento-AOM,
durante la induccion de DSS/AOM. El 100% del grupo BALB/c AOM desarrollé tumores mientras que solo
el 30% del grupo STAT6-/- AOM desarroll6 tumores. Los datos son representativos de 6 animales por grupo.
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8.5. Analisis de cambios morfométricos en el intestino

Al concluir el tratamiento AOM/DSS al dia 68, todos los grupos fueron sacrificados y el
colon fue extraido para observar los cambios macroscopicos presentes directamente. Se
observé que el grupo BALB/c AOM desarrolld un niimero importante de tumores que
inicio desde la zona media hasta la zona distal del colon, a diferencia del grupo STAT6-/-

AOM donde generalmente no se encontraron tumores (Figura 13ay 13b).

a) BALB/c BALB/c STAT6-/- STAT6-/-
CTR CTR AOM

‘T'{‘Z
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STAT6-/-

BALB/c

Proximal I Media I Distal

Figura 13. Colon de ratones de los grupos BALB/c AOM y STAT6-/- AOM al dia 68 del tratamiento
de AOM/DSS. a) Colon y ciego de los 4 grupos. b) Colon abierto, donde se muestra la presencia de
tumores en el grupo BALB/c AOM a diferencia del grupo de STAT6-/- AOM. Los datos son
representativos de 3 experimentos independientes.
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Como una medida alternativa para evaluar cambios en el desarrollo tumoral, se registrd
el peso del intestino. El peso registrado en el grupo BALB/c AOM varié de 0.5 a 0.7 gr mas
que el grupo control, lo que indica que el tratamiento AOM/DSS indujo un aumento
significativo en el peso del colon que pudo deberse al desarrollo tumoral de este grupo. Sin
embargo, los ratones STAT6-/- AOM no presentaron cambios en el peso del colon respecto
al grupo control probablemente porque no desarrollaron tumores después de la induccion

del tratamiento (Figura 14).
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Figura 14. Peso del intestino, en los grupos control y el grupo con tratamiento, al dia 68 de la induccion
de DSS/AOM. El peso en el grupo BALB/c fue mayor. Los datos corresponden a 6 animales por grupo y
representan el promedio +DS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. Se muestran
resultados obtenidos de tres experimentos independientes.
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8.6. Analisis del niimero y tamafio de tumores en modelos WT y STAT6-/-

Al dia 68 el colon de los ratones del grupo BALB/c AOM presentd en promedio 8+5
tumores, 6+4 tumores fueron menores a 2mm y 3+1 tumores mayores a 2mm. Por el
contrario, los animales en los que se encontraron tumores de los ratones del grupo STAT6-
/- AOM, presentaron en promedio 2+1 tumores en la region distal del colon de tamafo

pequeiio (menores a 2mm) (Fig. 15a y 15b).
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Figura 15. Analisis del nimero y tamafio de tumores en modelos WT y STAT6-/-. a) Nimero y b) tamafio
de tumores presentes en los grupos BALB/c AOM y STAT6-/-AOM. El grupo BALB/c presentd un mayor
namero de tumores menores de 2mm que de tumores de mas de 2mm. Mientras que el grupo STAT6-/- AOM
solo present6 tumores menores de 2mm. Los datos corresponden a 6 animales por grupo y representan el
promedio £DS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. Se muestra el promedio
representativo de resultados obtenidos de tres experimentos independientes.
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8.7. Analisis histopatoldgico de colon (H&E).

El cancer colorrectal asociado a la colitis (CAC), presenta caracteristicas de infiltrado
inflamatorio, y pérdida de la estructura epitelial. Para determinar si los grupos de animales
después del tratamiento de AOM/DSS presentaban estas caracteristicas se realizaron cortes
histoldgicos y tinciones de Hematoxilina & Eosina (H&E). En el grupo control se observa
la mucosa (M) con apariencia normal del colon, los bordes de esta capa no presentaron
deformaciones, ni engrosamientos, tampoco mostraron infiltrado inflamatorio, ni lesiones

polipoides (Figura 16).

En el grupo BALB/c AOM al dia 20 se empez6 a observar un infiltrado inflamatorio
leve con un engrosamiento minimo de la capa de la mucosa y submucosa (SM), lo que
causo alteraciones y lesiones pequenas, mientras que al dia 40 se observo la agrupacion de
glandulas anormales en forma de tubo en la capa de la mucosa [formacion de focos de
criptas aberrantes (FCA)] con indicios de inflamacion, numerosas glandulas displésicas y
pequenias lesiones polipoides constituidas por epitelio hiperplasico. Finalmente al dia 68 se
observo una extensa inflamacion cronica localizada en la capa de la mucosa y submucosa,
reflejada en un engrosamiento exacerbado, asi como lesiones displasicas graves, y
numerosos tumores polipoides, constituidos por glandulas cubiertas por células epiteliales
atipicas y numerosas figuras mitoticas, que corresponden a adenocarcinomas polipoides
(APC) bien diferenciados, todo esto conllevé a la pérdida completa en la morfologia del

intestino.

Por el contrario, al analizar el grupo STAT6-/-AOM durante los 3 periodos de
tratamiento AOM/DSS, no se observaron grandes infiltrados celulares, alteraciones o
lesiones, en cambio se observd que la estructura del colon permanecid casi intacta,
pudiéndose observar facilmente la definiciéon de las capas de la mucosa, submucosa y

muscular (Mu) propias de un colon sin lesiones.
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8.8. Analisis morfo-histologico de células caliciformes en colon

Las células caliciformes son células glandulares productoras de moco presentes en el
revestimiento intestinal del colon. Al existir un dafio por medio de la induccion de CCR, la
estructura del colon se va perdiendo asi como la distribucion de algunos grupos celulares,
por lo que se utilizo la tincion de Alcian Blue que tifie las células caliciformes de color azul.
En el grupo control se noto la presencia de estas células en todo el revestimiento de la capa
de la mucosa. Mientras que en el grupo BALB/c AOM al dia 20 existio una disminucion
leve en estas células que se mantiene de manera gradual en los ciclos siguientes de
AOM/DSS en este grupo. Probablemente debido a la deformacién del intestino por el dafio

y las lesiones presentes.

No obstante, al analizar las células caliciformes presentes en el grupo STAT6-/- AOM, se
observd que estas células no disminuyen y que se mantienen presentes durante todos los
ciclos del tratamiento, lo que coincide con lo mostrado en la tincion de H&E donde la

arquitectura del epitelio se mantiene (Figura 17).
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Figura 16 Cortes histologicos del colon con tincion H&E. Perdida de la morfologia del colon en el grupo Balb/C AOM, respecto al grupo STAT6-/- AOM, observado en un
aumento 10X y 20X. Se puede observar la estructura de un colon sano en el control, que se compone de la mucosa (M) y en ella las criptas aberrantes (C), la submucosa (SM) y la
capa muscular (Mu). En el grupo BALB/c AOM se observa dafio por adenocarcinoma polfpbide (APC). En el grupo STAT6-/- AOM se observa un leve engrosamiento de la capa

de la mucosa, pero se conserva la estructura del colon.
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Figura 17. Tincion de Alcian Blue donde las células caliciformes se tifien de azul. Se observa que en el grupo BALB/c AOM no hay tincion de azul, indicando la perdida de las
células caliciformes, en contraste con STAT6 -/- AOM, donde estas células se mantienenS8eobserva la mucosa (M) y en ella las criptas aberrantes (C), la submucosa (SM) y la
capa muscular (Mu) células caliciformes (Ca).




8.9. Anadlisis en la expresion de marcadores Cox-2, p-Catenina por

inmunohistoquimica

En el microambiente tumoral, existen diversos infiltrados celulares, que modifican las
condiciones, favoreciendo o no, al desarrollo tumoral. Para determinar qué tipo de infiltrado
estaba presente en el colon de los animales después del tratamiento de AOM/DSS se
realizaron cortes histologicos y una Inmunohistoquimica donde se utilizaron diferentes

anticuerpos: COX-2, F4/80, Ki67 y B-Catenina.

Se realiz6 una tincidén con el anticuerpo de COX-2, y se observd que al dia 20 hay un
ligero marcaje de entre la mucosa del intestino del grupo BALB/c AOM. Al dia 40, mientras
la estructura del intestino se va perdiendo gradualmente en el grupo BALB/c AOM, el
marcaje de COX-2 aumenta y se presenta de manera uniforme en los nucleos celulares,
mientras que en el grupo STAT6-/- AOM donde no se presenta la deformacion tipica de la
estructura del intestino, hay un ligero marcaje en las células de COX-2, que aun sigue siendo

menor que en el grupo BALB/c AOM (Figura 18).

Finalmente al terminar el tratamiento de DSS al dia 68 observamos un aumento
considerable en la expresion de COX-2 en la capa de la mucosa del grupo BALB/c AOM,
que coincide con las alteraciones de la mucosa. Por otra parte, la expresion de COX-2 en el
grupo STAT6-/- AOM se mantiene en las bordes de la capa mucosa del intestino, sin

presentarse alteraciones en la estructura de las capas.

Al analizar la expresion de Ki67, un marcador relacionado con la proliferacion celular, se
observo que al dia 20 la expresion de Ki67 se mantiene constante en todos los grupos. En el
grupo BALB/c la expresion de esta molécula aumentd gradualmente durante los siguientes
ciclos de administracion de AOM/DSS (Dia 40 y 68). En el grupo STAT6-/- AOM la
expresion parece mantenerse constante, aunque hubo una disminucion al dia 68 de

administracion de AOM/DSS (Figura 19).

El grupo BALB/c AOM, presentd una marca positiva de - Catenina sugiriendo una
acumulacion ligera en la mucosa del intestino a partir del dia 20 de administracion. Sin
embargo, a partir del segundo ciclo (dia 40), donde se generan células displasicas, se

determin6d una acumulacién mayor de p-Catenina, que se mantiene al dia 68 en donde
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observamos un aumento considerable en la expresion de B-Catenina que se transloca de la

membrana celular al citoplasma o nucleo (Figura 20).

Los animales del grupo STAT6-/- AOM resultaron negativos para la expresion de P-

Catenina en cada uno de los ciclos de administracion de AOM/DSS.
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Figura 18. Inmunohistoquimica donde se muestra la expresion de COX-2 en CCR donde se tifie de cafe. Se observa que en el grupo BALB/c AOM presenta una expresion
mayor en contraste con el grupo STAT6-/-. Mucosa (M) y en ella las criptas aberrantes (C),Slg submucosa (SM) y la capa muscular (Mu) COX-2 (C2).
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Figura 20. Inmunohistoquimica donde se muestra la expresion de B-Catenina en CCR donde se tifie de cafe. Se observa que en el grupo BALB/c AOM hay un marcaje
positivo, considerable, mientras que en el grupo STAT6-/-AOM el marcaje permanece negativo o ligero. Se observa la mucosa (M) y en ella las criptas aberrantes (C), la
submucosa (SM) y la capa muscular (Mu) f-Catenina (BC). ~57~



8.10. Analisis en los cambios y la expresion de citocinas

Al término de cada ciclo de administracion de DSS, se analiz6 el nivel de expresion las
citocinas a nivel de RNAm presentes en el intestino, para obtener el perfil de citocinas
circulantes en todos los grupos. Se midieron las citocinas proinflamatorias TNF-a, IFN-y,

IL-17 e IL-6; y la citocina antiinflamatoria IL-10.

En la figura 19, se observan los cambios en la expresion de las citocinas en los diferentes
grupos y a diferentes tiempos. Como se ha reportado con anterioridad, el grupo de animales
BALB/c AOM present6 un incremento en la expresion de TNF-a a lo largo del tratamiento.
Ademés, la expresion de citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-17, se incrementaron al
inicio de la induccién del CAC (20 dias). Sin embargo, no se observaron diferencias

importantes en la expresion de IFN-y e IL-10 en este grupo respecto a los animales control.

Por el contrario, aunque el grupo de animales STAT6-/-AOM presenté un aumento en la
expresion de TNF-a a lo largo del tratamiento, este cambio fue menor al observado en el
grupo BALB/c AOM. Al analizar IL-6 en el grupo STAT6-/-AOM, se determind un
incremento en la expresion de esta citocina a partir del dia 20 del tratamiento y se elevé atin
mas en el dia 68. Vale la pena resaltar que en este mismo grupo de animales, la expresion
de IL-17 disminuyd a menos de la mitad respecto al grupo control a lo largo de todo el
tratamiento. Por el contrario, la expresion de IL-10, una citocina reconocida por su accion
antiinflamatoria, se sobreexpresd de manera significativa al dia 68 Gnicamente en el grupo

STAT6-/-AOM, mientras que los animales BALB/c AOM no presentaron cambios.

Finalmente, los niveles de expresion de IFN-y no presentaron cambios significativos en

ninguno de los grupos, durante todo el tratamiento (Figura 21).
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Figura 21. Cambios en la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF, IFN, IL-17) y antiinflamatorias
(IL-6, IL-10) en los grupos BALB/c AOM y STAT6-/- AOM Los datos corresponden a 6 animales por grupo
y representan el promedio £DS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. Se muestran

resultados obtenidos de tres experimentos independientes.
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8.11. Apoptosis

Al término de cada ciclo de administracion de DSS se realizo un ensayo de TUNEL para
medir el nivel de apoptosis existente en las células del colon. Al dia 20 de este ensayo se
observo un aumento significativo en la apoptosis de ambos grupos: STAT6-/- AOM vy
BALB/c AOM, ya que ambos presentaron niveles elevados de apoptosis con diferencias
significativas, esto es con respecto al grupo control. Sin embargo, el grupo STAT6-/- AOM
presentd un aumento significativo en la fluorescencia relativa respecto al grupo control y
BALB/c AOM, sugiriendo un nimero mayor de células que se encuentran en proceso de

apoptosis.

No obstante, el incremento en la apoptosis el colon del grupo STAT6-/- AOM al parecer
solo ocurre después del primer ciclo (dia 20) ya que después no se observaron cambios en

estos niveles o incluso llegaron a ser menores que en el grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Ensayo de apoptosis por TUNEL de los grupos BALB/c Control, BALB/c AOM y STAT6-/-
AOM durante todo el tratamiento de AOM/DSS. Los datos corresponden a 6 animales por grupo y representan
el promedio +DS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. Se muestran resultados
obtenidos de tres experimentos independientes.
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9. Discusion

Se ha reportado que STAT6, se encuentra sobre expresado en varios tipos de cancer
como el de prostata (Ni Z, Lou W et al. 2002), de mama (Li, Yang et al. 2008) y el linfoma
de Hodgkin (Skinnider BF, Elia AJ et al. 2002), asimismo, que los ratones deficientes en
este gen mejoran la inmunidad ante el crecimiento de tumores primarios (Ostrand-

Rosenberg S, Grusby M1J et al. 2000).

EN este trabajo utilizamos el modelo de cancer de colon asociado a colitis inducido por
AOM vy DSS, se demostro que el 70% de los animales con una deficiencia en STAT6 no
desarrollan tumores. Ademads, el 30% restante desarrolla tumores pequefios (<2 mm) en
comparacion a los animales control. La disminucién en el nimero y en el tamafo de los
tumores en los ratones STAT6-/-, se correlacion6 positivamente en la apoptosis durante las
fases tempranas de administracion del tratamiento y negativamente en la expresion de los

marcadores B-Catenina, Cox2 y proliferacion medida por Ki67.

Varios estudios sugieren que las citocinas IL-4, IL-13 y el receptor IL-4Ra pueden estar
involucrados en funciones de proliferacion, supervivencia y actividades promigratorias en
varios tipos de cancer (Hull, Ingram et al. 2013). La mayoria de estos estudios se han
realizado en lineas celulares, en animales deficientes en IL-4 o en el receptor IL-4Ra
indicando que esta via de sefializacién es un componente importante que contribuye a la
formacion de tumores (Li, Yang et al. 2008). Sin embargo, estos estudios presentan ciertas
dificultades ya que una deficiencia en IL-4 e IL-4Ra descarta la sefializacion por STAT6 a
través de otra via. Esta via podria estar activandose alternamente mediante IL-13Ra2 o por
factores como IL-15, platelet-derived growth factor (PDGF) que es un mitégeno e IL-3, que
pueden activar de manera alterna a STAT6, activando a su vez la transcripcion de genes
que pueden estar involucrados en el desarrollo tumoral. Por lo tanto, resulta importante

evaluar el papel de STAT6 en el desarrollo del cancer colorrectal.

Asi, durante el curso de los experimentos se observaron a los ratones con el modelo
AOMY/DSS, esto con el fin de comprobar si el protocolo de induccion de cancer colorrectal
funcionaba y para llevar un control del estado de cada animal; para esto se realizd un
seguimiento de los signos asociados al CAC y el estado fisico de los ratones durante todas

las semanas que durd el tratamiento. Como se muestra en los resultados, desde el dia 20 los

~62 ~



ratones BALB/c tratados con DSS, presentaron una manifestacion de la colitis, esto
significa que presentaron una disminucién en la ganancia del peso corporal, diarrea, sangre

en las heces y piloereccion.

La disminucién en la ganancia del peso probablemente estuvo relacionada con la diarrea
presente en estos animales. Cuando existe un dafio o inflamacion en el colon, liquidos no se
reabsorben, lo que se refleja en una baja absorcion de nutrientes que finalmente, culmina en

una pérdida del peso.

El dafio y la inflamacion en el colon, se asocio con la actividad del DSS administrado, el
DSS tiene la capacidad para afectar la arquitectura de la pared intestinal causando lesiones
y sangrado rectal. El primer informe sobre el uso de DSS se remonta al afio 1985, cuando
Ohkusa et al. (1985) publico su investigacion sobre la colitis inducida por DSS en
hamsters, demostrando que el DSS tiene una gran facilidad para penetrar la mucosa del

intestino, lo que causa un deterioro en la barrera epitelial.

Se ha demostrado, por ejemplo, que dafios en la pared intestinal y alteraciones en la
microflora estdn implicados en la patogénesis de la colitis inducida por DSS en ratones y
por lo tanto también en el CAC. Hudcovic et al. (2001) sefal6 el papel de la microflora y la
inmunidad innata en la inflamacion intestinal, utilizando un tratamiento de DSS en ratones
BALB/c, estos animales mostraron una pérdida completa de la superficie del epitelio y una
infiltracion severa de células inflamatorias, explicando que la presencia de la microflora

facilita la inflamacion inducida por DSS.

Estas evidencias coinciden con lo registrado en este estudio, ya que durante los dias 40 y
68 del tratamiento, los ratones BALB/c pierden peso corporal y tienen un indice mayor de

la actividad global de la enfermedad.

Por el contrario, los animales deficientes en STAT6, no mostraron estos signos y no
presentaron cambios relacionados a dafios asociados al CAC. Esto concuerda con lo
reportado por Rosen et al. (2011) donde demostré que la UC se asocia con una mayor
activacion de STAT6 y que gracias al suberoilanilida 4cido hidroxdamico (SAHA) que es un
inhibidor de STAT6, demostraron que protege a las células epiteliales de colon y la

disfuncion de la barrera epitelial.
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Estos datos sugieren que la presencia de STAT6, podria tener un efecto en el
mantenimiento de la barrera epitelial del colon. Una vez valorado el dafio asociado a la
enfermedad en cada grupo de ratones, fue necesario comprobar si efectivamente, los dafios
observados durante todo el tratamiento de AOM/DSS eran resultado de un desarrollo de
CAC, para eso fue necesario saber si los animales que estaban bajo la administracion del
DSS presentaban desarrollo tumoral durante cada uno de los ciclos, por ello se realizaron
disecciones de cada uno de los animales por grupo a diferentes tiempos con el fin de
observar la progresion del dano del CAC. Los animales del grupo BALB/c AOM
presentaron numerosos adenocarcinomas de diferente tamafo en toda la region media-distal

del colon.

El estudio histolégico del colon de los ratones BALB/c AOM reveld que desde etapas
muy tempranas de CAC existe un aumento en el infiltrado inflamatorio en la mucosa del
intestino, asi como lesiones que aumentan de manera gradual hasta la alteracion de la
estructura epitelial, la pérdida de las criptas y la disminucion de las células caliciformes. El
conjunto de todos estos factores dan como resultado la formacién de tumores polipoides
bien formados y numerosas figuras mitdticas que corresponden con adenocarcinomas bien
diferenciados. Se ha reportado, que esta inflamacion puede deberse a la infiltracion masiva
de células del sistema inmune en la submucosa y mucosa del colon, que desencadena su

engrosamiento y la pérdida de la estructura de las criptas (Perse and Cerar 2012).

Por otro lado, se registro el peso del intestino obtenido desde el ciego hasta el recto, que
en comparacion con el grupo control, tuvo una variacién de 0.5 a 0.7 gr mas, esto es

probablemente debido al desarrollo de tumores.

Al analizar la presencia de tumores en el grupo STAT6 AOM, se encontrd que estos
animales no presentaban desarrollo tumoral en las etapas tempranas de induccion del
tratamiento de AOM/DSS. Solo hasta el dia 68 del tratamiento un par de animales del
grupo presentaron pocos tumores en comparacion con el grupo BALB/c AOM, mientras
que el resto de los animales del grupo estaban libres de tumores en todo el colon. No se
observo dafio macroscopico o alteraciones patologicas evidentes; esto se comprobd por
medio de histologia en el colon. La estructura del colon se mantiene y el niimero y

distribucion de las células caliciformes permanece constante; también, se registro el peso
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del intestino obtenido desde el ciego hasta el recto, que comparado con el grupo control, no
presentaba diferencias significativas, esto es probablemente porque no hubo un desarrollo
de tumores, y en cuanto a los ratones en los que si se encontraron tumores, estos tumores
eran de tamafio muy pequefio en comparacién a los tumores encontrados en el grupo

BALB/c AOM.

Esto nos indica que la presencia de STAT6 podria estar jugando un papel en el
desarrollo y progresion tumoral en el colon de los ratones durante el tratamiento de
AOM/DSS. Sin embargo, alin no existen reportes que expliquen los mecanismos por los

cuales STAT6 favoreceria el desarrollo tumoral.

Mediante la técnica de RT-PCR se midi6 la expresion de las citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
170, IL-10 e IL-6 en el colon y se encontrd que en comparacion con el grupo control, los
ratones BALB/c AOM expresaron niveles més elevados de TNF-a que se conoce por ser
una citocina mediadora de la inflamacion y funciones de respuesta inmune ya que su
produccion es esencial para la diferenciacion de la respuesta Thl; también es un potente
activador de la via de NF«f, que como se sabe estd fuertemente vinculado a la progresion
del cancer e induce diversos efectos proinflamatorios que son los precursores inmediatos de
la fisiopatologia de la UC (N, S et al. 2011). TNFa se produce durante la respuesta
inflamatoria inicial favoreciendo la produccion de otras citocinas y quimiocinas, que
pueden aumentar la permeabilidad vascular que conduce al reclutamiento de leucocitos
activados en el sitio de la lesion (Kruglov, Kuchmiy et al. 2008). Estas propiedades hacen
de TNF-a un promotor de la inflamacion, angiogénesis, necrosis y propagacion del tumor;

por lo que se considera como un factor de promocion tumoral.

Por otra parte, se ha reportado que el IFN-y también tiene una funcioén proinflamatoria,
sin embargo nuestros resultados no muestran un aumento en su expresion, esto puede ser
debido a que el DSS rompe el balance de la respuesta inmune Th1/Th2 y ocasiona

disminucion de IFN-y en la mucosa del colon (Peng, LI et al. 2013).

De la misma forma los niveles de expresion de IL-17 solo se incrementaron durante el
primer ciclo de DSS en los animales BALB/c, Hyun et al. (2012), demostr6é que la IL-17a
se asocia con la fase de iniciacion del tumor en el desarrollo de CAC, lo que explica la

elevada expresion al primer ciclo y su disminucion en ciclos posteriores (Hyun, Han et al.
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2012). En el presente estudio no se pudo detectar la expresion de IL-10 en los animales
BALB/c , lo que puede deberse a que la sobreexpresion de TNF-a promueve la constante
activacion de la via de senalizacion de MYDS88 que regula negativamente el proceso de

transcripcion en este caso de IL-10 (Hoshi, Schenten et al. 2012).

Por su parte, encontramos que los ratones deficientes en STAT6 no mostraron una sobre
expresion de TNF-a, IFN-y o IL-17a, lo que sugiere que probablemente no se estd
desarrollando un ambiente proinflamatorio de tipo Thl. El incremento en la expresion de la
citocinas antinflamatorias IL-10 al dia 68 en los animales deficientes en STAT6 sugiere que
esta citocina podria inhibir la liberacion de citocinas proinflamatorias y mantener en buen
estado la mucosa del colon para regular los procesos inflamatorios (Gooch, Christy et al.
2002). En este sentido hay evidencias de modelos experimentales que sugieren que la IL-10
es importante en la regulaciéon inmune ya que tiene la capacidad de bloquear la
diferenciacion de Thl. En un modelo de colitis inducida en ratones deficientes en 1L-10,
estos desarrollaron espontaneamente inflamacion severa en el colon (Tarjan and Karp
2005). Esto es consistente con las propiedades antiinflamatorias de esta citocina y con los
resultados de este trabajo, por lo que se puede suponer que niveles elevados de IL-10

pueden tener un efecto inhibidor del proceso inflamatorio asociado a CAC.

De igual forma, la citocina IL-6 también tiene una mayor expresion en ratones STAT6-/-
AOM comparada con el grupo control al dia 68. Esta citocina es multifuncional, ya que por
un lado es un potente estimulador de la proliferacion de células de cancer de colon y del
crecimiento tumoral, y por el otro tiene un papel diferente: el de proteger el tejido de la
mucosa gastrointestinal y tejido de regeneracion después de una lesion, también es
importante para la via de STAT3 que tiene la funcion de proteger al epitelio intestinal y

estimular su regeneracion (Grivennikov, Karin et al. 2009).

En resumen la ausencia de STAT6 puede estar inhibiendo la polarizacion de la respuesta
proinflamatoria Th1 mediante la actividad de citocinas como IL-6 o IL-10 y por ello podria
regular a su vez la progresion tumoral inhibiendo el desarrollo de CAC. Sin embargo, es
importante sefalar que este perfil de citocinas es parcial ya que es necesario evaluar
también las poblaciones celulares implicadas que pudieran estar secretando estas citocinas

en ausencia de una respuesta Th2.
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La via de sefializacion de STAT6-/- posee otros mecanismos ademas de las citocinas que
podrian estar participando en la regulacion del desarrollo tumoral en CAC, como son los
procesos apoptoticos y de proliferacion, y de la cual se sabe que estan involucrados con la
progresion de CAC. Dados los antecedentes se identificaron diferentes moléculas mediante

una técnica de inmunohistoquimica, como Cox-2, -Catenina y Ki-67.

COX-2 cataliza la conversion del 4cido araquidonico en prostaglandina H2 libre, el
precursor de otras prostaglandinas y tromboxanos. Estos compuestos son fundamentales en
la regulacion de la proliferacion celular, la angiogénesis, la funcion inmune y la
inflamacién, que pueden contribuir al desarrollo y la progresion de neoplasias

(Chandrasekharan NV and DL 2004).

La expresion de Cox-2 se ha asociado con diversas lesiones premalignas y malignas de
origen epitelial, en particular en los 6rganos del tracto gastrointestinal; su expresion puede
estar influenciada por estimulos pro-inflamatorias y mitogénicos como las citocinas y

factores de crecimiento (Chandrasekharan NV, Dai H et al. 2002).

Esto coincide con los resultados obtenidos en este trabajo, en el que la expresion de
Cox-2 se eleva de manera gradual durante cada ciclo de administracion de AOM/DSS, su
activacion puede deberse a la alta expresion de TNFa en los ratones del grupo BALB/c
AOM. Ristimiki et al. (2002), demostré que la expresion elevada de Cox-2 en cancer esta
asociada con un incremento en el tamano de los tumores, asi como un alto grado
histolégico, una alta expresion de p53 y metéstasis, lo que nos indica que en ratones
BALB/c AOM Cox-2 esta participando en el crecimiento tumoral, ya que contribuye a la
transformacion neoplasica y al comportamiento maligno de un tumor, aumentando su

capacidad invasiva.

Por otro lado, como se muestra en los resultados, al comparar la expresion de Cox-2 en
el grupo BALB/c AOM con el grupo STAT6-/- AOM estos ultimos presentaron una
disminucién en la expresion de este marcador. Esto puede deberse a que en estos animales
no existe un dafio particular en mucosa del intestino, asi mismo, como se menciond
anteriormente, los niveles de las citocinas proinflamatorias se mantienen sin cambios

aparentes.
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Por otra parte Ristimdki también describe que la expresion de Cox-2 esta relacionada
con una alta expresion de Ki67, que es una proteina asociada con la proliferacion celular y
la transcripcion de RNA ribosomal. Los resultados obtenidos en este trabajo se
correlacionan con esto ya que el marcaje de Ki67 en los ratones BALB/c AOM, sugieren
que en este grupo hay una mayor proliferacion celular, los datos aqui mostrados, solo dan
una idea de la proliferacion celular, no indican de manera cuantitativa el progreso de la
misma, por lo que podemos suponer solamente que en los ratones BALB/c existe un
aumento en la expresion de genes relacionados con la proliferacion, lo que induce a un

crecimiento descontrolado del tumor inducido con el tratamiento de AOM/DSS en CAC.

Por el contrario, en el grupo STAT6-/- AOM no se muestra un cambio caracteristico en
el marcaje de Ki67, si no que se mantiene de manera constante, lo que se explica por el
nivel de proliferacion normal presente en el intestino, esto estd en acuerdo con los
resultados discutidos anteriormente, donde los ratones del grupo STAT6-/-AOM se

mantienen en condiciones normales durante todo el tratamiento.

B-Catenina estd regulado por la proteina poliposis adenomatosa coli (APC) que es un
gen supresor de tumor y por lo tanto la mutacion genética del gen APC esta estrechamente
relacionada con el cancer colorrectal. En el andlisis de inmunohistoquimica para -
Catenina, se reveld que a partir del segundo ciclo se generan células displdsicas y una
acumulacion de B-Catenina; se observo también una translocacion de B-Catenina de la
membrana celular al citoplasma o ntcleo en todas las neoplasias. Se ha demostrado que la
pérdida de la funcion de APC en el tejido colorrectal desencadena una serie de cambios
histolégicos moleculares y que permiten la expansion clonal de las células neoplasicas,
generando inestabilidad genética (Fodde 2002), lo que podria explicar la presencia y
desarrollo de polipos en el intestino grueso o colon de los ratones de este grupo. Se sabe
que la disminucidn en la expresion de APC es suficiente para mantener activa a f-Catenina

(Volochanenko, Erdmann et al. 2013).

Existen diferentes modelos murinos en donde evaluaron mutaciones en APC y en ellos
se observo que en algunos animales se indujo el desarrollo de gran cantidad de adenomas
en el intestino delgado y disminuciones significativas en el tiempo de vida (Kucherlapati,

Yang et al. 2013).
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Al contrario de lo observado en los animales del grupo BALB/c, los ratones del grupo
STAT6-/- AOM resultaron negativos para la expresion de f-Catenina, esto puede significar
que no se estan desarrollando mutaciones que afecten a la actividad del gen APC, lo que
induce que su actividad supresora del tumor se mantenga estable y funcional, esto ayuda en
la proteccion del colon frente al tratamiento de DSS/AOM al desarrollo de polipos

colorrectales.

Sin embargo, es necesario profundizar en la explicacion de estos procesos ya que la
actividad de STAT6 no solo se limita a estos mecanismos que son necesarios para la
iniciacion, progresion y desarrollo de CAC, si no que el nivel de compromiso de este gen
podria estar relacionado con funciones rio abajo en estas vias, por lo que es necesario

explicar que poblaciones y sefializaciones se ven afectadas cuando se expresa o no STAT6.

En concordancia con los hallazgos anteriores, se sabe que existen mecanismos
implicados que estan involucrados en el desarrollo de CAC. Se ha demostrado que STAT6
juega un papel en la resistencia a la apoptosis y transformaciéon de células. Estas
observaciones coinciden con nuestros resultados obtenidos mediante un ensayo de TUNEL.
Esta técnica revelo que las células del colon de los ratones STAT6-/- AOM son susceptibles
a la apoptosis temprana, ya que en el primer ciclo de induccién del tratamiento con
AOM/DSS se observdo un mayor numero de células apoptoticas en este tejido. Por el
contrario, en los ratones del grupo BALB/c no se observé un aumento considerable en el
nimero de células apoptdticas. Esto nos habla de que durante el proceso de induccion de
CAC, las células entran a apoptosis, como normalmente se ha reportado en distintos tipos
de cancer, y que aunque este proceso se mantiene constante, no es suficiente para frenar la

progresion del crecimiento tumoral.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Li (2008) donde analizaron el estado
de la activacion de la via de STAT6 en relacion con la resistencia o susceptibilidad de las
células de cancer de colon a la apoptosis y la metéstasis, por medio de lineas celulares de
cancer de mama con un fenotipo activo de STAT6 (STAT6M8") HT-29 y un fenotipo
defectuoso de STAT6 (STAT6™!!) Caco-2, y encontraron que en la linea celular
STAT6null aumenta la muerte celular apoptotica pero disminuye la metastasis en contraste

con la linea HT-29, en donde se presenta a la inversa (Li, Yang et al. 2008).
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La actividad de STAT6 podria inducir la expresion de diversos genes que juegan un
papel importante en la diferenciacion celular y la apoptosis, entre otros. Por lo que los
ratones que carecen de STAT6 manifiestan inmunidad tumoral mejorada para carcinomas

colorrectales primarios.

En resumen, STAT6 puede estar involucrado en el desarrollo del CAC, ya que en su
ausencia se previene el crecimiento tumoral, lo cual podria estar relacionado con una menor
expresion de citocinas proinflamatorias y marcadores relacionados con el progreso tumoral

como beta-catenina y COX2 , ademas de un aumento en la apoptosis a nivel del colon.
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10. Conclusiones

= Durante la induccion del CAC los ratones deficientes de STAT6 presentaron una
disminucién en los signos relacionados con la enfermedad en comparacion con
los animales BALB/c.

= El 100% de los animales BALB/c AOM desarroll6 tumores al dia 68 después del
inicio del tratamiento, por el contrario, en los animales deficientes de STAT6 el
70% estaban libres de tumores.

= Al finalizar el tratamiento los ratones BALB/c presentaron destruccion de la
arquitectura epitelial, infiltrado inflamatorio, formacion de criptas aberrantes y
una disminucién en el nimero de las células caliciformes. Los animales STAT6 -
/-AOM mantuvieron la arquitectura epitelial, presentando un escaso infiltrado
inflamatorio, y no se observd una disminuciéon en el nimero de células
caliciformes.

* En los animales BALB/c AOM, hay una mayor expresion en el colon de -
Catenina, asi como una translocacion hacia el nucleo, también presentan una
mayor expresion de Cox-2 y de la proliferacion medida por Ki67. Por su parte
los animales STAT6-/- AOM no presentaron cambios en la expresion de f-
Catenina, Cox-2 o un incremento en la proliferacion.

* Los animales STAT6-/-AOM no presentaron cambios en la expresion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-170, sin embargo se
presentd un incremento en las citocinas IL-6 e IL-10 a diferencia del grupo
BALB/c donde se present6 una sobre expresion de citocinas proinflamatorias.

» La deficiencia de STAT6 ocasiona un aumento en la actividad apoptotica en las

células de colon.
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