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... Después de todo, cuando estas enamorado, quieres contarle a todo el
mundo. Por eso la idea de que los cientificos no hablen al publico de la
ciencia me parece aberrante...

Carl Sagan
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RESUMEN

La inflamacién crénica del intestino grueso ha sido relacionada con el desarrollo
de cancer de colon, de ahi su nombre; cancer de colon asociado a colitis (CAC). El
Factor Inhibidor de la Migracion de Macrofagos (MIF) es una citocina pro-
inflamatoria del sistema inmune innato; se le han atribuidos propiedades de
promotor de la angiogénesis, la proliferacion, la supervivencia de células malignas
y la metastasis. Muchos autores han relacionado niveles incrementados de esta
citocina en pacientes con distintos tipos de cancer, e incluso se ha propuesto
como un marcador y un blanco terapéutico para el CAC. En este trabajo se evalué
el efecto del inhibidor sintético de MIF, CPSI-156, en la patologia y desarrollo del
CAC en un modelo murino. Se indujo CAC en ratones hembras BALB/c con una
inyeccidon unica, via intraperitoneal de azoximetano, seguido de 3 ciclos de
Dextran Sulfato de Sodio al 2% disuelto en agua para beber. Se formaron cuatro
grupos: Sano, CAC, CAC+DMSO-MC (DMSO-MC fue el vehiculo) y CAC+CPSI-
156 (administracion via oral del inhibidor, en el dia 40 p.i). Durante los 68 dias se
monitoreo a los ratones, evaluando los sintomas clinicos cdémo cambio de peso,
presencia de diarrea y sangrado. Al final del modelo se extrajeron los intestinos y
se comparo la longitud, el numero y tamano de tumores que presentaron. También
se analizé la morfologia tumoral por histologia, el reclutamiento celular por
citometria de flujo y la transcripcidén de genes de citocinas reguladoras y pro-
inflamatorias mediante RT-PCR. Los resultados mostraron mayor recurrencia de
sintomas clinicos en el grupo de CAC+CPSI-156, asociados a un mayor numero y
tamano de tumores, asi como a un peor pronodstico segun la evaluacién histologica
comparados con los grupos CAC y CAC+DMSO-MC. A nivel celular se observd
una disminucion en el infiltrado de células dendriticas (CD) y linfocitos TCD4+ en
el grupo de CAC+CPSI-156 asociado a una disminucién del transcrito TNF-a en
comparacién con el grupo CAC. En conjunto, los resultados sugieren que inhibir
MIF no es favorable en las primeras etapas del desarrollo del CAC, ya que
participa favoreciendo el reclutamiento de células inmunes inflamatorias que
participan en la contencion de las células tumorales, participando de esta manera

en el control del desarrollo del CAC.



1. INTRODUCCION.
CANCER

Cancer es un nombre que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo, es el resultado de la interaccion de
factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y bioldgicos), que producen la

degeneracion de las células (1).

En un estado normal éstas crecen y se dividen para formar nuevas células,
cuando las células normales envejecen o se dafan, mueren, y nuevas las
remplazan. Sin embargo, en el cancer a medida que las células se hacen mas y
mas anormales, las células viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir, y

células nuevas se forman cuando no son necesarias (1).

Las células se transforman en cancerosas debido a una alteracion en el DNA. El
DNA se encuentra en cada célula y dirige todas sus actividades. En una célula
normal, cuando se altera el DNA, la célula repara la alteracion o muere. Por el
contrario, en las células cancerosas el DNA alterado no se repara, y la célula no
muere como deberia. En lugar de esto, esta célula persiste en producir mas
células que el cuerpo no necesita. Todas estas células nuevas tendran el mismo

DNA alterado que tuvo la primera célula anormal (2).

Ademas, las células cancerosas pueden ignorar las sefales que normalmente
dirigen a las células para que dejen de dividirse 0 que empiecen un proceso que
se conoce como muerte celular programada, o apoptosis. Este mecanismo lo usa
el cuerpo para deshacerse de las células que no son necesarias. Las ceélulas que
no entran en apoptosis pueden dividirse sin interrupcion y pueden formar masas
denominadas tumores que suelen estar localizados, pero eventualmente pueden
diseminarse e invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros érganos,

proceso conocido como metastasis (2).



2. MARCADORES DE CANCER

Capacidad biol6gica

Caracteristicas

Senalizacion proliferativa
sostenida

La caracteristica fundamental de las células cancerosas
involucra su capacidad para mantener la proliferaciéon
cronica (3) (4).

Los tejidos normales controlan la generacion y liberacion
de seinales promotoras del crecimiento a través del ciclo
de division, asegurando, una homeostasis celular y asi
el mantenimiento de la arquitectura del tejido normal.
Las células de cancer desregulan estas sefales,
produciendo factores de crecimiento (EGF) que se unen
a receptores de membrana con dominios intracelulares
tirosina - cinasa, desencadenando vias de sefalizacion
que terminan en la activaciéon del ciclo celular. Estos
Factores de crecimiento no afectan una célula en
particular, sino a tejidos enteros mediante sefalizacidn
paracrina (6-10).

Evasion de supresores de
crecimiento

Las células cancerosas también evaden supresores de
factores de crecimiento; por ejemplo pueden ignorar las
sefales de la proteina P53 que es la encargada de
regular la division celular, vigilando que las células
crezcan y se dividan, se activa dependiendo del
contexto, es decir, la gravedad y la persistencia de las
condiciones de estrés celular y daio gendmico, y puede
desencadenar apoptosis (11).

Otra evasion sucede en la proteina del retinoblastoma
(RB), que integra sefales intracelulares y extracelulares,
y determina si la célula entra a fase de crecimiento o
proliferacion. En las células cancerosas los defectos en
esta via son persistentes, por tanto hay crecimiento y
proliferacion de células descontrolado (11, 12).

Resistencia a la muerte
celular

En defensa al desarrollo del cancer existen distintos
mecanismos de muerte celular. EI mas importante es la
apoptosis. En este proceso las senales son
desencadenadas por Fas ligando — Fas receptor y
culminan en la activacion de la via de las caspasas.

Otro mecanismo es la autofagia, debido a que el
ambiente en torno al tumor es limitado en nutrientes, se
destruyen organulos celulares que se almacenan en
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autofagosomas y se degradan mediante lisosomas para
obtener moléculas de bajo peso molecular que permitan
a las células tumorales nutrirse.

La necrosis es otro proceso en donde la célula muerta
libera su contenido al tejido que la rodea, por tanto las
células necréticas pueden reclutar y aumentar el nivel
de células y citocinas pro-inflamatorias, asi tendriamos
que, como la inflamacién puede favorecer la
proliferacion celular, la invasividad y la angiogénesis,
entonces la necrosis puede considerarse favorecedora
del desarrollo de cancer (13-17).

Induccién de la
angiogénesis

En el desarrollo y crecimiento del tumor la hipoxia y la
sefalizacion de oncogenes causan la sobreexpresion
cronica de VEGF (Factor de crecimiento Endotelio
Vascular), que es el principal inductor de angiogénesis.
Sin embargo los vasos sanguineos dentro de los
tumores son distorsionados y engrosados, pero al
mismo tiempo muy débiles; la neovasculatura es
deforme, débil y muy ramificada, por lo tanto el flujo de
sangre es muy erratico (18-21).

Activacion de invasion y
metastasis

En los tejidos tumorales las células cancerosas sufren
deformidades y alteraciones en la unién con la matriz
extracelular y otras células. Cuando la transcripcion de
los genes de moléculas de adhesion falla es mas facil la
migracion celular (metastasis).

La cascada de ‘“invasion metastasica” inicia con la
invasion local, le sigue la intravasacion de las células
cancerosas a los vasos sanguineos y linfaticos mas
cercanos, para después escapar hacia el parénquima
(extravasacion), donde forman pequenos ndédulos de
células cancerosas que crecen y forman tumores (22,
23).

Desregulacién energética
celular

El mecanismo aerobio de obtencién de energia en
células tumorales se encuentra alterado, la produccion
de energia mediante glucdlisis es limitada, la produccion
de ATP’s es mucho menor a la que se obtiene mediante
fosforilacion oxidativa, entonces para balancear esta
desigualdad las células cancerosas regulan la expresion
de transportadores de glucosa GLUT-1. Este aumento
de glucdlisis da lugar a la diversificacion de
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intermediarios y a la generacion de nucleosidos vy
aminoacidos, que facilitan la sintesis de macromoléculas
y organelos celulares necesarios para la proliferacion y
replicacion celular, favoreciendo asi el cancer (24-26).

Inestabilidad gendémica y
mutaciones

La inestabilidad gendmica permite el desarrollo de otros
marcadores de cancer al generar mutaciones aleatorias
y cambios epigéneticos que se heredan a las células
hijas, acumulandose hasta formar el tejido tumoral,
comprometiendo asi, los sistemas de Vvigilancia
gendmico y evitando la senescencia y apoptosis (27,

28).

Tabla 1. Capacidades bioldgicas en el desarrollo de la carcinogénesis (3).

3. INFLAMACION

La inflamacion es una funcion crucial del sistema inmune innato. En condiciones
normales, el proceso inflamatorio es una poderosa arma de nuestro sistema
inmune. Es una respuesta aguda, agresiva, rapida e inespecifica contra
microorganismos y cuerpos extrafios que penetren en nuestro sistema con el
objetivo de aislarlo y destruirlo rapidamente, evitar dafos al tejido sano e iniciar el

proceso de reparacion (29).
3.1. INFLAMACION CRONICA

La inflamacién puede cursar por un periodo agudo que no siempre se resuelve,
cuando esta inflamacién se mantiene durante un periodo prolongado, se habla de
inflamacién crénica que es un proceso rapido, en el que mediadores quimicos son
inducidos en una secuencia, estrictamente regulados, y las células inmunes se
mueven dentro y fuera de la zona afectada, destruyendo agentes infecciosos,
reparando tejido dafado, e iniciando la respuesta inmune especifica y de largo

plazo (inmunidad adaptativa) (29).

Muchas de las enfermedades en etapas medias y avanzadas pueden ser
promovidas, al menos en parte, por la inflamacion latente y a menudo crénica que
se presenta, es por eso que se considera que la inflamacién tiene un papel
importante en la progresion maligna de muchas enfermedades (30).
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3.2 ENFERMEDADES CRONICO-INFLAMATORIAS RELACIONADAS A
CANCER

No se conoce el mecanismo exacto por el que la inflamacion cronica provoca
cancer. El pensamiento mas extendido actualmente es que las células cancerosas
se ayudan de la respuesta inflamatoria para su crecimiento, lo que finalmente

conduce al desarrollo de cancer (30).

La proliferacion celular por si misma no causa cancer, la proliferacion celular
sostenida en una ambiente rico en células inflamatorias, factores de crecimiento,
estroma activado y agentes que causan dano al DNA, ciertamente potencializan

y/o promueve el riesgo de desarrollar una neoplasia (31).

Esquematicamente se reconocen dos vias; la via intrinseca, que pertenece a
eventos genéticos, es decir, cambios oncogénicos, como pueden ser mutaciones
que favorecen la construccibn de un ambiente inflamatorio propicio para la

aparicion de tumores (32).

La otra, es la via extrinseca, relacionada a las enfermedades inflamatorias que
preceden el desarrollo de la malignidad, los responsables son los factores
desencadenantes de la inflamacién crénica que aumentan el riesgo de padecer
cancer (32). Este enlace se ha confirmado en varios modelos murinos,
especialmente en términos de cancer gastrico (Infeccion por H. pylori) (33), cancer
de higado (colangitis) (34) y cancer de colon (colitis ulcerosa) (35). En estos y
otros modelos de cancer animal, las células y los mediadores de la inflamacién
cronica actuan como promotores de la formacion de los tumores en distintas fases

de la progresion maligna (30).

Cabe mencionar que cualquiera que sea su origen, e incluso si estas dos vias
pudieran estar presentes al mismo tiempo, se destaca que la inflamacion esta
"latente", y puede ayudar en el sostenimiento de una proliferacion y supervivencia
de las células malignas, asi como promover la angiogénesis y la metastasis (32).



3.2.1. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL (EII)

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (IBD del inglés Inflammatory Bowel

Disease) incluye una amplia variedad de manifestaciones clinicas cuya
caracteristica principal es la inflamacidén crénica del tubo digestivo en diferentes
localizaciones.
La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) incluye tres casos principales: La
Enfermedad de Crohn (EC), la Colitis Indeterminada (Cl) y la Colitis Ulcerativa
(CU): las tres pertenecen a la misma afeccidn, dada la similitud en ciertos
aspectos patogénicos, clinicos evolutivos y de respuesta al tratamiento (5).
La CU se caracteriza por la inflamacién de la mucosa difusa limitado al colon, este
consta de cuatro secciones:
e Colon ascendente. Comienza con el ciego, donde el intestino delgado se
une al colon.
e Colon transverso que se extiende
a través del cuerpo de lado

derecho hacia el lado izquierdo en

el abdomen superior.

e Colon descendente, continta S —

Colon

hacia abajo en el lado izquierdo. sigmoides

e Colon sigmoide debido a su forma

en “S”, termina en el recto (36). Figura 1. Anatomia del colén

(Tomado de (4)).

La colitis ulcerativa (CU) es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a la
mucosa del colon. La lesion se inicia en el recto (sélo excepcionalmente el recto
queda exento), pudiendo alcanzar una extension variable de forma proximal y
continua hasta el ciego. El curso de la enfermedad suele ser en forma de brotes
de actividad (durante los cuales el grado de inflamacion aumenta y se agudiza),
siendo imprevisible el numero, la periodicidad y la gravedad de éstos. Estos brotes
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de actividad se siguen (espontdneamente o inducidos por el tratamiento) de

periodos de remision de duracion variable (32).

Los sintomas tipicos que se observan en la CU son fundamentalmente los

derivados de la afeccidon de la mucosa del colén: Rectorragia y diarrea. La CU

puede preceder a la iniciacion de un crecimiento anormal de células (tumor), es

decir, cancer de colon, que se correlaciona directamente con la gravedad y

longevidad de la enfermedad activa, sobre todo con el grado de inflamacion que

se presente en el curso de esta (36).

4. CANCER COLORECTAL ASOCIADO A COLITIS

4.1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer es la principal causa
de muerte a escala mundial.
En 2012 se le atribuyeron 8,2
millones de defunciones. Los
principales tipos de cancer

fueron:

Mama

Préstata

Cervico uterino
Colorrectal (694 000)

defunciones.

vV V VYV V

Breast

Prostate
Cenvix uteri
Colorectum
Lung
Stomach
Liver

Leukaemia

Cwvary

Corpus uteri
Mon-Hodgkin lymphoma
Erain, nervous system
Pancreas

M Incidence
W Mortality

0 10 20 30 40
ASR (W) rate per 100,000
Figura 2. Incidencia y mortalidad por cancer
colorectal. Esta patologia ocupa el 40 lugar de casos

por cada 100,000 habitantes a nivel mundial (1).



El cancer colorrectal es la tercer causa de muerte por cancer en los hombres
(746,000 casos, 10% del total) y la segunda en mujeres (614,000 casos, 9.2% del
total), en todo el mundo. Casi el 55% de los casos ocurren en las regiones mas
desarrolladas. Existe una gran variabilidad geografica en la incidencia en todo el
mundo y los patrones geograficos son muy similares en hombres y mujeres: las
tasas de incidencia varian de diez veces en ambos sexos en todo el mundo, y las
tasas de mortalidad son mayores en paises menos desarrollados lo que refleja

una peor supervivencia en estas regiones (1).

4.2. ETIOLOGIA

Los riesgos de desarrollar CAC resultan de una interaccion entre habitos
alimenticios, factores ambientales y susceptibilidad genética de cada persona. El
consumo de alcohol y tabaco, la dieta malsana; el consumo de una mayor
cantidad de carne roja procesada, y la inactividad fisica; las personas con un estilo

de vida sedentario, con sobrepeso u obesidad, son las causas mayormente

asociadas a CAC. Algunas infecciones cronicas también constituyen factores de
riesgo, y son mas importantes en los paises de ingresos medios y bajos, pero aun

mas importantes son las inflamaciones crénicas prolongadas (1).

La inflamacién en la CU conduce a una alteracion de la barrera epitelial y la
formacion de ulceracion epitelial (37), que permite un facil acceso para los
antigenos de la microbiota luminal y las células residentes de la lamina propia,

estimulando asi, aun mas las respuestas de las células del sistema inmune (38).

Sin embargo, los mecanismos que subyacen a la transformacién neoplasica no se
entienden completamente. Los estudios en modelos experimentales de CAC
sugieren que células inflamatorias y citocinas, ya sea directamente o
indirectamente estimulan el crecimiento celular descontrolado (39). Estas células
pueden generar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, que a su vez van a
generar alteraciones en el material genético como mutaciones, o dafo en el

sistema de reparacién missmatch (por mal apareamiento de baes) del DNA y
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metilacion de genes regulatorios como Adenomatous polyposis coli (APC) (40). La
mutacion de APC causa la activacion de la via Wnt/B—catenina. La principal
consecuencia de la mutacion de APC es la ausencia de union a B-catenina y
axina, llevando a la acumulacién de B-catenina. Ademas de esta funcion, la
proteina APC, que también se localiza en el nucleo celular, contribuye a la salida
del nucleo de la B—catenina (41).

Los niveles intracelulares de proteina (3-catenina estan controlados de una manera
estricta y compleja. En ausencia de Wnt, en las células epiteliales normales la -
catenina esta fundamentalmente unida a E-cadherina. La cantidad de B—catenina
libre en el citosol es muy escasa debido a su rapida degradacién. La 3-catenina no
unida a E-cadherina forma complejos con axina y el producto del gen supresor
tumoral APC, y es rapidamente fosforilada por las proteinas quinasas caseina
quinasa | (CKIl) y glucégeno sintasa 3 B (GSK-3 B). Ello provoca su unién a B -
TrCP y subsiguiente ubiquitinacion y degradacion por el proteasoma. La unién de
los factores Wnt a su complejo receptor (Frizzled-LRP5/6) de la membrana
plasmatica impide este proceso mediante un mecanismo en el que participan
poblaciones de las quinasas CKI y GSK-3 B localizadas en la membrana, que
actuan sobre LRP5/6 y atraen asi a Axina, lo que impide la formacion del complejo
que lleva a la fosforilacién de B-catenina.

De modo aun no bien conocido Dishevelled (Dsh) interviene en la desintegracion
del complejo APC-Axin-GSK3 B - B-catenina, y con ello se impide la fosforilacion y
degradacion posterior de ésta. Ello conduce a la acumulacién de B-catenina libre
en el citoplasma, que puede entonces translocarse al nucleo y regular actuando
como un co-activador transcripcional de la expresion génica uniéndose a una
familia de proteinas denominadas T-Cell Factors o TCF (TCF-1, TCF-2 o LEF-1,
TCF-3 y TCF-4). Estos se hallan unidos al DNA generalmente reprimiendo la
expresion génica; efecto que es revertido por la unién de 3 -catenina, que causa la
activacion de los genes que estaban reprimidos por TCF como los proto-
oncogenes (c-MYC, c-JUN, FRA-1) y reguladores del ciclo celular (ciclina D1). El
resultado es el aumento de la proliferacion celular, la pérdida del fenotipo normal y

el aumento de la migracion e invasividad (figura 3) (42, 43).
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Figura 3. Via de senalizacion Wnt-B-catenina. A) En ausencia del ligando Wnt, las -
cateninas son reclutadas por el complejo APC/axina/ GSK-3p y fosforiladas por GSK-3p. Las
B-cateninas fosforiladas son degradadas en los proteosomas. B) Wnt se une al receptor Fzd y
al co-receptor LRP5/6, lo que activa la proteina Dvl que, a su vez, inhibe al complejo
APC/Axina/GSK-3B, como resultado, B-catenina no se degrada, se acumulan y migran al
nucleo, en donde forma un complejo con LEF-1/TCF que inicia la transcripcion de genes

diana: c-MYC, Ciclina D1, entre otros. Esquema tomado y modificado de (5).

5. RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNE ANTE EL CANCER
5.1 INMUNOVIGILANCIA

Numerosas evidencias experimentales y clinicas indican que la respuesta inmune,

tanto innata, como adaptativa nos protege frente al desarrollo de tumores.
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El sistema inmune a través de la interaccion con las propias células
tumorales, modifica el fenotipo tumoral, determinando la aparicion de
variantes poco inmunogénicas que facilitan el crecimiento tumoral al impedir
el reconocimiento inmunitario. El término inmunovigilancia es referido al
momento en que el sistema inmune no ha sido manipulado y es capaz de
reconocer y eliminar células que ya conforman tumores primarios. A pesar
de este mecanismo cualquier organismo puede desarrollar cancer, ya que
el sistema inmunoldgico edita 0 modela la inmunogenicidad del tumor, este

proceso es conocido como inmunoedicion del cancer (44).
5.1.1. INMUNOEDICION

La inmunoedicion del cancer pertenece a la interaccion permanente de los
tumores con el sistema inmune durante extensos periodos de tiempo, en donde
este determina, por un proceso de seleccion natural que estos tumores sean

editados o modificados. Consta de tres fases:

Eliminacion: Esta etapa corresponde al concepto original de inmunovigilancia.
Los protagonistas del sistema inmune son tanto de la inmunidad innata, como de
la inmunidad adaptativa. Los linfocitos TCD4+ (Th1), los linfocitos Th17, los
linfocitos TCD8+ citotoxicos, las células NK, las células NKT, los macrofagos y los
linfocitos Tyd, son claves en la eliminacion de las células transformadas. Los
linfocitos Th1, Tyd y las células NK son la mayor fuente de IFN-y, citocina clave en
el proceso de eliminacion tumoral, ya sea actuando directamente sobre la célula
tumoral o activando células efectoras de la respuesta inmune. Los mecanismos
que conducen a la eliminacién de las células tumorales involucran, en primer
lugar, mecanismos citotoxicos mediados por perforinas y granzimas, y por el

sistema de apoptosis Fas-ligando.

Las células NK son clave en la eliminacion temprana de tumores dependiendo de
la produccién de IFN-y y a la manifestaciéon de su potencialidad citotoxico (45).

Equilibrio: Las células tumorales que no son eliminadas por el sistema inmune en

la primera fase, proceden hacia una fase de equilibrio, en donde si bien son

~11 ~



controladas, ya no pueden ser eliminadas. Aqui los linfocitos TCD4+ y TCD8+ e
IFN-y mantienen a las células transformadas en estado de “dormancia” o latencia
para impedir el crecimiento y proliferacion del tumor por largos periodos de tiempo,
generando asi una presion de seleccion sobre las células tumorales propiciando la
edicion del tumor, lo que a su vez permite la formacién de variantes tumorales con

baja inmunogenicidad (45).

Escape: Finalmente los tumores que ya no son susceptibles al reconocimiento y al
ataque del sistema inmune progresan hacia la fase de escape. Esta fase coincide
en general, con la aparicion de manifestaciones clinicas. Y es, en esta fase donde
los tumores despliegan multiples mecanismos inmunosupresores para evadir la
respuesta de las células T efectoras, ya sea eludiendo el reconocimiento
inmunitario o inhibiendo a los mecanismos inductores efectores en la respuesta

inmune antitumoral (45).
Los principales mecanismos de escape incluyen:

e Alteraciones en los componentes de la maquinaria de procesamiento y
presentacion antigénica.

e Defectos en la sefalizacion a través del TCR.

e Liberacién de factores pro- apoptéticos o inmunosupresores.

e Activacion de vias inhibitorias de sefalizacion y reclutamiento de células T

reguladoras.

En algunos casos, por influencia de factores externos, las fases no siempre

ocurren en el mismo orden (19).

6. AMBIENTE INFLAMATORIO EN EL CANCER COLORECTAL

En el cancer colorrectal el primer paso es la inflamacion aguda, que es la
acumulacién de leucocitos, proteinas plasmaticas y liquido derivados de la sangre
en el tejido extravascular. Los leucocitos y citocinas plasmaticas realizan varias

funciones efectoras que sirven para comenzar la reparacion del dano tisular. El
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leucocito mas abundante que se recluta de la sangre en las zonas con una
inflamacion aguda es el neutréfilo y los monocitos sanguineos, que se convierten
en macrofagos que destacan mas, a medida que pasa el tiempo y pueden
convertirse en la poblacion dominante. EI reparto de estos componentes
sanguineos en la zona inflamatoria depende de cambios reversibles en los vasos
sanguineos del tejido dafado o infectado. Todos estos cambios los inducen las
citocinas y moléculas mediadoras pequenas derivadas inicialmente de las células
residentes del tejido, como los mastocitos, los macrofagos y las células
endoteliales, en respuesta al estimulo de los PAMPs (Patrones moleculares asociados

a patogenos) y DAMPs (Patrones moleculares asociados a lesion/dafio) (29).

La inflamacién aguda puede desplegarse en minutos y durar horas o incluso dias.
La inflamacion crénica es el proceso que le sigue, suele implicar el reclutamiento y
activaciéon de monocitos vy linfocitos. Los lugares de inflamacién crénica también
sufren a menudo una reestructuracion tisular con angiogenia y fibrosis. Aunque los
estimulos de la inmunidad innata pueden contribuir a la inflamacion crénica
también puede participar la respuesta adaptativa, debido a que las citocinas
producidas por los linfocitos T son poderosos inductores de la inflamacién
sostenida (29).

6.1. LINFOCITOS TCD4+

Las funciones de los Linfocitos TCD4+ son reclutar y activar a los macrofagos y
neutréfilos asi como otros leucocitos para que destruyan a los patdégenos
intracelulares y a algunos extracelulares, y ayudar a los linfocitos B para producir
anticuerpos. Los linfocitos TCD4+ son cruciales para eliminar los microbios por
medio de los fagocitos, pero no se consideran suficientes para destruir las células
tumorales, aunque cuando son activados hacia un perfil Th1 pro-inflamatorio
promueven la proliferacion de linfocitos TDC8+ que son mas eficaces en la
destruccion del tumor (29) (46).
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6.2. LINFOCITOS TCD8+

También llamados linfocitos citotéxicos, llevan a cabo la funcién de matar a
las células infectadas. Las citocinas producidas por los linfocitos TCD8+ efectores

también contribuyen a la eliminacion de muchos tumores.

Los linfocitos TCD8+ pueden diferenciarse en CTL (Linfocitos -citotdxicos)
efectores, esta diferenciacion implica la adquisicion de la maquinaria necesaria
para matar a las células diana cémo células infectadas o tumorales que, por
expresar antigenos distintos a los propios asociados a las moléculas MHC |, son
identificadas como diferentes. Los linfocitos TCD8+ virgenes reconocen antigenos,
pero necesitan proliferar y diferenciarse para generar un grupo suficientemente
grande de CTL que destruya la fuente del antigeno. Dentro del citoplasma de los
CTL diferenciados hay numerosos lisosomas modificados, que contienen
proteinas, incluidas la perforina y las granzimas, cuya funcion es matar a otras
células; mientras que la perforina se polimeriza para formar poros en la membrana
de la célula blanco, las granzimas activan vias apoptoéticas enddgenas de las
células blanco. Ademas, los CTL diferenciados son capaces de secretar citocinas,

sobre todo IFN-y, que activa a los fagocitos (29, 47).

Gracias a estas funciones descritas se ha asociado la presencia y ubicacién en el
ambiente tumoral, de linfocitos TCD8+ infiltrados cercanos a las células tumorales
con un buen prondstico, es decir una mayor supervivencia para los pacientes con

esta caracteristica (47).

7. LAS CITOCINAS EN LA INFLAMACION Y EL CANCER

Se sabe que las células neoplasicas contienen mediadores pro-inflamatorios a
menudo sobre-expresados, que incluyen proteasas, eicosanoides, quimiocinas y
citocinas que son liberadas de la activacion de células inmunes; entre ellas, el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF—a), el IFN-y, algunas Interleucinas (IL), y el

Factor Inhibidor de la Migracién de Macréfagos (MIF) (48).
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Célula productora

Citocina

Blancos celulares y

efectos biolégicos

Macrofagos, linfocitos T. IL-10 Regulador de la
respuesta inflamatoria del
huésped, particularmente
de respuestas donde
participan macrofagos
(29).

Linfocitos TCD4+, IFN-y Favorece la apoptosis, el

Linfocitos B, células NK'y arresto del ciclo celular y

NKT, macrofagos, la inflamacion.

fibroblastos y células Activacion de

dendriticas. macréfagos, aumento del
procesamiento de
antigeno y su
presentacion a linfocitos
(49).

Macréfagos, Linfocitos T, TNF-a Induce inflamacion y la

las células dendriticas y activacion de células

otros tipos celulares. En endoteliales y neutrofilos.
los macrofagos la Favorece la apoptosis de
estimulaciéon esta dada nuUMerosos tipos

por PAMPs y DAMPs celulares (29).

Macrofagos activados IL-1B Induce las moléculas de
adhesién en las células
endoteliales (50).

Macréfagos, Células B y MIF Citocina pro-inflamatoria,

células T.

e inductora de otras
citocinas inflamatorias
como TNF-a e IL-1B.

Tienen funcion de
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quimiocina, recluta
diferentes tipos celulares
(37).

Tabla 2. Descripcion de los blancos celulares y efectos biolégicos de citocinas
implicadas en cancer.

7.1. FACTOR INHIBIDOR DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS (MIF)

El Factor Inhibidor de la migracion de Macrofagos (MIF) fue originalmente
identificado como una linfocina derivada de células T (51). Estudios recientes han
revelado que MIF es una proteina que se expresa de forma ubicua en diversos
tipos de células y se ha reevaluado como citocina pluripotente; al ser reconocida
con funciones de una hormona, pues en ocasiones es producida por células
corticotropicas de la glandula pituitaria (37), como activador de las células T en las
respuestas inmunes, funciones enzimaticas (actividad tautomerasa in vitro) (52);
aunque no se ha demostrado que tenga una funcion biolégica como enzima se ha
observado que la estructura de su sitio de unién a sus receptores es indispensable
para que la molécula pueda realizar sus funciones bioldgicas, se considera una
citocina pro-inflamatoria liberada principalmente por los macréfagos. Es un hecho
que las citocinas pro-inflamatorias estan involucradas en la patogénesis de la Ell,

especialmente en la exacerbacion de la enfermedad (36).

Por lo anterior MIF se ha descrito también cdmo una molécula pleiotropica que
promueve la producciéon de otras citocinas inflamatorias incluyendo TNF-a, IFN-y,

y algunas Interleucinas, favoreciendo asi un ambiente inflamatorio.

8. PAPEL DE MIF EN EL CANCER COLORECTAL ASOCIADO A COLITIS

Debido a que distintos estudios han descrito sobre-expresion de los niveles en
suero o plasma de MIF en enfermedades relacionadas a inflamacion, tales como
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encefalomielitis (51), esclerosis multiple (53) , diabetes mellitus no dependiente de
insulina (54), cancer de vejiga (55), cancer de prostata (56) y cancer de colon (48).

MIF, ha sido recientemente propuesto como un marcador biolégico de cancer (57).

La internalizacion de MIF en las células puede ser a través de una via mediada
por el receptor clasico CD74 o por la via endocitica no clasica (mediante
endocitosis) (37).

El grupo de diferenciacion CD74, el receptor de MIF, es una proteina
transmembranal de tipo complejo principal de histocompatibilidad (MHC)-II, este
receptor es transitoriamente expresado en la superficie de diversas células,

incluyendo monocitos, células B, fibroblastos, etc (37).

La funcion exacta de CD74 en la superficie de las células no se ha determinado
concretamente. Sin embargo, si se sabe que MIF se une al dominio extracelular
de CD74 con alta afinidad, activando la via de las MAPK, favoreciendo la
fosforilacion de ERK1/2 e induciendo la activacién de A2 (PLA2) y la sintesis de
acido araquidonico, lo que tiene como consecuencia un aumento en los niveles de
COX2. Al mismo tiempo, se disminuye la fosforilacion de la Ser 15 de p53
mediada por 6xido nitrico (NO). Coémo consecuencia no se va acumular p53 y se
va detener el proceso de apoptosis, permitiendo asi, la progresion del ciclo celular

(crecimiento y proliferacion) (56).

El dominio citosélico de CD74 es muy corto y parece carecer de dominios de
senalizacion intracelular. Estudios recientes han identificado el reclutamiento de
una proteina accesoria potencial transmembranal CD44 como necesaria para la
transduccion de sefiales MIF-CD74, teniendo asi la formacion de un complejo
molecular entre MIF, CD74 y CD44. Con esta activacion tenemos que el enlace
MIF-CD74, logra prender también la cascada de sefalizacion que activa NF-kappa

B promoviendo aun mas la respuesta inflamatoria (56).

Por otro lado, MIF es considerada una citocina con funciones de quimiocina por
poseer ligandos a receptores acoplados a proteinas G como CXCR2 y CXCR4

que intervienen en la activaciéon de la via de Rho-GTPasas permitiendo la
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remodelacion del citoesqueleto de actina y la quimitoaxis de los macréfagos
(CXCR2) y de linfocitos (CXCR4) (57).

Con lo anterior tenemos que MIF es inusual en su contribucion al crecimiento y la
supervivencia de una neoplasia en desarrollo, en primer lugar, porque es
constitutivamente expresado y almacenado, preformado en las células (9). En
segundo lugar, MIF es unico debido a que funciona en muchos procesos
asociados con la supervivencia del tumor incluyendo la divisién celular, la
angiogeénesis, y la supresion de la vigilancia inmune de la célula huésped-tumor
(52).
MIF &
., Via clasica

A)Endocitosis/

/
Detenimiento Proliferacion

de apoptosis

Figura 4. Mecanismo de accion de MIF. La manera en que MIF regula sus actividades
biolégicas, puede ser a través de: A) una via endocitica, no clasica, es decir por
endocitosis, 0 mediante B) via clasica, mediada por el receptor CD74. Una vez activado
promueve el crecimiento celular y activa factores de transcripcion de la familia ETS.
Esquema tomado y modificado de (12).
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8.1 INHIBICION DE MIF

En diversas enfermedades inflamatorias se ha encontrado sobre-expresado MIF

en suero o plasma. Y se ha podido establecer su influencia como molécula que

favorece el proceso inflamatorio en éstas patologias. Dado que el cancer

colorectal deriva de una CU, caracterizada por inflamacién crénica asociada a

niveles incrementados de MIF, estudios recientes se han enfocado a tratar de

establecer la participacion de MIF en la génesis y desarrollo del cancer colorrectal.

Para tales casos, se han utilizado algunos anticuerpos y compuestos quimicos

especificos para inhibir la accién de MIF. En la Tabla 3 se resumen algunos de

estos trabajos.

AUTOR

APORTACION

Bucala y Donelly,
2009 (58).

-MIF también se ha mostrado antagonista de la detencién del
crecimiento y acciones pro-apoptoticas del gen supresor de
tumor Tp53, el cual es inducido en células normales para

limitar las excesivas respuestas pro-inflamatorias.

Xing-Xiang He, et
al, 2009 (48).

-In vitro la adicion de MIF recombinante (rMIF) en lineas
celulares CT26 aumentd significativamente sus propiedades
invasivas y la expresion de VEGF y MP 2 y 9.

-In vivo carga tumoral y peso de tumores significativamente
reducidos cuando se aplica el inhibidor ISO-1 (20mg/kg) y anti
MIF.

Sanchez-Zamora,
et al., 2010 (54).

-En ratones inducidos con diabetes tipo 1 (NIDDM) se
observo una reduccion significativa de los niveles de glucosa
en sangre y los niveles de citocinas proinflamatorias IL-6 y
TNF-a en ratones WT administrados con CPSI-1306 y

resultados parecidos en ratones Mif-/-.

Kithcart A. P., et.

-En las patologias de Esclerosis Multiple y Encefaliomelitis,

los ratones Mif-/- son menos propensos a desarrollar las
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al., 2010 (53).

enfermedades que ratones Mif+/+.

-La aplicacion oral de CPSI-1306 y CPSI-2705 tiene un efecto
protector para el desarrollo de Encefaliomelitis en ratones
WT, demostrando asi que los inhibidores de MIF, reducen la
actividad biolégica, ya que evitan la migraciéon de células

inflamatorias en el SNC.

Choudhary S., et.
al., 2013 (55).

El uso de un inhibidor oral de MIF (CPSI-1306) disminuye
eficazmente el crecimiento y la progresiéon de tumores de

cancer de vejiga en un experimento in vivo.

Lee, et. al., 2008
(59).

-MIF presenta mayor sensibilidad (47.3%) que un marcador
establecido CEA (29.5%) en el diagnéstico del cancer
colorectal, a pesar de que en este no hay reportes que se use

como marcador, si es utilizado en el cancer de ovario.

Ogawa, et al,

2000 (60).

-Ratones portadores de tumores (inducido con lineas
celulares de cancer colorectal) tratados con un anticuerpo
antiMIF en los dias 9, 11, 13, 15, 17, 19 y 21, reducen
significativamente el crecimiento de tumores del dia 15 al 22

(etapas avanzadas).

Short A., 2010 (61).

-Exploran la eficacia de los inhibidores de MIF CPSI-00155F y
CPSI-00155S C57Bl/6

Encefaliomelitis, durante el

en ratones inducidos  con

17 dias p.i., pico de la
enfermedad, se les administro 10.0 mg / kg de cada inhibidor,
disuelto en DMSO al 25% y metilcelulosa al 0.5%

-Los dos

inhibidores disminuyen la gravedad de la

enfermedad, aunque CPSI-00155F en mayor porcentaje.

Choi S., et al., 2015
(62).

Utilizaron la linea celular de cancer de coléon CT26 en ratones
Mif-/- y Mif+/+, el crecimiento del tumor fue significativamente
menor en ratones Mif-/-; en el analisis de citometria de flujo
de células de bazo y células tumorales, ratones Mif-/- tenian
niveles mas bajos de TCD4+, asi como un aumento de las

TCD8+ inducidas por citotoxicidad tumoral, que ratones
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Mif+/+.

Ramireddy L. et al., | La presencia de un polimorfismo de Mif se asocié con la
2015 (63). susceptibilidad, edad del paciente, y las etapas en que se
encuentra el CAC. Personas menores de 50 anos, en etapas

tardias, presentan elevadas concentraciones de MIF.

Tabla 3. Antecedentes donde se ve involucrada la molécula MIF en el desarrollo de
diferentes tipos de cancer.

8.1.1. INHIBIDOR DE MIF, CPSI-156

Los compuestos relacionados a las isoxazolinas son composiciones farmacéuticas
involucradas en tratamientos contra algunas bacterias, parasitos y algunos tipos
de cancer. Este tipo de compuestos son utiles para tratar una variedad de
enfermedades que implican cualquier estado de inflamacion, en humanos, u otros
mamiferos, que presenta exacerbada, alterada o no regulada la actividad de MIF
sistémico o local, o que presente cualquier estado de enfermedad que se modula
mediante la inhibicién de la ruta de ERK/ MAPK (64).

Estos compuestos actuan de modo sistémico, es decir, tras la ingestion, la
sustancia activa se absorbe en sangre, a través de la cual se distribuye por todo

el cuerpo, de ahi la importancia de que se administren de manera oral (65).

CPSI-156, inhibidor sintético de MIF, es una molécula pequena, hidrofébica y con
estructura de isoxazolina que actua inactivando el trimero MIF, impidiéndole asi,
que se lleve a cabo cualquiera de sus actividades biologicas (54), y en
consecuencia altera también las actividades relacionadas con otras citocinas
afectadas por la actividad de MIF, incluyendo interleucinas, IFN-y y TNF-a. La
actividad enzimatica (tautomerasa) de MIF, asi como sus otras actividades
bioldgicas se ven afectadas debido a que estos agentes de bajo peso molecular se
unen a MIF, cerca o especificamente en su dominio de unién a receptores (64).
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Los vehiculos de suministro para farmacos hidrofobos deben ser ciertos
disolventes organicos tales como dimetilsulféxido (DMSO), en algun porcentaje de
dilucién para disminuir su toxicidad. Adicionalmente, los compuestos se pueden
administrar también usando liposomas, aunque se describe una menor

biodisponibilidad por ser aplicados subcutaneamente (64) (54).

C15H16 N203 F2

O

Figura 5. Estructura quimica del inhibidor sintético de MIF. Estructura y
férmula quimica del inhibidor utilizado en este estudio (63).
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JUSTIFICACION

MIF es un componente importante como promotor del proceso inflamatorio
caracteristico de la CU, uno de los mayores factores de riesgo para desarrollar
cancer de colon (CAC). Sin embargo, la participacion de MIF en la génesis y
desarrollo del CAC no ha sido bien establecida. Los pocos estudios que se han
realizado de MIF y CAC muestran resultados controversiales (revisar tabla 3). En
algunos casos se sugiere que MIF tiene una participacion benéfica para controlar
la progresion del cancer (54), mientras que en otros se sugiere que MIF actua a

favor del desarrollo de los tumores (57,47).

Estas inconsistencias en los distintos reportes pueden ser debido a que, en
algunos casos, a pesar de haber utilizado ratones genéticamente deficientes para
MIF, el modelo de CAC fue generado por la implantacién de células tumorales que
son altamente productoras de MIF, de tal manera que no habia una plena
ausencia de la molécula MIF para poder establecer su participacion (61,62). En
otros estudios donde se ha trabajado con compuestos quimicos inhibitorios de la
molécula MIF que estan destinados a inhibir su accion biolégica (59), los
resultados casi siempre muestran una disminucion en la progresion de la
patologia, es decir, menor desarrollo de tumores. Pero nuevamente, estos
modelos experimentales también fueron generados con la implantacion de lineas
celulares. Que ademas, previamente han sido manipuladas y cultivadas, y como

ya se menciond, también son capaces de producir MIF por si mismas.

En este trabajo proponemos un modelo murino de CAC que se genera a partir de
un dafo genético inducido por azoximetano, e inhibir la actividad de la proteina
MIF. De esta manera estaremos determinando el impacto de ésta molécula en el

desarrollo del CAC e inferir un posible mecanismo de accién de MIF sobre el CAC.

~23 ~



HIPOTESIS

En el modelo murino de CAC por azoximetano la inhibicion de la proteina MIF en
el inicio del desarrollo del cancer reducira el proceso inflamatorio y el infiltrado de
células inmunes (linfocitos, y células presentadoras de antigeno), afectando la
capacidad de contener la transformacion celular y el desarrollo de los tumores. Por

tanto, la aparicion de tumores colorectales se vera exacerbada.
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OBJETIVOS
GENERAL

Determinar el efecto de la inhibicién de la proteina MIF utilizando el inhibidor
sintético CPSI-156 (administrado via oral) en el desarrollo del cancer colorectal

derivado de colitis cronica en un modelo murino.

PARTICULARES

1. Inducir el modelo de CAC mediante el uso de azoximetano (AOM) y
dextran sulfato de sodio (DSS).

2. Establecer los grupos experimentales: grupo 1) Ratones tratados via
oral con CPSI-156 (CAC+CPSI-156), grupo 2) ratones con CAC tratados
unicamente con vehiculo (CAC+DMSO-MC), grupo 3) ratones con CAC
sin tratamiento (CAC), y grupo 4) ratones sanos (S).

3. Observar y registrar en los grupos experimentales los signos clinicos
como cambio en el porcentaje de peso, presencia de diarrea y
sangrado, a lo largo del experimento.

4. Comparar longitud, carga tumoral y tamafio de tumores del intestino
grueso en los grupos CAC, CAC+DMSO-MC, CAC+CPSI-156 , al final
del tratamiento (68 dias pos induccién de CAC).

5. Conocer el grado del dafo morfolégico a nivel microscopico mediante
cortes histologicos, en todos los grupos.

6. Evaluar el reclutamiento célular de macrofagos, células dendriticas, y
linfocitos T CD4+ y CD8+ mediante citometria de flujo en todos los
grupos, al final del tratamiento

7. Analizar la expresion de los transcritos de citocinas inflamatorias y anti-

inflamatorias en tejido intestinal mediante RT-PCR.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones (Mus musculus) hembra de la cepa BALB/c de 6 a 8
semanas de edad (ENVIGO, Mex), se mantuvieron durante todo el tratamiento en
un ambiente libre de patdégenos con libre acceso a agua y alimento en el bioterio
de la FES-Iztacala.

Induccion del CAC y tratamientos

Se formaron 4 grupos con 5 ratones cada uno, de los cuales en 3, se desarroll6 el
modelo de cancer de colon derivado de colitis crénica (CAC) descrito por Neufert
et al., 2007 (66), este consiste en una inyeccion unica de azoximetano (25mg/Kg)
(Sigma-Aldrich, México) via intraperitoneal, seguido de 3 ciclos de dextran sulfato
de sodio (DSS) al 2% (MP Biomedicals, México) (Figura 5). En cada ciclo se
administré DSS al 2% disuelto en el agua para beber durante 7 dias, seguido de la

administracién de agua y alimento normales durante 14 dias.

AOM
12mg/kg CPSI-156 _

P10 R DSS 2% H0 DSS 2% H0 DSS 2% H.0
0 5 12 19 26 33 40 47 54 61 68

Figura 6. Modelo de cancer colorectal inducido por AOM.

Los grupos quedaron conformados de la siguiente manera: un grupo de ratones
sanos, un grupo de control negativo: CAC+DMSO-MC (inducido con cancer de
colén y administrado con el vehiculo DMSO al 15% y metilcelulosa al 0.1%), un
grupo de control positivo CAC (inducido unicamente con cancer de colén) y el
grupo administrado con el inhibidor: CAC+CPSI-156 (inducido con cancer de coldn
y administrado con el inhibidor sintético de MIF, CPSI-156 (1mg/Kg) disuelto en el
vehiculo DMSO al 15% y metilcelulosa 0.1%). El tratamiento del inhibidor ( 0 en su

caso solo vehiculo) fue administrado via oral con ayuda de una canula de metal
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(54) a partir del dia 40 del tratamiento. Todos los grupos fueron monitoreados

visualmente hasta el dia 68 cuando fueron sacrificados en camara de COo2.

Monitoreo de los sintomas clinicos

Se monitorearon los cambios de peso por semana durante los 68 dias, en los
cuatro grupos. Se registro el dia cuando aparecio diarrea y sangrado rectal en los
grupos de CAC, CAC+DMSO-MC y CAC+CPSI-156.

Evaluacion del desarrollo de tumores

Al dia 68 los ratones fueron sacrificados, se les extrajo el intestino grueso, se lavo
con PBS frio y se midié la longitud de cada uno con ayuda de un vernier.
Posteriormente los intestinos se abrieron longitudinalmente para cuantificar los
tumores que presentaron (con ayuda de gotas de azul de tripano, para poder
distinguirlos mejor) y se midié el tamafo de cada tumor (largo x ancho), para

obtener de cada ratdn la carga tumoral en mm? con la férmula: (Largo x ancho?)/2.

Analisis histopatoléqgicos

De cada intestino extraido se corté 0.5 cm de tejido y se fijé en paraformaldehido
al 1%, posteriormente se proces6 para su deshidratacion (anexo 6) pasando por
alcoholes (etanol) desde el primero al 50%, hasta un alcohol absoluto, terminando
en parafina de inclusion, para después realizar los cortes histologicos a 5 um y las
tinciones de Hematoxilina & Eosina (anexo 8) y Hematoxilina-Eosina-azul alcian
(anexo 9), que nos sirvieron para examinar el grado de la deformacion de criptas

presente en las muestras de cada grupo con ayuda del microscopio de luz.

Obtencion de células de intestino

Para evaluar el reclutamiento de macréfagos, células dendriticas y linfocitos
TCD4+ y TCD8+, que se lleva a cabo durante el proceso de carcinogénesis, se
obtuvieron células intestinales de lamina propia. Después de remover el intestino
de los ratones, se lavd y se corté en piezas de aproximadamente 1.5 cm, estos

fueron tratados con soluciones libres de Ca2+ y Mg2+, y posteriormente
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colagenasa, para separar las células epiteliates, aislando solo las de lamina

propia, para su posterior tincion (la técnica detallada se muestra en el anexo 1).

Tincion de células de lAmina propia

Después de obtener las células del intestino grueso se ajustaron
aproximadamente a 500,000 para cada tincion, se lavaron con buffer de lavado y
se resuspendieron en solucion FACS para tefdir con los anticuerpos
correspondientes segun las moléculas a analizar, en una concentracion de 1 — 0.5
ug por cada 1x10© de células. Las muestras se dejaron incubar cubiertas de la luz

para permitir el acomplamiento del fluorocromo.

Los anticuerpos (BioLegend) utilizados fueron los siguientes:

Tincién Fluorocromo Color
Viabilidad 7AAD Amarillo
Macrofagos y  células | Anti CD11b PECy7
dendriticas Anti F4/80 PE-A
Linfocitos TCD4+ Anti-CD4 PE-A
Linfocitos TCD8+ Anti-CD8 FITC-A

Tabla 4. Anticuerpos para el analisis por citometria de flujo

Posterior a la tincién las células se fijaron en paraformaldehido al 4% recién
elaborado, ya que no fueron utilizadas inmediatamente, sino hasta el siguiente dia,
cuando los tubos fueron leidos en el citometro FACS Arias y posteriormente los

datos se analizaron mediante el programa Flowing Software.

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Después de extraer y enjuagar el intestino de cada ejemplar en PBS frio, se cortd
un trozo de aproximadamente 1cm, se trituré en mortero con nitrégeno liquido y se

almacend en 500 pL de TRIzol (Invitrogen) a -70°C hasta su uso.
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Posteriormente utilizando cloroformo e isopropanol se obtuvo el RNAmM (Anexo 3)
de cada muestra, se cuantifico y se ajustd la concentracion de las muestras a
1000 ng/ul para su posterior conversion en cDNA (anexo 5) con ayuda del kit
(Invitrogen RT-PCR) y se utilizé el kit DNAsa |, RNAsa free de Thermo Scientific

(anexo 4) para asegurarse de retirar el DNA gendmico.

Una vez obtenido el cDNA se ajustaron todas las muestras a una concentracion de
1000 ng/pl para comenzar con la técnica de PCR (anexo 6) utilizando el
Termociclador (BIOER, XP cycler) basandose en los parametros térmicos
especificos para cada primer, se amplificaron los transcritos de los genes,
GAPDH, TNF-q, IL-183, IL-10 e IFN-y.

Se tom6é a GAPDH (Gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa) como control de
carga de un gen endogeno de expresion constitutiva. Se corrieron en un gel de
Agarosa al 2%, junto con el marcador de peso molecular de la marca Fermentas
S0-1333, que va desde 100 pb hasta 1 Kb. Posterior a esto las bandas
expresadas, productos de los distintos genes se analizaron por densitometria con
ayuda del programa Multi Gauge y normalizadas con la expresiéon de GAPDH para
obtener el indice relativo de expresion. Los resultados obtenidos fueron

graficados.
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RESULTADOS
Sintomas clinicos

La pérdida de peso es un sintoma clinico asociado a alteraciones a nivel intestinal,
ya sea por diarrea y/o alteracidén en la absorcion de los alimentos. En la figura 7 se
muestra el registro del porcentaje de peso corporal de los ratones experimentales,
los ciclos del suministro del dextran sulfato de sodio (DSS) y el comienzo de la

aplicacién del inhibidor CPSI-156, a lo largo del experimento (68 dias).

@ SANO

/./}_H no
. ¥ CAC+DMSO-MC

8 CAC + CPSI 156

120 A

1104 _—

100L

peso corporal
(9)

90 A

5 12 19 26 33 40 47 54 61 68

] | M- —
DSS1 DSS2 1 DSS3 1
CPSI-156

Dias post-inducciéon

Figura 7. Comparacion del porcentaje de peso en los tres grupos. El eje «X»
muestra los dias transcurridos del tratamiento y el eje «Y» el porcentaje de cambio de
peso tomando como 100% el peso del dia 0 (antes de cualquier tratamiento).

Como se muestra en la figura 7, se observaron tres bajas de peso que coinciden
con los dias en que finalizan los ciclos de DSS, aproximadamente en los dias 12,
33 y 54 en los grupos CAC, CAC+DMSO-MC y CAC+CPSI-156. Esta pérdida de
peso en los ratones con CAC pudo estar relacionada a la presencia del sangrado

rectal (figura 8) y diarrea, que conforme pasaba el tiempo se agudizaba. Mientras
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que en el grupo control sano el peso se incrementé paulatinamente como

resultado del crecimiento normal de los ratones.

Cabe destacar que el sangrado rectal se manifestd en todos los grupos que se
indujo cancer, como se observa en la figura 8, pero éste se observdo en mayor
grado en el grupo CAC+CPSI-156. La presencia de diarrea comenzé alrededor de
la semana 4, en el transcurso del segundo ciclo de DSS y estuvo presente en lo
que resto del tratamiento, mientras que el sangrado rectal se agudizaba con el
paso de los dias, sobre todo en las ultimas dos semanas de tratamiento.

Figura 8. Sangrado rectal. Grupo sano (Sano), CAC (Grupo al que se le indujo cancer
colorectal), CAC+DMSO-Metilcelulosa (ratones con CAC y administracion oral del
vehiculo 40 d.p.i), CAC+CPSI-156 (ratones con CAC y administracion oral de inhibidor
disuelto en el vehiculo 40 d.p.i).

Tamano longitudinal del colén

Al final del tratamiento, a los 68 dias los ratones fueron sacrificados en camara de
COg2, se removio el intestino grueso de cada raton y se registraron las medidas de
largo y ancho. La longitud del colon oscilé entre los 50 y 70 mm, la medida fue
tomada antes de retirar el ciego gastrico (Fig. 10).
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Como se muestra en la figura 9 A y B, el grupo tratado con el inhibidor

(CAC+CPSI-156) present6 acortamiento significativo de los intestinos en

comparaciéon con el grupo Sano (*P<0.05), t-student independientemente

GraphPad Prism 6.

A)

Longitud del intesino (mm)

B)

Figura 9. Longitud de los intestinos. A) Fotografia representativa del tamafo de los
intestinos. B) Grafica que muestra la media y error estandar (ES) de las mediciones de los
grupos experimentales: Control (Sano), cancer colorectal (CAC), administrado con vehiculo
(CAC+DMSO-MC), administrado con inhibidor (CAC+CPSI-156). Resultados de tres
experimentos independientes, n=5-7 prueba t-student, medias de (*P<0.05).
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Numero de tumores por colon

Una vez extraidos los intestinos se enjuagaron y abrieron longitudinalmente para
realizar el conteo de tumores en cada uno. En la figura 10A se observan los
intestinos gruesos abiertos longitudinalmente, se hace visible el crecimiento de
tumores. En el lado derecho, figura 10B el total de tumores que presenté cada

grupo y en la figura 10C se muestra la carga tumoral.

El grupo CAC+CPSI-156 registré el mayor numero de tumores con diferencias
estadisticamente significativas comparado al grupo CAC y CAC+DMSO-MC (Fig.
10B). La carga tumoral, referida como la media de las medidas del volumen de
todos los tumores que present6é cada raton, también fue significativamente mayor
en comparacion con el grupo CAC y el grupo CAC+DMSO-MC (Fig. 10 C)
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Figura 10. Carga tumoral. A) Imagen representativa del desarrollo tumoral en los
grupos experimentales.B) Promedio del nimero total de tumores C) Volumen en mm? del
total de tumores presentes en los intestinos de los grupos inducidos con cancer. Los
resultados corresponden a las medias de dos experimentos independientes n=3-4.
*P<0.05, prueba t-student, GraphPad Prism 6.
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Tamano de los tumores desarrollados

También se evaluo el tamafio de los tumores en los tres grupos que se les indujo
cancer. Los tumores de menor tamano (rango de 0-2 mm) se detectaron en los
tres grupos; con un 44.23% el grupo administrado con vehiculo (CAC+DMSO-MC),
en segundo lugar el grupo tratado con el inhibidor de MIF (CAC+CPSI-156)
30.08% y con un menor porcentaje el grupo de cancer (CAC) 28.97% (Figura 11

B, C y A, area verde claro; respectivamente).

Los tumores para el rango entre 2.1-4 mm estuvieron presentes en el grupo que
recibio inhibidor (CAC+CPSI-156) 59.73%, le siguieron el grupo CAC con 57% vy el
grupo CAC+DMSO-MC con 50.96% para ese mismo rango (Figura 11 C, Ay B,

area azul; respectivamente).

Los tumores de rango entre 4.1-6 mm se presentaron en mayor porcentaje en el
grupo CAC con 14.01%, seguido del grupo con inhibidor CAC+CPSI-156 con
8.84% y por ultimo el grupo con vehiculo CAC+DMSO-MC con 4.80% (Figura 11

A, C y B, area rosa; respectivamente).

Finalmente, los tumores mas prominentes con tamafos de entre 6.1-8 mm
estuvieron presentes uUnicamente en los ratones con inhibidor (CAC+CPSI 156)
con 1.32 % (Figura 11 C, area violeta). Cabe destacar que, aunque el porcentaje
fue minimo, el resultado es importante si se considera que ninguno de los
intestinos analizados de los grupos CAC y CAC+DMSO-MC presentaron tumores

con este tamano.
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A) CAC ] 0-2mm B) CAC+DMSO-MC
0 21-4mm
] 4.1-6 mm
14.01% Il 6.1-83mm

28.97%

44.23%

50.96%

C)CAC + CPSI156

30.08%

59.73%

Figura 11. Porcentaje del tamafio de tumores. A) CAC, B) CAC+DMSO-MC, C)
CAC+CPSI-156. Promedios de tres experimentos independientes.

Analisis histolégico de los tumores

Para conocer el dafio celular a nivel morfolégico se realizaron cortes histoldgicos
de 5 uym de los intestinos gruesos en la parte media y distal (donde se presentaron
los tumores) después de los 68 dias, al final del experimento. Se buscé evaluar el
dano al epitelio intestinal que se ha asociado a la deformacién de criptas, con

presencia de infiltrado celular inflamatorio en cada uno de los grupos
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experimentales. Para tal caso se utilizd tincion Hematoxilina-Eosina (H&E) y

Hematoxilina-Eosina-azul Alcian (H-E&A).

En la figura 12-1 se muestra una imagen de un corte histolégico representativo de
cada grupo experimental. En la primera tincion H&E se muestra la estructura de
las criptas epiteliales de un ratén sano: el musculo, las submucosa y el epitelio
estan integros (Fig 12-1, Ay B). En el grupo CAC.se observé una deformacion de
criptas caracteristica de neoplasias de bajo grado y un infiltrado inflamatorio
adjudicado al proceso de carcinogénesis que se esta desarrollando. (Fig. 12-I, C y
D). En el grupo CAC-DMSO-MC la deformacion de las criptas del intestino permitio
detectar atipia citolégica en la mayoria de los nucleos, e incluso se aprecia
perfectamente un tumor de tipo velloso por la forma de crecimiento de las células
en la base del tumor. (Fig 12-1 E y F). El grupo administrado con el inhibidor
desarrollo neoplasias de alto grado que se definen por la deformacion total de las

células y la pérdida de polarizacién de los nucleos (Fig 12-1 G y H).

En la figura 12-11 se puede apreciar una tincion con H-E&A representativa de los
cortes histologicos de cada uno de los grupos experimentales. El azul alcian se
agrego para tefiir la mucina presente en las mucosas del intestino grueso, gracias
a ésta tincidbn se puedo observar con mayor precision la deformacion epitelial
asociada a la perdida de mucina. El grupo sano no presentd mucosa con pérdida
de mucina en las células epiteliales y por tanto el crecimiento y acomodo no tienen
alteracion (Fig 12-1l A y B); los intestinos del grupo CAC (Fig 12-Il C y D) y del
grupo CAC+DMSO-MC (Fig 12-1l E y F) mostraron crecimientos tumorales en los
cuales algunas células de la base aun presentan produccién de mucina (color
azul), pero conforme las células se alejan de la base van dejando de mostrar esta
caracteristica. En el caso del grupo administrado con el inhibidor en las células
tumorales de la neoplasia que se observo presentan muy baja o nula produccién
de mucina (color azul), y, por tanto, como ya se describié en la tincion H&E las
células presentan un crecimiento totalmente anormal y desproporcionado,

deformando asi el acomodo de las criptas.
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Figura 12. Cortes histologicos de 5 my, vistos a 10x y 20x. Para el caso de las dos tinciones.
En el grupc Sano se observa una morfologia del colon sin alteraciones: musculo i :
submucosa @ vy epitelio 4 (A, B). I) Tincidon hematoxilina-eosina (H-E). El grupo CAC
muestra una displasia de bajo grado —— en donde también hay poca deformidad de criptas (C
y D), pero ya se registra alto grado de infiltrado inflamatorio ‘ (D). El grupo CAC+DMSO-MC
presenta nucleos con atipia citologica O que comienzan a formar los primeros focos de criptas
aberrantes (E y F), este crecimiento de las células I:I es clasico de un crecimiento tumoral de
tipo velloso (F). El grupo del inhibidor (CAC+CPSI-156) muestra neoplasias de alto grado
(G y H), con deformacioén total de las criptas. <—— |ll) Tincion hematoxilina-eosina-azul
alcian (H-E&A). El grupo sano no muestra deficiencias o alteraciones en las células productoras
de mucina (fig. Ay B, color azul). En los grupo CAC (C y D) y CAC+DMSO-MC (E y F) soélo
algunas células de |la base aun presentan produccién de mucina (color azul). En el grupo CPSI-

156 las células tumorales de la neoplasia presentan pérdida importante de mucina en las células.
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Caracterizacion del infiltrado celular por Citometria de Flujo

MIF tiene propiedades de quimiocina, particularmente recluta células inmunes
como monocitos y células dendriticas con capacidad de presentar antigeno. Estas
células reclutadas por MIF promueven una respuesta Th1- inflamatoria capaz de
contener el crecimiento de las células malignas (67). Para tratar de explicar por
qué la inhibicién de MIF favorecié el crecimiento de los tumores colorectales es
que se evalud el reclutamiento de células inmunes en los distintos grupos
experimentales mediante citometria de flujo. Los eventos totales contabilizados

para cada tincién fue de 100 000 eventos (100%).

Se extrajeron las células de la lamina propia y se hizo una tincién con el marcador
de viabilidad 7AAD que nos ayudd a diferenciar las células vivas de células
muertas, y de ahi partimos para analizar los demas tipos celulares analizados (Fig.
13 A).

A continuacién, se muestra una comparacion en grafica de puntos (dot plots)
representativo para cada grupo, para macréfagos infiltrados (F4/80) y células
dendriticas (Cd11b) (Fig. 13 B). Las graficas muestran los porcentajes de eventos,

promedio de dos experimentos independientes.

La figura 13C es el grafico representativo para el porcentaje de eventos
registrados para macréfagos, puede apreciarse una variacion muy notable,
mientras que por un lado el grupo sano muestra un porcentaje de reclutamiento
muy bajo, en el grupo administrado con el vehiculo (CAC+DMSO-MC) el
porcentaje se dispara superando los porcentajes de los grupos CAC y CAC+CPSI-
156, estos grupos presentaron un porcentaje de reclutamiento similar que no

muestra diferencias estadisticamente significativas.

La figura 13 D representa el porcentaje de eventos registrados para células
dendriticas, el grupo sano muestra la barra con mayor porcentaje, en segundo
lugar el grupo CAC+DMSO-MC, seguido del grupo CAC, y con el menor
porcentaje de células dendriticas el grupo tratado con el inhibidor de MIF (CPSI-
156).
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Figura 13. Macréfagos y células dendriticas infiltradas. A) En el primer dot plot, la R1
muestra la regién de las células seleccionadas para trabajar. En el segundo dot plot se
observa el cuadrante seleccionado para las células vivas y en el tercer dot plot la R2 esta
sefialando las células positivas para CD11b. B) A partir de esta ultima region, en cada
grupo se evaluo CD11b+ contra F4/80+, la region | corresponde a los macréfagos y la
region Il a células dendriticas. Las graficas son representativas del porcentaje de eventos
por grupo C) macrofagos y D) células dendriticas.
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Para determinar la proporcion de células linfoides TC4+ y TCD8+ infiltradas en los
tumores se siguio la misma estrategia experimental. Se extrajeron las células de la
lamina propia y se hizo una tincion con el marcador de viabilidad 7AAD que nos
ayudo a diferenciar las células vivas de células muertas (Células 7AAD negativa
son las células vivas). De las células vivas se seleccioné la poblacion CD3+ y de
ésta poblacién se partié para analizar las subpoblaciones CD4+ y CD8+ (Fig. 14
A).

A continuacién, se muestra una comparacion en grafica de puntos (dot plots)
representativo para cada grupo, para TCD8+ (Fig. 14 C) y TCD4+ (Fig. 14 D). Las
graficas muestran los porcentajes de eventos, promedio de dos experimentos

independientes.

LA figura 14 C es el grafico para TCD8+; a barra con mayor porcentaje de eventos
corresponde al grupo CAC (verde), enseguida la barra del grupo sano (gris) y muy
similar a esta, la barra del grupo CAC+CPSI-156 (rosa), dejando con el menor

porcentaje de eventos al grupo CAC+DMSO-MC (azul).

La figura 14 D muestra los porcentajes de eventos para células TCD4+; en este
caso, también, el mayor porcentaje de eventos se registré en el grupo CAC (barra
verde), seguido de la barra azul correspondiente al grupo CAC+DMSO-MC,
enseguida el grupo CAC+CPSI-156 (barra rosa) y con el menor porcentaje de

eventos presentes para el grupo sano.
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Figura 14. Linfocitos TCD4+ y TCD8+. A) En el primer dot plot, la R1 muestra la region de
las células seleccionadas para trabajar. En el segundo dot plot se observa el cuadrante
seleccionado para las células vivas y en el tercer dot plot la R2 esta sefialando las células
positivas para CD3+ (Linfocito). B) A partir de esta ultima regién, en cada grupo se evaluo
CD8+ contra CD4+, la region | corresponde a los Linfocitos TCD8+ y la region Il a Linfocitos
TCD4+. C) Grafica representativa del porcentaje de células TCD8+ y D) grafica
representativa del porcentaje de células TCD4+. n=3 de un experimento.
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Determinacion de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias por RT-PCR

Finalmente se evaluaron, por RT-PCR, los transcritos de algunas citocinas
importantes en el proceso inflamatorio, como TNF-a, IL1B3, IFN-y; y como citocina

reguladora anti-inflamatoria, la IL-10 (Fig. 15).

A continuacion se muestra el gel con las bandas expresadas para cada citocina,
estas se evaluaron mediante densitometria, comparando la expresion de cada

banda con el gen constitutivo utilizado para los tres grupos: GAPDH.

o0
2| [g][88
GAPDH
IL-10
IFN-y
TNF a
IL-18

Figura 15. Transcritos de genes de citocinas. Gel de agarosa al 2% que muestra la
expresion de las bandas para cada citocina evaluada, n= 3-4.

~ 42 ~



Como se muestra en la figura 16 A, el transcrito para TNF-a se observd sobre
expresado en el grupo CAC respecto al grupo Sano. Es de destacar que no se

expreso en el grupo tratado con el inhibidor (CAC+CPSI-156).

El transcrito para IL-IB si se encontrd en los tres grupos, pero la expresion en el
grupo CAC fue basal, similar al grupo Sano. El grupo tratado con el inhibidor
(CAC+CPSI-156) presentd sobre expresion de transcrito de IL-13 comparado con
el grupo Sano y CAC (Fig. 16 B).

El transcrito para el IFN-y se observé sobre-expresado en el grupo CAC
comparado con el grupo Sano. En el grupo con inhibidor (CAC+CPSI-156) no se
observo una sobreexpresion estadisticamente significativa respecto al grupo Sano
(Fig. 16 C).

El transcrito de la citocina anti-inflamatoria IL-10 fue detectado en el grupo Sano
pero la expresion de éste se perdid en los grupos de ratones inducidos con cancer
(CAC y CAC+CPSI-156) (Fig. 16 D).

A pesar de las diferencias descritas en la parte superior en ninguno de los casos
fueron estadisticamente significativas cuando se aplico la prueba t—student para
comparar individualmente el grupo CAC contra el grupo CAC+CPSI-156.
Probablemente a que la n utilizada fue muy pequefa (n=2), por lo que sera
necesario ampliar el tamano de muestra para poder hacer conclusiones

verdaderas.
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Figura 16. Expresion del RNAm de citocinas, en relacion a GAPDH. Las barras
representan la relacion de la concentracion de los transcritos para las citocina pro-
inflamatorias; A) TNF-a, B) IL-IB, C) IFN-y y el transcrito para la citocina anti-inflamatorias
D) IL-10; comparadas con la concentracion del gen constitutivo GAPDH. Promedio de
muestras de dos experimentos independientes (*=P<0.05).
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DISCUSION

Los diversos esfuerzos por describir y analizar la participacion de MIF en distintos
tipos de cancer han mostrado resultados contradictorios. En el caso del cancer
colorectal asociado a colitis (CAC), algunos reportes han relacionado la sobre-
expresion de MIF con un mal prondstico (53) (47). Mientras que en otros casos se
ha sugerido que la presencia de MIF es benéfica para controlar la proliferacién de

células cancerigenas (38).

Hay que destacar que en estos estudios los modelos experimentales estan
basados en la implantacion de células cancerigenas o son trabajos con modelos
desarrollados in vitro, que en cualquiera de los casos utilizan lineas celulares del
cancer a estudiar. Asi, tenemos que el ambiente que se propicia en el cultivo
celular, o por la implantacién de células de linea celular cancerigena en un modelo
animal puede generar caracteristicas y condiciones diferentes, que pueden llevar a
resultados contradictorios. Sobre todo cuando en el modelo experimental no se
contemplan todos los factores involucrados en el desarrollo o control del cancer,

como seria la respuesta inmune del organismo.

En este sentido, el cancer estudiado in vitro o generado por implantacion de linea
celular esta en desventaja con aquel cancer que se induce de novo en modelos
animales para estudiar la participacién de una molécula en particular, bajo las
condiciones mas reales posibles de un cancer con todos los factores inmunes o no

inmunes involucrados en su desarrollo.

El modelo murino utilizado para este proyecto consiste en la induccion de cancer
de colon con una inyeccion de azoximetano y una simulacion de colitis ulcerativa.
Una vez asimilado el azoximetano, es metabolizado en el higado por el citocromo
P450 que transforma el grupo metil del azoximetano en metilazoximetanol (MAM).
Este produce especies alquilantes que via bilis viajan al intestino; ahi la alquilacion
del DNA en células madre provoca que la guanina se convierta en 06-Metilguanina

o0 04-Metilguanina, éstas causan mutaciones directas a genes que estan
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implicados en algunas vias de sefializacién cémo es el caso de B-catenina y APC

que en humanos son los responsables del cancer colorectal (66).

Por otra parte, la colitis ulcerativa es uno de los principales factores de riesgo para
padecer CAC; se caracteriza por la inflamacion cronica del tracto gastroitestinal
(68), alterando principalmente la secrecion de la mucosa del coléon (69). En
nuestro modelo, aunado al dafio quimico generado por el azoximetano, la colitis
inducida con tres periodos de DSS via oral, genera ciclos recurrentes de
inflamacién intestinal. Estos ciclos de inflamacion aumentan la probabilidad de una
transformacién eventual de las células epiteliales en células cancerigenas

resultando un modelo de CAC semejante al que se desarrolla en humanos (70).

Los principales sintomas clinicos de pacientes con CAC incluyen una considerable
baja de peso y la presencia de diarrea, acompanada de un sangrado rectal (71),
(72). El modelo presenta las mismas caracteristicas, pasado el primer ciclo de
DSS empiezan a aparecer estos primeros sintomas y se agudizan en el segundo y

tercer ciclo.

Por las razones descritas arriba, creemos que el modelo murino de CAC inducido
con azoximetano-DSS es el mejor modelo para estudiar la participacion de MIF en
el desarrollo y patologia del CAC, ya que se asemeja al CAC humano. Y no deja
fuera ninguno de los factores bioldgicos involucrados en la génesis y desarrollo del
CAC.

En esta tesis abordamos el estudio de la participacion de MIF en el CAC utilizando
ratones BALB/c que se les indujo CAC con azoximetano-DSS, a un grupo se le
administrd, via oral, inhibidor sintético de MIF CPSI-156 (CAC+CPSI-16); un grupo
con cancer que no recibié el inhibidor (CAC), un grupo con cancer recibioé vehiculo
(CAC+DMSO-MC) y ratones sanos (S), estos tres ultimos grupos se utilizaron

como controles.

Como se mostro en los resultados, el grupo de ratones con CAC+CPSI-156 fue el
grupo que presentd sintomas clinicos mas severos, caracteristicos de esta

enfermedad, como pérdida de peso, diarrea y sangrado rectal comparados con los
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grupos controles CAC y CAC+DMSO-MC que presentaron sintomas clinicos
menores. Estas observaciones estuvieron de acuerdo con el tamafo de los
intestinos del grupo CAC+CPSI-156, que fueron considerablemente mas cortos
asociado a un numero mayor de tumores y mas grandes (6.1-8 mm) comparados
con los grupos CAC y CAC+DMSO-MC.

El analisis histolégico de los tumores del grupo que recibié el inhibidor
(CAC+CPSI-156) demostro que las criptas del intestino grueso estaban alteradas y
totalmente modificadas con formacion de tumores mas desarrollados, es decir,
neoplasias de alto grado. Mientras que el grupo CAC y CAC+DMSO-MC
presentaron displasia de bajo grado y medio, respectivamente, con formacién

media de focos de criptas aberrantes y distintos crecimientos de pélipos.

Segun la evaluacion mediante la escala Dukes (73), los tumores del grupo del
inhibidor podrian encontrarse entre el estadio B1, donde el cancer se encuentra en
parte de la pared del recto y del colon pero no lo traspasa o el estadio B2, donde
el tumor se extiende en toda la pared del colon y del recto pero no invade los
ganglios linfaticos. Mientras que el grupo CAC+DMSO-MC podria estar en la
escala B1 y el grupo CAC podriamos ubicarlo en la etapa A porque solo presenta
neoplasias de bajo grado (38) (74). Asi tendriamos que los de peor prondstico y
mayor malignidad serian los tumores desarrollados en los ratones tratados con
CPSI-156, esto debido a que un 90% de pacientes humanos con cancer gastrico
en etapa A, puede sobrevivir mas de 5 anos, contrario a que un 70% de los
pacientes en etapa B no rebasan los 5 afios de sobrevida (75), comparado con
los ratones significaria que los ratones tendrian no los 5 afios que se considera

para humanos, sino mucho menos esperanza de vida.

El inhibidor sintético de MIF, CPSI-156 actua impidiendo la unién de MIF con su
receptor CD74, deteniendo asi sus actividades biolégicas como reclutador de
células y citocina proinflamatoria (76). Por lo tanto un cuestionamiento de este
trabajo surge porque en este grupo se esperaria que al inhibir MIF la inflamacion
disminuyera y, por lo tanto la progresién tumoral también (si consideramos la

inflamacion como un detonante del cancer).
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Conroy y col. en 2010 (77) describen que MIF actua como promotor directo de la
tumorigénesis, inhibiendo el gen p53, que es el encargado de mediar la apoptosis
y detener el ciclo celular para reparar los dafios del DNA, por lo tanto la inhibicién
de p53 interfiere con la estabilidad gendmica y permite la supervivencia vy
proliferacion celular. Nuestros resultados no van de acuerdo con esta observacion
ya que la inhibicion de MIF impacto6 en el desarrollo exacerbado de la enfermedad,
por tanto podriamos explicarlo en el contexto de que MIF tiene la propiedad de
quimiocina, es decir es un importante reclutador de células. Las quimiocinas son
un grupo de pequefias moléculas protéicas (8-14 KDa) con caracteristicas
bioquimicas comunes y funcionan como quimioatrayentes para leucocitos,
reclutando monocitos, neutrdfilos y otras células efectoras del sistema inmune a
los sitios de infeccidn e inflamacién (29). Recientemente se ha descrito que MIF
favorece el reclutamiento de leucocitos en el desarrollo de |la ateroesclerosis (67) y
juega un papel crucial en el reclutamiento de monocitos en el tejido adiposo en la
obesidad (78).

En este mismo contexto, es bien sabido que en la respuesta inflamatoria los
neutrofilos son las primeras células en ser reclutadas, seguidas de los monocitos
que se diferencian en macrofagos, acompanados de células dendriticas vy
linfocitos. Una vez reclutadas y activadas en el sitio del dano, estas células son la
principal fuente de factores de crecimiento, citocinas e interleucinas (31). Debido a
que MIF es una quimiocina, y el reclutamiento celular puede influir en desarrollo
del cancer se buscdé caracterizar el infiltrado celular en el tejido tumoral de los

grupos experimentales.

El analisis del infiltrado celular mostré que el reclutamiento de macréfagos
(F4/80+) y linfocitos citotoxicos (TCD8+) en el grupo CAC+CPSI-156 fue similar al
reclutamiento del grupo con CAC, no hubo diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, el porcentaje de células dendriticas y linfocitos
colaboradores (TCD4+) fue significativamente menor en el grupo CAC+CPSI-156
comparado con los grupos CAC y CAC+DMSO-MC. Estos resultados son
parecidos a los obtenidos por Choi, et al., 2015, en otro modelo murino de cancer
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de colon (62). Ellos reportaron niveles disminuidos de células TCD4+ y células
TCD8+ en ratones Mif-/-, en comparacién con ratones Mif+/+, pero contrario a
nuestros resultados ellos observaron disminuido el numero de tumores en los
ratones Mif-/-. Cabe destacar que en ese modelo de cancer de colon, los tumores
fueron inducidos con células de la linea celular CT26 de cancer de colon, y fueron
ratones genéticamente deficientes de MIF (Mif-/-), diferencias que pudieron influir

para obtener un resultado, en cuanto al desarrollo de tumores, diferente al nuestro.

Entonces, nuestros resultados indican que la inhibicion de MIF influyé en el
reclutamiento de células dendriticas y linfocitos TCD4+ que se vieron disminuidos
en la patologia. Para averiguar si esta disminucion celular afectdé el microambiente
de citocinas se determinaron por RT-PCR los transcritos de las citocinas
inflamatorias IFN-y, IL-18 y TNF-a, y de la citocina anti-inflamatoria reguladora IL-
10. El grupo CAC+CPSI-156 no mostré expresion del transcrito de TNF-a y tuvo
niveles disminuidos de IFN-y. Este resultado esta de acuerdo con el hecho de que
MIF es un promotor de la expresion de algunas citocinas pro-inflamatorias, asi la
inhibicion de MIF, inhibié la produccién de IFN-y y TNF-a. Fue de llamar la
atencion que la citocina anti-inflamatoria IL-10 estuviera también ausente en el
grupo CAC+CPSI-156 esto porque se esperaria que al disminuir las citocinas
inflamatorias IFN-y y TNF-a estuviera presente la anti-inflamatoria IL-10. Este
hecho podria hacer pensar que el inhibidor tuvo efecto inhibitorio a todos los
niveles, sin embargo esta posibilidad se descarté debido a que el grupo
CAC+CPSI-156 tuvo sobre expresion del transcrito para la IL-I, por encima de los

grupos: Sano y CAC.

Las citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y estimulan la fase aguda de la
reaccion inflamatoria aunque cuando estan presentes de manera continua y
exacerbada son los principales mediadores de las enfermedades de inflamacion
cronica (79). Ademas, TNF-a media la adherencia de los leucocitos al endotelio
vascular, asi restringe y dirige los leucocitos en areas especificas a reparar (31).
Por otro lado, IL-1B es una citocina pro-inflamatoria producida principalmente por

macrofagos activados, en cancer se ha reportado que participa de manera activa
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para inducir y mantener la sefalizacién y el crecimiento de las células tumorales

via candnica Wnt, a través de la inactivacion de GSK3 (80) (81).

En el grupo CAC+CPSI-156, en el que el numero y tamafio de tumores fue mayor
comparado con los otros grupos con cancer, el transcrito para TNF-a estuvo
disminuido, si consideramos las propiedades de atraer leucocitos atribuidas a
TNF-a, la reduccion de la expresion del mismo explica la reduccion en el
porcentaje de células TCD4+ y CD observada en el grupo CAC+CPSI-156.
Mientras que el transcrito de IL-1B8 estuvo aumentado en el mismo grupo, esto

podria estar relacionado con el mayor numero de tumores desarrollados en este

grupo.

La IL-10 es una citocina reguladora producida por las células Th2, células B,
células tumorales y macréfagos, y es un potente inhibidor de las citocinas pro-
inflamatorias, incluyendo IL-18. En este sentido, el incremento en el transcrito de
IL-18 observado en el grupo CAC+CPSI-156 pudo estar influenciado por la
ausencia de IL-10, ya que no se observo expresion del transcrito, por lo menos de
manera local en tejido tumoral. Algo parecido se ha observado en ratones IL-10-/-
inducidos con enterocolitis, donde la enfermedad se mantiene perpetua por la
produccion incontrolada de citocinas pro-inflamatorias como IL-13, e IL-6, ante la
ausencia de IL-10 (80).

Tenemos entonces que, la respuesta inflamatoria requiere del reclutamiento de
diversos tipos celulares capaces de desencadenar el proceso inflamatorio
mediante la produccién de citocinas pro-inflamatorias. Por otro lado, estas células
reclutadas también participan en la eliminacion y reparacion de tejidos dafiados.
Para el caso de cancer, los macréfagos y CD son las células que se reconocen
que contribuyen a detener o por lo menos contener la diseminacion del cancer (82)
(75).

Asi, la desregulacion de cualquiera de los factores que participan en la respuesta
dada en este microambiente puede conducir a anomalias y, en definitiva producir

o permitir el desarrollo de una patogénesis (31). Entonces con estos resultados y
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hasta este momento podemos decir que al inhibir MIF no se da una correcta

respuesta del sistema inmunoldgico.

Cabe destacar que MIF es un elemento indispensable en la respuesta inflamatoria
debido a que, una de sus funciones es de citocina pro-inflamatoria que promueve
la produccién de otras citocinas inflamatorias, como TNF-a IL-1p e IL-6 (37) . Pero
otra de sus funciones, igualmente importante es la de quimiocina que ayuda al
reclutamiento de macréfagos, linfocitos y CD, mediando asi, la respuesta
inflamatoria desde distintos frentes (37). En este trabajo al inhibir MIF con el
compuesto CPSI-156, en la fase inicial del desarrollo de los tumores (dia 40), el
reclutamiento de células que infiltran al tumor se vi6 disminuido, al menos el
reclutamiento de los lintocitos T CD4+ y CD. Junto con una disminucién importante

en la produccién de la citocina inflamatoria TNF-a.

La aplicacion del inhibidor comenzé en el dia 40, tiempo aproximado de la
aparicion de los primeros tumores para el modelo murino segun lo reportado por
Neufert et al. en 2004 (66) y momento, también, en el que hubo una franca
inflamacion y el reclutamiento celular se hizo evidente. En este punto, el fenémeno
inflamacioén-infiltrado, favorecido por MIF, parece contribuir a contener el
crecimiento tumoral, ya que cuando MIF se inhibié con CPSI-156 los tumores
crecieron en mayor numero y progresaron a su forma mas “maligna”.
Confirmando, entonces, que el proceso inflamatorio y la presencia de células
efectoras resultan benéficas para contener el desarrollo tumoral en una fase

inicial.

Aunque MIF ha sido propuesto como un blanco terapéutico en el cancer de colon
asociado a colitis, basado en sus propiedades pro-inflamatorias que favorecerian
el cancer (83) los resultados de este trabajo demuestran que la presencia de MIF

en el punto inicial del cancer es importante para contener el mismo.

Los resultados de este trabajo de tesis son contrarios a los resultados observados
cuando se utilizé CPSI-1306 (analogo de CPSI-156) para controlar la progresion

tumoral en un modelo murino de cancer de vejiga. La diferencia con el modelo
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presentado aqui es que es otro tipo de cancer y el inhibidor fue aplicado alrededor
de las semanas 16-22, cuando los tumores ya estaban bien establecidos, y
observaron que el inhibidor actu6 de manera favorable, revirtio la progresion
tumoral de alto grado (55). De igual manera, se ha reportado que al inhibir MIF con
anticuerpo monoclonales anti-MIF, los tumores de cancer colorrectal inducidos con
la implantacion de células CT26 disminuyen alrededor de los dias 15-22 después
del tratamiento (60). Es justo volver a mencionar que estas caracteristicas difieren
del modelo utilizado en este trabajo, debido a que el cancer es inducido con lineas
celulares, recordemos que el proceso de desarrollo de éste tipo de cancer es
diferente, ya que las células por si mismas ya estan transformadas, el desarrollo
de la patologia en los ratones es mas rapido y agresivo, y la inhibicion de MIF se
hizo en etapas avanzadas del cancer establecido a partir de las células
cancerigenas bien definidas, provenientes de la linea celular, Este tipo de modelo
de cancer de colon, con células implantadas, no permite analizar la participacion

de MIF en la transformacion celular y el desarrollo tumoral desde un principio.

Entonces, en conjunto nuestros resultados sugieren que MIF actua como molécula
que promueve el proceso inflamatorio y el reclutamiento de células; ambos
indispensables para contener la transformacién celular, o detener el desarrollo de
polipos inflamatorios que tienen el riesgo de convertirse en adenomas y

posteriormente en carcinoma establecido.
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CONCLUSIONES

e El modelo utilizado en este proyecto es viable para estudiar desde su origen
el cancer de colon asociado a colitis, ya que se asemeja a la patologia de
un paciente humano.

e La ausencia de MIF impacté en una mayor recurrencia de signos clinicos
caracteristicos del cancer de colon en el grupo tratado con el inhibidor
CPSI-156.

e La ausencia de MIF favoreci® un mayor acortamiento de los intestinos
asociado a un numero mayor de tumores.

e La ausencia de MIF provocd tumores mas malignos y mayor dafio en la
morfologia de las criptas del intestino grueso de los ratones tratados con el
inhibidor.

e MIF juega un papel importante en el desarrollo de la respuesta inmune
inflamatoria y el reclutamiento de células inmunes importantes para
contener el desarrollo inicial del cancer esto se comprobd gracias a que el
inhibidor de MIF CPSI-156, afecté de forma negativa el reclutamiento de
células TCD4+ y células dendriticas en el sitio tumoral, asi como la

disminucién en el transcrito para TNF-a e IL-10 en el sitio tumoral.

Con esto concluimos que MIF, como se describié anteriormente, tiene distintas
funciones, es decir, dependiendo de la etapa de desarrollo en que se

encuentre el cancer actua de forma diferente.
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PERSPECTIVAS

1. Analizar los niveles de la proteina MIF en todos los grupos experimentales
a lo largo del desarrollo del modelo murino de cancer de colon asociado a
colitis por azoximetano.

2. Determinar el porcentaje de apoptosis en el sitio tumoral en todos los
grupos experimentales, en etapas tempranas, dia 45-48 (5-8 después de la
administracion del inhibidor) y al final del modelo de cancer de colon. Con la
finalidad de establecer si existe algun efecto apoptotico inducido por el
inhibidor.

3. Caracterizar por histologia el efecto del inhibidor de MIF, CPSI-156 en la
morfologia de las criptas en etapas mas tempranas dia 45-48 (5-8 dias
después de la administracion del inhibidor). Para establecer si el inhibidor
impacta en el desarrollo tumoral de forma inmediata.

4. Caracterizar por citometria de flujo el efecto del inhibidor de MIF, CPSI-156
en el infiltrado celular en etapas mas tempranas dia 45-48 (5-8 después de
la administracion del inhibidor). Con el fin de establecer si el inhibidor afecta
el reclutamiento celular significativamente en este punto.

5. Administrar MIF recombinante en etapas avanzadas del cancer colorectal

para estudiar su efecto en este punto.

~ 54 ~



Literatura citada

1. WHO. Cancer Fact sheet N°297. 2015 [updated February 2015; cited 2015 November 30];
Available from: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/.

2. Society AC. Cancer colorrectal: Guia detallada 2014.

3. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. cell. 2011;144(5):646-
74.

4, Plus M. Intestino grueso.
https://medlineplus.gov/spanish/ency/esp_imagepages/19220.htm2015 [cited 2016].

5. Ramos-Solano M, Alvarez-Zavala M, Garcia-Castro B, Jave-Sudrez L, Aguilar-Lemarroy A.

[Wnt signalling pathway and cervical cancer]. Revista médica del Instituto Mexicano del Seguro
Social. 2015;53:5218.

6. Witsch E, Sela M, Yarden Y. Roles for growth factors in cancer progression. Physiology.
2010;25(2):85-101.

7. Lemmon MA, Schlessinger J. Cell signaling by receptor tyrosine kinases. cell.
2010;141(7):1117-34.

8. Hynes NE, MacDonald G. ErbB receptors and signaling pathways in cancer. Current opinion
in cell biology. 2009;21(2):177-84.

9. Cheng N, Chytil A, Shyr Y, Joly A, Moses HL. Transforming growth factor-f signaling—

deficient fibroblasts enhance hepatocyte growth factor signaling in mammary carcinoma cells to
promote scattering and invasion. Molecular Cancer Research. 2008;6(10):1521-33.

10. Perona R. Cell signalling: growth factors and tyrosine kinase receptors. Clinical and
Translational Oncology. 2006;8(2):77-82.

11. Sherr CJ, McCormick F. The RB and p53 pathways in cancer. Cancer cell. 2002;2(2):103-12.

12. Burkhart DL, Sage J. Cellular mechanisms of tumour suppression by the retinoblastoma
gene. Nature Reviews Cancer. 2008;8(9):671-82.
13. Galluzzi L, Kroemer G. Necroptosis: a specialized pathway of programmed necrosis. cell.

2008;135(7):1161-3.

14. Levine B, Kroemer G. Autophagy in the pathogenesis of disease. cell. 2008;132(1):27-42.
15. Mathew R, Karantza-Wadsworth V, White E. Role of autophagy in cancer. Nature Reviews
Cancer. 2007;7(12):961-7.

16. Mizushima N. Autophagy: process and function. Genes & development. 2007;21(22):2861-
73.

17. White E, Karp C, Strohecker AM, Guo Y, Mathew R. Role of autophagy in suppression of
inflammation and cancer. Current opinion in cell biology. 2010;22(2):212-7.

18. Baeriswyl V, Christofori G, editors. The angiogenic switch in carcinogenesis. Seminars in
cancer biology; 2009: Elsevier.

19. Bergers G, Song S. The role of pericytes in blood-vessel formation and maintenance.
Neuro-oncology. 2005;7(4):452-64.

20. Ferrara N. Vascular endothelial growth factor. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular
biology. 2009;29(6):789-91.

21. Hanahan D, Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch during
tumorigenesis. cell. 1996;86(3):353-64.

22. Fidler 1). The pathogenesis of cancer metastasis: the'seed and soil'hypothesis revisited.
Nature Reviews Cancer. 2003;3(6):453-8.

23. Talmadge JE, Fidler IJ. AACR centennial series: the biology of cancer metastasis: historical

perspective. Cancer research. 2010;70(14):5649-69.
24. Jones PA, Baylin SB. The epigenomics of cancer. cell. 2007;128(4):683-92.

~55 ~


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/

25. DeBerardinis RJ, Lum JJ, Hatzivassiliou G, Thompson CB. The biology of cancer: metabolic
reprogramming fuels cell growth and proliferation. Cell metabolism. 2008;7(1):11-20.

26. Hsu PP, Sabatini DM. Cancer cell metabolism: Warburg and beyond. cell. 2008;134(5):703-
7.

27. Jackson SP, Bartek J. The DNA-damage response in human biology and disease. Nature.
2009;461(7267):1071-8.

28. Kastan MB. DNA Damage Responses: Mechanisms and Roles in Human Disease 2007 GHA
Clowes Memorial Award Lecture. Molecular Cancer Research. 2008;6(4):517-24.

29. Abbas Abul K, H. Lichtman Andrew, and S. Pober Jordan. Inmunologia celular y molecular.
edicion a, editor2002. p.p 13 p.
30. Balkwill F, Charles KA, Mantovani A. Smoldering and polarized inflammation in the

initiation and promotion of malignant disease. Cancer cell. 2005;7(3):211-7.
31. Coussens LM, Werb Z. Inflammation and cancer. Nature. 2002;420(6917):860-7.

32. Candido J, Hagemann T. Cancer-related inflammation. Journal of clinical immunology.
2013;33(1):79-84.
33. Houghton J, Stoicov C, Nomura S, Rogers AB, Carlson J, Li H, et al. Gastric cancer

originating from bone marrow-derived cells. Science. 2004;306(5701):1568-71.

34. Greten FR, Eckmann L, Greten TF, Park JM, Li Z-W, Egan LJ, et al. IKKB links inflammation
and tumorigenesis in a mouse model of colitis-associated cancer. cell. 2004;118(3):285-96.

35. Pikarsky E, Porat RM, Stein I, Abramovitch R, Amit S, Kasem S, et al. NF-kB functions as a
tumour promoter in inflammation-associated cancer. Nature. 2004;431(7007):461-6.

36. IBANEZ DJM, CIENTIFICO I. Nuevos marcadores genéticos de predisposicion a la
enfermedad inflamatoria intestinal. 2008.
37. Calandra T, Roger T. Macrophage migration inhibitory factor: a regulator of innate

immunity. Nature reviews immunology. 2003;3(10):791-800.

38. Legendre H, Decaestecker C, Nagy N, Hendlisz A, Schiiring M-P, Salmon |, et al. Prognostic
values of galectin-3 and the macrophage migration inhibitory factor (MIF) in human colorectal
cancers. Modern pathology. 2003;16(5):491-504.

39. Hofmanova J, Strakova N, Vaculovad AH, Tylichova Z, Safafikovd B, Skender B, et al.
Interaction of dietary fatty acids with tumour necrosis factor family cytokines during colon
inflammation and cancer. Mediators of inflammation. 2014;2014.

40. Kolligs FT, Bommer G, Goke B. Wnt/beta-catenin/tcf signaling: a critical pathway in
gastrointestinal tumorigenesis. Digestion. 2002;66(3):131-44.

41. Ramos-Solano M, Alvarez-Zavala M, Garcia-Castro B, Jave-Sudrez LF, Aguilar-Lemarroy A.
Via de sefializacién Wnt y cancer cervicouterino.

42. Clevers H. Wnt/B-catenin signaling in development and disease. cell. 2006;127(3):469-80.
43. Polakis P. Wnt signaling and cancer. Genes & development. 2000;14(15):1837-51.

44, Dunn GP, Bruce AT, lkeda H, Old LU, Schreiber RD. Cancer immunoediting: from
immunosurveillance to tumor escape. Nature immunology. 2002;3(11):991-8.

45. Schreiber RD, Old LJ, Smyth MJ. Cancer immunoediting: integrating immunity’s roles in
cancer suppression and promotion. Science. 2011;331(6024):1565-70.

46. Rosenstein Y, Garcia-Garcia E, Becker I. MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES DE LA
RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA.

47. Naito Y, Saito K, Shiiba K, Ohuchi A, Saigenji K, Nagura H, et al. CD8+ T cells infiltrated
within cancer cell nests as a prognostic factor in human colorectal cancer. Cancer research.
1998;58(16):3491-4.

48, He X-X, Chen K, Yang J, Li X-Y, Gan H-Y, Liu C-Y, et al. Macrophage migration inhibitory
factor promotes colorectal cancer. Molecular Medicine. 2009;15(1-2):1.

~56 ~



49. Zaidi MR, Merlino G. The two faces of interferon-y in cancer. Clinical Cancer Research.
2011;17(19):6118-24.

50. Lin W-W, Karin M. A cytokine-mediated link between innate immunity, inflammation, and
cancer. The Journal of clinical investigation. 2007;117(5):1175-83.

51. CALLEJA QUEVEDO EA. EFECTO DE LA CARENCIA DEL GEN PARA MIF Y DEL TRATAMIENTO
CON LOS AINES DICLOFENACO Y NIMESULIDE EN EL HUESO ALVEOLAR 2010.

52. Fingerle-Rowson G, Kaleswarapu DR, Schlander C, Kabgani N, Brocks T, Reinart N, et al. A
tautomerase-null macrophage migration-inhibitory factor (MIF) gene knock-in mouse model
reveals that protein interactions and not enzymatic activity mediate MIF-dependent growth
regulation. Molecular and cellular biology. 2009;29(7):1922-32.

53. Kithcart AP, Cox GM, Sielecki T, Short A, Pruitt J, Papenfuss T, et al. A small-molecule
inhibitor of macrophage migration inhibitory factor for the treatment of inflammatory disease.
FASEB journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology. 2010;24(11):4459-66. Epub 2010/07/14.

54. Sanchez-Zamora Y, Terrazas LI, Vilches-Flores A, Leal E, Juarez |, Whitacre C, et al.
Macrophage migration inhibitory factor is a therapeutic target in treatment of non-insulin-
dependent diabetes mellitus. The FASEB Journal. 2010;24(7):2583-90.

55. Choudhary S, Hegde P, Pruitt JR, Sielecki TM, Choudhary D, Scarpato K, et al. Macrophage
migratory inhibitory factor promotes bladder cancer progression via increasing proliferation and
angiogenesis. Carcinogenesis. 2013;34(12):2891-9.

56. Meyer-Siegler KL, Iczkowski KA, Leng L, Bucala R, Vera PL. Inhibition of macrophage
migration inhibitory factor or its receptor (CD74) attenuates growth and invasion of DU-145
prostate cancer cells. The Journal of Immunology. 2006;177(12):8730-9.

57. Bernhagen J, Krohn R, Lue H, Gregory JL, Zernecke A, Koenen RR, et al. MIF is a noncognate
ligand of CXC chemokine receptors in inflammatory and atherogenic cell recruitment. Nature
medicine. 2007;13(5):587-96.

58. Bucala R, Donnelly SC. Macrophage migration inhibitory factor: a probable link between
inflammation and cancer. Immunity. 2007;26(3):281-5.

59. Lee H, Rhee H, Kang HJ, Kim H-S, Min BS, Kim NK, et al. Macrophage migration inhibitory
factor may be used as an early diagnostic marker in colorectal carcinomas. American journal of
clinical pathology. 2008;129(5):772-9.

60. Ogawa H, Nishihira J, Sato Y, Kondo M, Takahashi N, Oshima T, et al. An antibody for
macrophage migration inhibitory factor suppresses tumour growth and inhibits tumour-associated
angiogenesis. Cytokine. 2000;12(4):309-14.

61. Short AE. The Role of MIF Production by B Lymphocytes in Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis. 2010.

62. Choi S, Kim H-R, Leng L, Kang |, Jorgensen WL, Cho C-S, et al. Role of macrophage
migration inhibitory factor in the regulatory T cell response of tumor-bearing mice. The Journal of
Immunology. 2012;189(8):3905-13.

63. Ramireddy L, Chen WTL, Peng CT, Hu RM, Ke TW, Chiang HC, et al. Association between
genetic polymorphism of the MIF gene and colorectal cancer in Taiwan. Journal of clinical
laboratory analysis. 2015;29(4):268-74.

64. Thais Sielecki-Dzurdz VFDLC. Compounds, compositions, processes of making, and
methods of use related to inhibiting macrophage migration inhibitory factor 2013 [cited 2016];
Available from: http://www.google.com/patents/US20130225586.

65. Junquera P. ISOXAZOLINAS para uso veterinario en perros contra pulgas y garrapatas. 2016
[cited 2016].

~57 ~


http://www.google.com/patents/US20130225586

66. Neufert C, Becker C, Neurath MF. An inducible mouse model of colon carcinogenesis for
the analysis of sporadic and inflammation-driven tumor progression. Nature protocols.
2007;2(8):1998-2004.

67. van der Vorst EP, Doring Y, Weber C. Chemokines and their receptors in Atherosclerosis.
Journal of molecular medicine. 2015;93(9):963-71.

68. Bamias G, Nyce MR, Sarah A, Cominelli F. New concepts in the pathophysiology of
inflammatory bowel disease. Annals of internal medicine. 2005;143(12):895-904.

69. Atreya R, Neurath MF. Involvement of IL-6 in the pathogenesis of inflammatory bowel
disease and colon cancer. Clinical reviews in allergy & immunology. 2005;28(3):187-95.
70. Triantafillidis JK, Nasioulas G, Kosmidis PA. Colorectal cancer and inflammatory bowel

disease: epidemiology, risk factors, mechanisms of carcinogenesis and prevention strategies.
Anticancer research. 2009;29(7):2727-37.

71. Martinez Cedillo J. Sociedad Mexicana de Oncologia, AC. Gamo. 2007;6(3).

72. Mujer PS. Todo sobre Cancer Colorrectal. 2015.

73. Medicina syb. Cancer de «colon. 2015 [cited 2016]; Available from:
http://www.dmedicina.com/enfermedades/cancer/cancer-de-colon.html.

74. Arévalo F, Aragén V, Alva J, Perez Narrea M, Cerrillo G, Montes P, et al. Pdlipos
colorectales: actualizacién en el diagndstico. Revista de Gastroenterologia del Peru.
2012;32(2):123-33.

75. Funada Y, Noguchi T, Kikuchi R, Takeno S, Uchida Y, Gabbert HE. Prognostic significance of
CD8+ T cell and macrophage peritumoral infiltration in colorectal cancer. Oncology reports.
2003;10(2):309-13.

76. Al-Abed Y, inventor; Isoxazoline compounds having MIF antagonist activity 2011 february
2015.

77. Conroy H, Mawhinney L, Donnelly S. Inflammation and cancer: macrophage migration
inhibitory factor (MIF)—the potential missing link. Qjm. 2010;103(11):831-6.

78. Kim B-S, Pallua N, Bernhagen J, Bucala R. The macrophage migration inhibitory factor

protein superfamily in obesity and wound repair. Experimental & molecular medicine.
2015;47(5):e161.

79. Rivera LEC, Cabrera SAM, Ramos AP. Participacién de la interleucina 1B (IL-1B) en
periodontitis. Revista Odontolégica Mexicana. 2007;11(4):185-200.

80. Klampfer L. Cytokines, inflammation and colon cancer. Current cancer drug targets.
2011;11(4):451.

81. Kaler P, Augenlicht L, Klampfer L. Macrophage-derived IL-1B stimulates Wnt signaling and
growth of colon cancer cells: a crosstalk interrupted by vitamin D3. Oncogene. 2009;28(44):3892-
902.

82. Geissmann F, Manz MG, Jung S, Sieweke MH, Merad M, Ley K. Development of
monocytes, macrophages, and dendritic cells. Science. 2010;327(5966):656-61.

83. Mantovani A, Sozzani S, Locati M, Allavena P, Sica A. Macrophage polarization: tumor-
associated macrophages as a paradigm for polarized M2 mononuclear phagocytes. Trends in
immunology. 2002;23(11):549-55.

~ 58 ~


http://www.dmedicina.com/enfermedades/cancer/cancer-de-colon.html

ANEXO TECNICO

ANEXO 1. AISLAMIENTO DE CELULAS DE LAMINA PROPIA INTESTINAL

Soluciones:

A) CMF-HBSS: Solucién Balanceada de Hank’s libre de Ca 'y Mg (1L)

8 g NaCl
1 g D-glucosa
0.4 g KCI

0.35 g NaHCOs3
0.112 g NahPO4 ° 12
H20

0.06 g KH2PO4 Disolver en 900 ml de H20

Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 2M (para subirlo) o con HCI 1M para bajarlo

Aforar a 1L

Esterilizar por filtracion si es para cultivo y guardar a 4°C
B) CMF-HBSS+EDTA (60 ml por ratén)

56.55 mL CMF-HBSS + 0.4468 g EDTA + 3ml SFB

C) CMF-HBSS+Colagenasa (20 ml por ratén)

19 ml CMF-HBSS + 0.003 g Colagenasa tipo IV (SIGMA)+ 1mI SFB

Material:
Camara Coladores Organza blanca
Equipo de diseccion Frasco de desechos | Sanitas
Tupper con PBS a temp | Tubos de 50 Vortex
ambiente
Papel milimétrico Charola para pesar
Tubos de 50 Tijeras finas

Procedimiento:

e Remover intestino, cortar longitudinalmente y medir volumen de los
tumores, tomar fotos en vidrio sobre papel milimétrico. Enjuagar agitando el
intestino en PBS a temperatura ambiente

e Cortar en piezas de 1.5 cm aprox.

e Poner las piezas en tubos verdes de 50 con 30 ml de HBSS+EDTA tibio

¢ Incubar en shaker orbital de manera horizontal 250 rpm 20 min a 37°C

e Pasar por un colador y descartar el sobrenadante (epiteliales)

e Recuperar las piezas de intestino en un tubo de 50 con 30 ml de

HBSS+EDTA tibio
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Incubar en shaker orbital de manera horizontal 250 rpm 20 min a 37°C
Pasar por un colador y descartar sobrenadante; secar el exceso de liquido
poniendo el colador sobre una sanita

Poner el intestino en una charola para pesar y picarlo rapidamente con
unas tijeras

Pasar a un tubo de 50 ml que contenga 20 ml de HBSS+Colagenasa tibia
Incubar en shaker horizontal a 200 rpom 15 min a 37°C

Vortexear 5 segundos exactos

Filtrar en organza hacia otro tubo de 50 y aforar a 50 ml con CMF-HBSS
Centrifugar 5 min a 4°C 2200 rpm de la centrifuga refrigerada grande (4259)
Descartar el sobrenadante y resuspender en 10 ml de HBSS a 4°C
Centrifugar 5 min a 4°C 2200 rpm de la centrifuga refrigerada grande (4259)
Descartar el sobrenadante y resuspender en 10 ml de HBSS a 4°C

Poner en el hielo. En este punto, si se va a contar se resuspende en 1 ml
de HBSS el botdn, si no, ya es posible tehir las células para citometria.

Para retirar el moco puede usarse una incubacion después de la de
colagenasa pero se dafnan mucho las células. También puede utilizarse al
final un gradiente de percoll pero se pierden muchas células, y mueren las
que quedan.

ANEXO 2. TINCION DE CELULAS PARA CITOMETRIA

Una vez obtenidas las células a analizar (en este caso las células de intestino):

Ajustar las células desde 400, 000,00 a 1x1x10® / mL. utilizando la camara
de Newbauer con azul tripano y poner en tubos eppendorft nuevos.
Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm.

Lavar las células 2 veces con buffer de lavado cuidando de resuspender el
botdon antes de agregar el buffer.

Centrifugar nuevamente y quitar el sobrenadante, poner los anticuerpos
correspondientes para la molécula a analizar, a la concentracion de 1 — 0.5
ug / 1x108de células en 200 pl de buffer de lavado.

No olvidar poner isotipos como controles.

Dejar incubar por 30 minutos a 4° cubiertos de la luz con papel aluminio.
Centrifugar, lavar con 1 mL. de buffer de lavado 2 veces por 10 minutos a
1500 rpm y resuspender en 500 pl de solucion de FACS.

Leer inmediatamente en el citometro.

Si no se lee inmediatamente fijar las células con paraformaldehido al 1%
(200pl por vial). El paraformaldehido debe ser de reciente preparacion.

BUFFERS

1.- Buffer de lavado PBS + 5% de SFB (suero fetal bovino) + 0.05% de
azida de sodio: 500mI PBS — 25ml SFB.
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2.- El paraformaldehido esta en polvo y no se disuelve faciimente. Calentar
primero el PBS y agregar el paraformaldehido en la campana de extraccion.
Filtrar y enfriar a 4°C.

ANEXO 3. EXTRACCION DE RNA

Posterior a extraer y enjuagar el intestino grueso se corta un trozo de
aproximadamente 1 cm., se macera con ayuda de nitrégeno liquido hasta
que esté completamente disgregado.

El macerado se coloca en un tubo eppendorft con 500ul de trizol y puede
almacenarse a -70°C.

Para comenzar con la extraccién del RNA se agregan 100ul de cloroformo
grado molecular por cada ml. de trizol agregado y se agita a mano (sin usar
vortex).

Se incuba a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos y posteriormente se
centrifuga a 14000 rpm, durante 15 min a 4°C.

Después de centrifugar quedan tres fases: Una superior transparente, una
ligera natita blanca y en la parte inferior queda el resto de trizol. Se debe
tomare solamente la parte transparente evitando tocar alguna de las otras
dos. Tomar el sobrenadante y se le agregan 500 ul de isopropanol frio por
1ml. de trizol utilizado.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos, y después centrifugar
a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Tirar el sobrenadante y re suspender, lavar con 500 pl de etanol al 75% frio
(esta solucion se debe elaborar con agua grado molecular o agua Di-etil
pirocarbonato DEPC estéril).

Centrifugar a 14000 rpm por 5 min a 4°C.

Secar el botdén, a temperatura ambiente colocando el frasco eppendorft
boca abajo en una servilleta para que se pueda evaporar o escurrir, esto
dentro de la campana de PCR durante 5 a 10 minutos. Una vez seco, re
suspenderlo con 20 ul de agua DEPC.

ANEXO 4. DIGESTION CON DNA'sa

Se debe cuantificar el RNA en el epoch para conocer la concentracién de
ng/ul.

Tomar una alicuota de 10 yl de RNA de cada tubo eppendorft y colocarlos
10 min a 55°C en el termoblock.

Ajustar con la lectura del epoch aproximadamente a 1000 ng/ul (Si esta
lectura es de mas de 2000, es recomendable diluir la muestra, por lo menos
a la mitad)

Después de ajustar, se debe tomar 1000 ng de RNA vy utilizando el kit
DNAsa |, RNAsa free de Thermo Scientific, agregar 1ul de buffer 10x, 1de
DNAsa y aforar a 10ul con agua DEPC.

Incubar esta mezcla a 37°C, 30 minutos en el termociclador.
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e Agregar 1ul de EDTA e incubar 65°C 10 minutos en el termociclador.
Se puede almacenar a -20°C.
ANEXO 5. TECNICA PARA OBTENER cDNA

e Se van a utilizar 5ul del RNA digerido con la DNAsa, y se va utilizar también
la concentracion ajustada a 1000 ng/ul.

e En un tubo de termociclador se coloca 1ul de dNTPs y 1ul de oligodt (del kit
Super Scipt de SIGMA), los ul requeridos de cDNA (segun el ajuste a
1000ng) y aforar esto a 10 con agua DEPC.

¢ Incubar en el termo 65°C por 5 minutos, después poner directamente en el
hielo 1 minuto para detener la reaccion.

e Preparar por reaccion:

*2ul de Buffer RT

*4ul de Cloruro de magnesio
*2ul DTT

*1 pl de RNA out

e Poner 9 ul de la mezcla en cada tubo de termociclador, para completar un
volumen de 19, e incubar esto 42°C por 2 minutos en el termociclador.

e Pasado el tiempo agregar 0.5 uyl de SSIIRT e incubar durante dos ciclos a

42°c por 50 minutos y 70°C por 15 minutos.

Agregar 0.5 yl de RNAsa H y poner en el termociclador 15 minutos a 36°C.

ANEXO 6. AMPLIFICACION DEL mRNA por PCR

En tubos de termociclador estériles se preparo la reaccion utilizando:
Por reaccion se utilizo:

Buffer Kappa 2 pl

DNTPs 0.4 pl

Primer forward 0.4 pl
Primer reverse 0.4 pl
Enzima Kappa 0.25 pl
Agua DEPC estéril 15.55 pl
cDNA 1 pl

Se amplificaron los siguientes genes:

Gen Pares de Secuencia 5- 3’ Temperatura
bases (pb)
GAPDH 201 F—CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC 54°C
R- CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC
IL-10 237 F- ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AG GCA 56 °C
R- CTATGC AGT TGA TGA AGA TGT CAA A
IFN-y F- AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG 57 °C
R- GTC ACAGTT TTC AGC CTG TAT AGG G
TNF-a 307 F- GGC AGG TCTACTTTGGAGTCATTG C 59 °C
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R- ACATTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG

IL-IB

520

F- GAG TGT GGA TCC CAA GCA AT
R- CTC AGT GCA GGC TAT GAC CA

59 °C

Los tubos se colocaron en el termociclador (BIOEXP CYCLE) programando de la
siguiente manera

ANEXO 7. INCLUSION DE TEJIDOS Y TREN DE DESHIDRATACION

Desnaturalizacion inicial 1 ciclo de 95°C por 10 minutos
Desnaturalizacion 40 ciclos de 94°C por 35 segundos
Alineacién Variable 40 ciclos por 35 segundos

Extension 1 ciclo de 72 °C por 36 segundos

Extension final 40 ciclos 72 °C por 4 minutos
Enfriamiento 1 ciclo de 4 °C por 10 minutos

Una vez obtenido el tejido debe fijarse en paraformaldehido al 4% y no debe
permanecer ahi por mas de 20 dias.

Paraformaldehido amortiguado al 4%

4 g de paraformaldehido + 80 ml de PBS
Calentar hasta 60°C y agregar unas gotas de NaOH 1M acuoso hasta

disolver

Dejar enfriar y ajustar pH a 7.4
Aforar a 100 ml con PBS.

TREN DE DESHIDRATACION

Se tira el paraformaldehido en el frasco de deshechos correspondiente y en ese
mismo tubo se va agregando todas las soluciones siguientes, debe mantenerse en
agitacion el tiempo que requiere cada una.

Agua corriente 30 minutos

Alcohol al 50% 30 minutos

Alcohol al 60% 20 minutos

Alcohol al 70% 20 minutos

Alcohol al 75% 20 minutos

Alcohol al 80% 20 minutos

Alcohol al 85% 20 minutos

Alcohol al 90% 20 minutos

Alcohol al 96% 20 minutos

Alcohol al 100% 20 minutos (2 veces)
Alcohol amilico 20 minutos (2 veces)

Parafina | 24 horas
Parafina Il 22 horas

Incluir en parafina de inclusion
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ANEXO 8. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

Xilol 2 cambios de 5 minutos

Alcohol etilico absoluto 5 minutos
Alcohol al 96% 5 minutos

Alcohol al 80% 5 minutos

Alcohol al 70% 5 minutos

Agua corriente 5 minutos

Hematoxilina de Harris 5 minutos
Enjuagar con agua corriente 5 minutos
Alcohol etilico acido 70% al 1% HCL 10 segundos
Enjuagar con agua destilada

Agua amoniacal 30 segundos
Enjuagar con agua destilada

Eosina 3 minutos

Enjuagar con agua destilada

Lavar con alcohol 96% por chorreo
Alcohol absoluto 3 seg-1 minuto

Xilol 5 minutos

Montar en resina entellan

ANEXO 9. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA-AZUL ALCIAN

Xilol 2 cambios de 5 minutos

Alcohol etilico absoluto 5 minutos
Alcohol al 96% 5 minutos

Alcohol al 80% 5 minutos

Alcohol al 70% 5 minutos

Agua corriente 5 minutos

Acido acético 1 minuto

Azul alcian 15 minutos

Enjuar con agua

Hematoxilina 4 minutos

Enjuagar con agua corriente

Acido clorhidrico 0.25% 2-3 segundos
Enjuagar con agua corriente

Agua amoniacal 0.25% 2-3 segundos
Enjuagar con agua corriente

Alcohol al 70% 1minuto

Eosina 1 minuto

Alcohol al 95% 30-60 segundos
Alcohol al 100% (dos veces) 30 segundos
Xilol 5 minutos

Montar en resina entellan
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