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Resumen

El cancer de colorrectal (CRC) es la tercera patologia oncoldgica mas frecuente
en hombres y segundo en mujeres a nivel mundial, ocupa el cuarto lugar en
hombres y el tercero en mujeres en mortalidad. EI CRC se ha asociado con
factores ambientales y genéticos, siendo las respuestas inflamatorias en el colon
una de las principales causas. Las células T reguladoras (Tregs) tienen la
capacidad de suprimir activamente la respuesta inmune y contribuyen en la
homeostasis intestinal, mientras que el IFNy promueve la produccion de
citocina proinflamatorias, e incluyen moléculas de sefializacion apoptosis,
genes reguladores del ciclo celular y activadores transcripcionales. Por lo tanto,
mediante el modelo de cancer de colon asociado a colitis (CAC) inducido por
azoximetano (AOM) y dextran sulfato de sodio (DSS), analizamos el papel de
las células Tregs durante el desarrollo del CAC en ausencia del IFNy en ratones
hembras y machos. Los resultados obtenidos en el presente proyecto, mostraron
que los ratones deficientes de IFNy presentaron mayor reduccion del colon, asi
como mayor numero de tumores y dafio histologico en el colon. Las células
Tregs y sus marcadores de superficie TIM-3 y PD-1 provenientes de bazo y
nodulos mesentéricos aumentan en los grupos experimentales con CAC. Sin
embargo, los ratones silvestres (WT) con CAC y los ratones deficientes de IFNy
presentaron porcentajes muy similares de las Tregs y sus marcadores de
superficies entre si, lo cual nos sugiere que las células Tregs en ausencia del
IFNy no participan durante el desarrollo de CAC. Finalmente, se observé una

participacion relevante de las células Th17 en el modelo IFNyKO.



Abreviaturas

AOM

APCs

CAC

CBA

CD

CRC

CTLA-4

DCs

DSS

EGFR

IBD

ERK

GAS

JAK

IDO

Azoximetano (azoxymethane)
Células presentadoras de antigeno (antigen-presenting cells)

Cancer de colon asociado a colitis (colitis-associated colon

cancer)

Ensayo de perlas por citometria (cytometric bead array)
Enfermedad de Crohn (crohn’s disease)

Cancer colorrectal (colorectal cancer)

Antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos 4 (cytotoxic T-

lymphocyte-associated antigen-4
Células dendriticas (dendritic cells)
Dextran sulfato de sodio (dextran sodium sulfate)

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal

growth factor receptor)

Enfermedades inflamatorias del intestino (inflammatory bowel

disease)

Cinasa regulada por sefal extracelular (extracellular signal-

regulated kinases)
Secuencias activadas por gamma (gamma activated sequence)
Cinasas Activadas de Janus (Janus family kinases)

Indoleamina 2-3-dioxigenasa (indoleamine 2-3-dioxygenase)
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IFN-y
IMS
iNOS
IRF
KRAS

LAG3

MHC

NK
NM

PAF

PD-1
ROS

STAT

TAMs

Teff

TGF-B

Interferén gamma (gamma interferon)

Inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability)
Sintasa de 6xido nitrico inducible (nitric oxide synthase)

Factor de transcripcion interferon (interferon regulatory factorl)
Oncogén Kristen Ras (Kristen Ras oncogene)

Gen de activacion de linfocitos 3 (lymphocyte-activation gene
3)

Complejo  principal de  histocompatibilidad  (major

histocompatibility complex)
Células asesinas naturales (natural killer cells)
Nodulos mesentéricos (mesenteric nodes)

Poliposis adenomatosa familiar (familial adenomatous
polyposis)
Molécula de muerte programada 1 (programmed death-1)

Especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)

Transductores de sefial y activadores de transcripcion (signal

transducer and activator of transcription)

Macrofagos  asociados a  tumores  (tumor-associated

macrophages)
Células T efectoras (T-cell effector)

Factor de crecimiento transformante beta (transforming growth
factor-p)
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TIM-3

TNF-a
Tregs
ucC

VEFG

Inmunoglobulina 3 de células T (T-cell immunoglobulin and

mucin-domain containing-3)

Factor de Necrosis Tumoral alfa (tumor necrosis factor-a.)
Células T reguladoras (regulatory T cells)

Colitis ulcerosa (ulcerative colitis)

Factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial

growth factor)
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1. Introduccion
1.1.Definicidon cancer

El cuerpo humano esta formado por trillones de células, las cuales se dividen
para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. En condiciones
normales, las células entran en apoptosis una vez que cumplen su funcién (ACS,
2018). El inicio del céncer es causado porque algunas células del cuerpo
empiezan a dividirse sin control, se transforman en células no funcionales y se
diseminan a los tejidos mas proximos. Cuando las células cancerosas siguen
dividiéndose sin control, empiezan a desplazar a las células normales y pueden

formar cumulos de células Ilamados tumores (NIH, 2015; ACS, 2018).

Los tumores cancerosos son malignos, lo que significa que al crecer pueden
extenderse e invadir tejidos, mientras que los tumores benignos no se extienden

a los tejidos cercanos y por lo tanto no los invaden (NIH, 2005).

1.2.Cancer colorrectal.
1.2.1. Epidemiologia.

El cancer colorrectal (CRC), es el tercer tipo de cancer mas frecuente en
hombres y el segundo en mujeres a nivel mundial, mientras que ocupa el cuarto
lugar en hombres y tercero en mujeres en mortalidad (Fig. 1 y 2) (Globocan,
2018). El 42% de las muertes en hombres y 62% en mujeres ocurren en los
paises méas desarrollados (Burbano et al., 2016). En México el CRC ocupa el
tercer lugar en incidencia y cuarto lugar en mortalidad en mujeres, mientras que
para hombres ocupa el segundo lugar en incidenciay tercer lugar en mortalidad
(Globocan, 2018).

13



Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, males, all ages
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de los primeros cinco tipos de cancer en hombres, a nivel mundial.

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, females, all ages
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de los primeros cinco tipos de cancer en mujeres, a nivel mundial.




1.2.2. Factores involucrados en el desarrollo del CRC

En la actualidad se sabe que el CRC puede ser causado por diversos factores de
riesgo genéticos (herencia) y ambientales (el abuso de consumo de alcohol,
tabaco, estrés, sedentarismo, obesidad) (Burbano et al., 2016 y Juarez-Vazquez
y Rosales-Reynoso., 2014). Aproximadamente el 20% de los casos de CRC son
hereditarios, con sindromes bien definidos, donde se incluye: el sindrome de
Lynch o cancer colorrectal no asociado a poliposis, la poliposis adenomatosa
familiar (PAF), la PAF atenuada y el sindrome de Peutz-Jegher. Por otro lado,
el 80% de los casos restantes de CRC son de origen esporadico, entre las cuales
la mayor parte son causadas por mutaciones somaticas, cuya incidencia aumenta
después de los 50 afios (Terzic et al., 2010; Teran et al., 2012; Pointet y Taieb.,
2017).

Las enfermedades inflamatorias del intestino (IBD), como colitis ulcerosa (UC)
y enfermedad de Crohn’s (CD) pueden aumentar el riesgo de padecer Cancer
Asociado a Colitis (CAC). Algunos estudios sugieren que la probabilidad para
desarrollar CAC después de diagnosticar UC es de 2%, 8% y 18%, mientras que
para CD la probabilidad es de 2.9%, 5.6% y 8.3%; estas probabilidades se
asocian con edades de 10, 20 y 30 afos respectivamente para ambos
padecimientos (Shawki et al., 2017; Feagins et al., 2009). Algunos pacientes
con CD en el intestino delgado, tienen un incremento probabilistico del 33.2%
de padecer adenocarcinoma, en comparacion con la poblacion general (Feagins
et al., 2009).
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1.2.3. Asociacion de la inflamacion y la respuesta inmune durante el
desarrollo del cancer de colon asociado a colitis (CAC)

La respuesta inmune inflamatoria tiene el proposito de proteger al cuerpo contra
agentes infecciosos, y posteriormente se induce una respuesta antiinflamatoria
encargada de la reparacion de los tejidos lesionados por la inflamacién. El
desarrollo de la respuesta inmune comienza con el reclutamiento de células
inmunes provenientes del torrente sanguineo, hacia el sitio de lesion; el
reclutamiento es mediado por citocinas y quimiocinas (Chen y Huan, 2014).
Las células inmunes salen de la vasculatura con la ayuda de moléculas de
adhesion expresadas por células endoteliales (Coussens y Werb, 2002). Las
proteinasas del estroma rompen la matriz extracelular lo que permite la
infiltracién de neutrofilos, células asesinas naturales (NK), macréfagos y
linfocitos (Chen y Huang, 2014; Terzic et al., 2010). La inflamacion esta
asociada con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que, si €s
exacerbada, produce dafio celular, el cual puede llegar a ser oncolégico (Rogler,
2014). En el CAC, se sabe que la inflamacion cronica conduce a cambios
genéticos que aumenta el riesgo de su desarrollo (Terzic et al., 2010). Entre las
mutaciones principales causadas por la inflamacion que inducen CAC, se
encuentran las mutaciones del gen P53 las cuales a menudo se detectan en areas
con displasias y no displasias en IBD, la inestabilidad de microsatélites (IMS)
caracteristicos del sindrome de Lynch, y finalmente la hipermetilacion de las
islas CpG en varios genes (Terzic et al., 2010; Juarez-Vazquez y Rosales-
Reynoso., 2014; Teran et a., 2012). En etapas tardias del CAC se presenta la
activacion del oncogén Kristen Ras (KRAS) vy la activacion de la ruta WNT

mediante la inactivacion mutacional del gen Poliposis Adenomatosa Coli
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(APC) (Teran et al., 2012; Juarez-Vazquez y Rosales-Reynoso., 2014; Yaeger
etal., 2016).

En los Gltimos afios se han observado similitudes y diferencias entre el CAC y
el CRC esporadico. Entre las semejanzas se encuentran la formacion de focos
de criptas aberrantes, pélipos, adenomas y la generacion del carcinoma. Sin
embargo, la secuencia de eventos moleculares a nivel celular entre el CAC y el
CRC es diferente (Fig. 3) (Rogler, 2014).

Otro factor importante para el desarrollo del CAC, es la interaccion del
microbioma y el microentorno celular, en el cual tiene una gran influencia las
celulas inmunes inflamatorias como los neutrofilos, macrofagos, células T con
sus quimiocinas y citocinas secretadas por la activacion de las cascadas
inflamatorias y proliferativas (Shawki et al., 2017). Durante el CAC, las células
inmunes reconocen antigenos especificos de tumores en la superficie de células
del cancer de manera similar al reconocimiento de patdgenos no propios
(Markman y Shiao, 2015). Las células inmunes como las NK, son capaces de
reconocer la pérdida de moléculas de superficie como el complejo principal de
histocompatibilidad clase I (MHC 1) en células cancerigenas induciendo su
destruccion y, en consecuencia, el reclutamiento de otras citocinas inflamatorias
como Interferon gamma (IFNy) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)
(Wu y Lanier, 2003). El reclutamiento de macréfagos y células dendriticas
(DCs) induce su activacion y la posterior presentacion de antigeno hacia las
celulas T citotoxicas especificas contra el tumor. Sin embargo, las células
cancerigenas pueden evadir al sistema inmune mediante la adquisicion de
ciertas propiedades, como la expresion de un microambiente altamente
inmunosupresor y rico en factores que apoyan la angiogénesis (Markman vy

Shiao, 2015). Bajo este contexto, la inmunovigilancia mediada por células T
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CD4+, T CD8+ y NK puede mediar la deteccion temprana, la eliminacion de
células transformadas y la eliminacion de focos de criptas aberrantes, asi como
mantener formaciones pequefias de tumores en estado latente (Terzic et al.,
2010). Las células T reguladoras (Tregs), tienen funciones inmunosupresoras
que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica y auto-
tolerancia producidas por ciertas citocinas, sin embargo, en el cancer colorectal
se han visto varios infiltrados celulares de Tregs con resultados contrastantes

sobre el papel que desempefian (Zhuo et al., 2015).

TNF, IL-17,

INFy IL-6
Stat3

DNA repair APC ‘
genes “Kras 4 -ras GSK3p

Colti — s—
associated - ;

CRC Epithelial damage | Dysplasia | High grade | Carcinoma I
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i (kras 4 W pss ¥ |
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Environmental
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Figura 3. Vias de convergencia entre el CAC y el CRC esporadico. La secuencia de eventos
moleculares difiere entre el CRC y el CAC, ya que, durante el CRC esporadico la pérdida del gen APC
se da en eventos tempranos (displasia), en el CAC se da en eventos tardio (carcinoma). Algo similar
ocurre con la mutacion del gen P53 durante el CRC esporadico, en donde su presencia se asocia con el
carcinoma bien desarrollado, mientras que en el CAC se asocia en &reas con displasia o inclusive en la
mucosa del colon con inflamacién crénica sin displasia. Imagen tomada de Rogler, 2014.
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1.3.Células T reguladoras (Tregs).

Las células Tregs son una subpoblacion de linfocitos T CD4+ y comprenden
aproximadamente entre el 5-10 % de las células T CD4+ en la periferia (Broere
et al., 2011). Las celulas Tregs suprimen activamente las respuestas
inmunoldgicas Yy fisioldgicas, contribuyendo a la regulacién del sistema inmune
(Zhuo et al., 2015). Se caracterizan por la expresion constitutiva de la molécula
CD25 (cadena a del receptor de IL-2) y el factor de transcripcion Foxp3, el cual
es necesario para el desarrollo, mantenimiento y funcion de las Tregs
(Mookerjee-Basu et al., 2017). Foxp3 ha sido mapeado en el cromosoma X de
raton y humano (Gonzélez et al., 2010). Las celulas Tregs requieren una
expresion estable y alta de Foxp3 para su funcion supresora, la pérdida de la
expresion Foxp3 mediante cultivos a largo plazo disminuye la capacidad
supresora de la Tregs (Sakaguchi et al., 2010). En condiciones inflamatarias las
células T-Foxp3* pueden perder la expresion de Foxp3 y adquirir funciones de
celulas Th efectoras, produciendo citocinas como IFNy, IL-2 e IL-17 (Li et al.,
2015).

El papel de Foxp3 en el mantenimiento de la tolerancia a lo propio, se demostro
por primera vez en ratones “scurfy”, los cuales poseen una mutacion espontanea
en el cromosoma X. Los machos afectados por esta mutacion presentan
descamacion cutanea, diarrea, mala absorcion, infiltrado de linfocitos en
diferentes organos, los cual les conduce a la muerte en la tercera o cuarta semana
después de nacidos. En la actualidad, se conoce que la causa de la muerte de los
ratones “scurfy” es la ausencia de células Tregs CD4*"Foxp3"CD25" lo que
induce un aumento de células efectoras (Teff) CD4"CD25* que son causantes
de autoinmunidad (Gonzélez et al, 2010). EI fendmeno observado en los ratones

scurfy es comparable con lo ocurrido en pacientes con el sindrome de

19



desregulacién inmunitaria, poliendocrinopatia, enteropatia ligada al cromosoma
X (IPEX), que se caracteriza por autoinmunidad agresiva y alergias, y es

causado por mutaciones en el gen Foxp3 (Sakaguchi et al., 2010).

Se ha demostrado que las células Teff especificas de antigeno, pueden eliminar
agentes infecciosos y destruir células tumorales. Sin embargo, la respuesta Teff
no controlada o excesiva, puede provocar la destruccion de los tejidos, como se
observa en las enfermedades inflamatorias. En contraste a lo anterior, las células
Tregs pueden prevenir o atenuar respuestas inflamatorias de las células Teff y
ayudar a mantener la homeostasis (Kumar et al., 2018). Asimismo, mientras
que, las celulas Teff pueden diferenciarse en varias subpoblaciones de células
T cooperadoras (Thl, Th2, Th17) en respuestas a un amplio rango de patdgenos
y citocinas en un ambiente inflamatorio, las células Tregs también muestran un
nivel de plasticidad funcional para la expresion de ciertas citocinas en su medio,
lo que, en consecuencia, las hace mas eficientes para suprimir la respuesta
inmune. La plasticidad funcional tanto de las células Th como de las Tregs, es
de vital importancia para una correcta activacion y una correcta regulacion de

la respuesta inmune (Li y Zheng, 2015).

1.3.1. Células Tregs naturales e inducidas

Las células Treg naturales CD4*Foxp3*CD25* se originan en el timo (nTregs),
mientras que las células Tregs inducibles (iTregs) se originan en la periferia en
respuesta a estimulos antigénicos. La diferencia de ambas poblaciones depende
de sefiales mediadas por citocinas y de la activacion de factores de transcripcion
(Chévez et al., 2017). Las células nTregs expresan constitutivamente distintos
marcadores de superficie como CTLA-4, CD25, GITR y LAG-3, sin embargo,
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estos marcadores no son exclusivos de las nTregs, ya que también se expresan

en otras células inmunes (Miyara y Sakaguchi, 2007).

El desarrollo de las células iTregs estd impulsado por condiciones de tolerancia
tales como la estimulacion antigénica o la presencia de citocinas
inmunosupresoras como IL-10 y Factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) (Becker et al., 2006). Las DCs no solo participan en la activacion de
las células T, sino también puede inducir la actividad supresora de las células
iTregs (Becker et al., 2006). Las DCs pueden volverse tolerogénicas mediante
citocinas anti-inflamatorias como: IL-10, IL-13 y TGF-B (Jonuleit et al., 2004).
Las poblaciones de las iTregs estan conformadas por: las células Trl que
secretan IL-10 y se inducen mediante IL-10, anti-CD3 y anti-CD46, y células
Th3 que secretan TGF-f y se inducen mediante cultivo de células T
convencionales estimuladas con TGF-f, IL-4, IL-10 y en ausencia de IL-12
(Becker et al., 2006).

1.3.2. Mecanismos de supresion de las Tregs

Las células Tregs tienen la capacidad de suprimir una gran variedad de células
del sistema inmune como: linfocitos B, NKT, T CD4" y CD8", DC’s y
monocitos (Miyara y Sakaguchi, 2007). Existen distintos mecanismos de

supresion de las Tregs, los cuales se abordaran de manera breve a continuacion.

1.3.2.1. Supresidon dependiente de contacto célula-célula

Este mecanismo de supresion es mediado por ciertas moléculas accesorias de

las células T como: el antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4)
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(CD152) y el gen de activacion de linfocitos 3 (LAG3 o CD223); ambas
moléculas son expresadas por las células Tregs; mientras que sus moléculas co-
estimuladoras (CD80 y CD86) son expresadas por células presentadoras de
antigeno (APCs) (Miyara y Sakaguchi, 2007) (Fig. 4). CTLA-4 se expresa en
las células Tregs naturales en el timo y en la periferia, y la expresion aumenta
tras la estimulacion de las Tregs por alguna citocina como IL-10, mientras que
las células T naive expresan esta molécula solo después de la activacion. La
interaccidn entre CTLA-4 y CD80/CD86 induce la expresion de la enzima
indoleamina 2-3-dioxigenasa (IDO), que es una molécula reguladora potente
que cataliza el triptofano en metabolitos proapoptoticos, lo cual suprime la

activacion de células Teff (Fig. 4).

Estudios in vivo en ratones que fueron inyectados con anti-CTLA-4, muestran
que se reduce la supresion mediada por celulas Tregs en un modelo de IBD
(Miyaray Sakaguchi, 2007; Shevach, 2009). LAG3 se expresa en células T CD4
y es una molécula de adhesion que se une al complejo principal de
histocompatibilidad clase 11 (MHC I1). MHC Il se expresa en células APC,
monocitos, macrdéfagos, DCs y células B, lo cual podria expandir el rango de
supresion de las células Tregs sobre diferentes poblaciones celulares de la

respuesta inmune (Miyara y Sakaguchi, 2007).

Existen otras moléculas de superficie que juegan un rol importante en la
supresion mediada por células Tregs. Las celulas Tregs expresan en su
membrana CD39, una ectoenzima que hidroliza ATP a ADP, y ADP a AMP, lo
que posteriormente se convierte en adenosina por medio de la molécula CD73
(Deaglio et al., 2007). La acumulacion de ATP extracelular puede ser un
indicador de dafio en el tejido y cuando se libera durante el estrés inflamatorio,

la molécula CD39 controla los niveles de ATP extracelulares (Shevach, 2009;
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Ohtay Sitkovsky, 2014). CD39 es expresado por células B, DCs, todas las Tregs
de ratén y mas del 50% de las Tregs en humanos. Por lo tanto, la adenosina es
una molécula efectora de las células Tregs que actla sobre las células T
convencionales y las APCs (Whiteside, et al., 2011; Mandapathil et al., 2010).

1.3.2.2. Supresidon mediante citocinas

Las citocinas como IL-10, IL-2 y TGF-f son necesarias in vivo para la supresion
de mediada por las células Tregs. Se ha visto que la secreciéon de IL-10 por
Tregs Foxp3* en la ldmina propia intestinal o en el Sistema nervioso central
puede controlar la colitis o encefalomielitis alérgica experimental (Fig. 4). Se
ha encontrado IL-10 y TGF-f en varios ensayos de supresion in vitro y cuando
se ha usado anticuerpos que bloquean la funcion de estas citocinas, ha fallado

la remocion de la supresion (Miyara y Sakaguchi, 2007).

Se ha reportado que un 80% de las células T CD4*CD25" expresan TGF-B en
su superficie, cuando se activan con altas dosis de a-CD3. El TGF- se requiere
para el mantenimiento homeostatico de las células nTregs, y para la generacion

de las células iTregs (Miyara y Sakaguchi, 2007).

La IL-2 es indispensable para el mantenimiento y la funcion de las células
nTregs en la periferia. En ratones deficientes de IL-2 se ha demostrado la
reduccion de células T CD4'CD25*, lo cual favorece el desarrollo de
enfermedades autoinmunes érgano especificas (Miyaray Sakaguchi, 2007). Las
celulas Tregs presentan un incremento en la expresion del receptor de alta
afinidad para IL-2, lo cual hace a la célula Treg una eficiente competidora por
el consumo de la IL-2, e induciendo la apoptosis de células Teffs por
deprivacion de IL-2 (Shevach, 2009; Diaz et al., 2009).
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1.3.2.3. Citotoxicidad

Las células Tregs pueden matar a las células B por medio de granzima B y
parcialmente por perforina (Vignali et al., 2008). Ademas, la liberacion de
granzima A y perforina por parte de las Tregs induce la muerte de células T
efectoras, monocitos y DCs (Fig. 4) (Shevach, 2009; Miyara y Sakaguchi,
2007).
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Figura 4. Mecanismos de supresion usados por las células Tregs. A) Supresion dependiente de
contacto celula-célula por medio de moléculas de superficie. B) Supresion mediante citocinas. C)
Supresién mediada por la induccién de triptéfano a través de la molécula CTLA-4. D) Citotoxicidad.
E) Debido a que ninguno de estos mecanismos puede explicar todos los aspectos de la supresion, es
posible que existan varios mecanismos funcionando a la vez o que exista un mecanismo clave ain no
descrito. Imagen tomada de Miyara y Sakaguchi, 2007.
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1.4.Interferon gamma

El término interferon fue acufiado por primera vez en 1957 por lsaccs y
Lindernman; ellos infectaron células de membrana coriolantoicas de pollo con
el virus de la gripe, estas células secretaban un factor en el medio de cultivo que
hacia que otros cultivos de membrana fueran resistentes ante la infeccion por el
virus, el factor secretado fue llamado interferon (Ott y Ealy, 2018). Los
interferones pueden ser divididos en tres tipos distintos: tipo I (a, B, ®, 1), tipo
IT (IFNy) y tipo I1 (As, en humano se han descrito 3: IFNAI, A2 y A3) (Mata-
Espinoza y Hernandez-Pando, 2008).

El IFNy juega un papel importante en la comunicacion intracelular durante la
respuesta innata y adquirida, es producido por linfocitos T CD4", CD8" y NK
en respuesta a estimulos por macrofagos y neutrofilos a través de la IL-12 e IL-
18 (Raza y Merlino, 2011; Mata-Espinoza y Hernandez-Pando, 2008). EI IFNy
es necesario para la activacion de macrofagos, induce la produccion del factor
de transcripcion T-bet, considerado el interruptor maestro de la diferenciacion
de células Thl, ademas el IFNy también puede suprimir la expresion de [L-4 y
atenuar las respuestas Th2 (Weber y Krammer, 2003). EI IFNy media funciones
pleiotropicas multiples, las cuales son dependientes de la expresion de cientos
de genes, e incluyen moléculas de sefializacion inflamatoria, apoptosis, genes
reguladores del ciclo celular y activadores transcripcionales (Castro et al.,
2018). El gen que codifica para el IFNy se encuentra en el cromosoma 12 en

humanos y en el 10 en ratones (Platanias, 2005).

1.4.1. Via de seiializacion del IFNy
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El receptor de IFNy tiene dos estructuras multicadenas: IFNyR1 e IFNYR2, la
cual interacta con la Familia de las Cinasas Activadas de Janus (JAK)
(Platanias, 2005).

En la via canonica, el receptor de IFNyRI1 esta asociado a JAK 1 y el IFNyR2
con JAK?2, los cuales, después de la uniéon del IFNy, se fosforilan. (Platanias.
2005). La fosforilacion de JAK crea sitios de unién para Transductores de Sefial
y Activadores de Transcripcion (STAT), principalmente STAT 1, el cual induce
la expresion de T-bet, el factor de transcripcidbn maestro que controla la
expresion del IFNy en células T (Castro et al., 2018). La fosforilacion de STAT-
1 conduce a su translocacion en la forma de homodimeros hacia el nucleo,
donde se une a los promotores rio abajo de los genes diana de los sitios
secuencia activada por gamma (GAS). GAS activara el factor de transcripcion
interferon (IRF1), el cual a su vez activard una gran cantidad de genes como
consecuencia de una respuesta secundaria (Fig. 5) (Razay Merlino, 2011). IRF1
participa en procesos celulares como la apoptosis, la respuesta a tumores, la
respuesta a virus y la modulacion inmunologica (kroger et al., 2002). IRF
también regula la expresion de genes involucrados en la inflamacion como el
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), IL-12, e IL-18 (Tamura et al., 2008). Se
ha visto que la sobreexpresion de IRF1 puede ocasionar que células tumorales
desarrollen resistencia al IFNy, por lo cual la via JAK/STAT debe estar
estrechamente reguladas para evitar consecuencias de una estimulacion
excesiva. Lo anterior resalta la importancia del IFNy en las respuestas

inmunitarias y la tumorogénesis (Castro et al., 2018).
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Figura 5. Via sefializacion IFNy. El IFNy se une a su receptor compuesto de dos subunidades,
IFNyR1 y IFNYR2 que son asociados a JAK1 y JAK?2 respectivamente, las cuales fosforilan a STAT
1. STAT 1 se transloca al nucleo y se une a GAS y activa a IRF1, lo cual favorece la expresion de

genes blanco. Imagen tomada de Castro et al., 2018.

1.5.Cruza de raton Foxp3 Knock-in/CD124 Knock-out

En la actualidad es importante contar con modelos murinos que carezcan de
ciertas moléculas del sistema inmune, lo cual nos ayuda a entender la

participacion de moléculas relevantes en procesos bioldgicos complejos, como




en el cancer de colon; un ejemplo es el trabajo de la presente tesis, donde se
estudid la participacion del IFNy y de las células Tregs en el raton Foxp3 knock-
in/ IFNy knock-out (KO) durante el CAC. En el presente trabajo se genero el
material bioldgico de cepas de raton doble transgénico Foxp3 knock-in/ CD124

KO, para su posterior estudio en el cancer de colon.

1.5.1. Ratones transgénicos y su importancia

Los ratones transgénicos son organismos manipulados genéticamente mediante
la insercién (knock-in) o delecién (KO) de un gen que originalmente no
formaba parte de su repertorio genético, tienen aplicaciones en diversas técnicas
de la ciencia, ya que permiten un andlisis in vivo de las funciones bioldgicas y
contribuyen a una mejor compresion de diversas enfermedades patoldgicas,
sirviendo como un modelo virtual de la biologia humana (Hickman-Davis y
Davis, 2006; Felmer, 2004; Wong, 2002).

A partir de 1980, surgi6 el raton como modelo por su homologia genética con
el hombre, su facil manejo y disponibilidad de diversas cepas. Se desarrollaron
las estrategias necesarias para introducir secuencias de DNA en el genoma del
raton, confiriendo rasgos mendelianos heredables que el raton no tenia en su
genoma (Hickman-Davis, 2006; Doyle et al., 2012). Para la elaboracion de un
raton knock-out es necesario un vector objetivo compuesto por: homologia 5’
del brazo del vector, un gen marcador de seleccion positiva (gen de resistencia
de neomicina), homologia 3’ del brazo del vector y un marcador de seleccion
negativa (timidina quinasa o si el marcador positivo esta flanqueado por sitios
LoxP, el gen de la recombinasa Cre) (Bouabe y Okkenhaug, 2013). Es posible

la insercidn de cualquier secuencia de interés en los brazos de homologia del
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vector. La transfeccion del vector al genoma se realiza mediante recombinacion
homologa, la cual dard como resultado una copia del locus genémico y la
pérdida del marcador negativo (Bouabe y Okkenhaug, 2013). El vector objetivo
se inserta al raton mediante una microinyeccién en uno o ambos pronucleos del
zigoto del ratdn, los prondcleos con el vector objetivo se transfieren a hembras
pseudoprefiadas y finalmente en los préximos 20 dias los ratones nacen con la
secuencia del gen incorporado (Doyle et al., 2012). EI marcador de seleccion
positiva puede ser eliminado mediante la recombinasa Cre en las células

troncales o mediante cruzas con ratones Cre (Bouabe y Okkenhaug, 2013).

1.5.2. Gen CD124

La IL-4 es una citocina producida por subpoblaciones de células T CD4",
basofilos y mastocitos, participa en la regulacion de la diferenciacion de celulas
T naive por la estimulacién de antigenos, cambia la expresion de las células B
humanas IgE a 1gG4 y en raton de 1gG1 a IgE (Nelms et al., 1999); promueve
un perfil Th2 mediante la induccion de la proteina de union de la familia GATA-
3 (GATA-3) un factor de transcripcion esencial para el mantenimiento de las
células Th2. GATA-3 es expresado en niveles bajos por las células T naive
(Weber y Krammer, 2003). La IL-4 esta involucrada en la proliferacién celular,
previene la apoptosis en varias células inmunes como linfocitos, macrofagos y
celulas epiteliales, participa en tejidos de adhesion y en la anti-inflamacion (Ul-
Haq et al., 2016). La citocina IL-4 tiene homologia de aproximadamente el 25%
con la IL-13, ambas comparten receptores de superficie y moléculas de
sefializacion intracelular (McCormick y Heller, 2015; Ul-Haq et al., 2016).
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La IL-4 posee dos tipos de receptores: el receptor tipo | que estd conformado
por una cadena a (IL-4Ra 0 CD124) y una cadena y (yC); el receptor tipo II que
esta conformado por IL-4Ra y la cadena a tipo I del receptor de I1L-13 (IL-
13Ral). IL-4Ra ha sido mapeado en el cromosoma 7 del ratén y el 16 del
humano (NCBI). El IL-4R se encuentra presente en tejidos hematopoyéticos,
endoteliales, epiteliales, de musculo, fibroblastos, hepatocitos y cerebro
(McCormick y Heller, 2015; Nelms et al., 1999). Ademas, el IL-4R puede
silenciar la expresion de IFNy mediante la via de sefializacion de STAT-6y en
consecuencia mejorar el perfil Th2 por la inhibicion de respuestas de Thl
(Weber y Krammer, 2003).

1.5.3. Via de Senalizacion de IL-4

La IL-4 se une de manera muy especifica al IL-4Ra, lo que induce el
reclutamiento de la yC o IL-13Ral que son de mas baja afinidad. La
disponibilidad de cada cadena en la superficie celular, activa una u otra via de
sefializacion (McCormick y Heller, 2015). Cuando la IL-4 se une a su receptor
tipo | se fosforila el heterodimero STAT-1/3, que a su vez fosforila tirosinas
dentro del dominio citoplasmatico del IL-4Ra (McCormick y Heller, 2015). Los
residuos de fosfo-tirosina crean sitios de acoplamiento para la molécula STAT-
6 y/o IRS-2; por lo tanto la fosforilacion de STAT-6 promueve su translocacion
nuclear y la induccidn de la transcripcidn de genes; mientras que la fosforilacion
de IRS-2 activa P13-K, AKT y NF-kB, lo que favorece la transcripcion de genes
involucrados en la activacion del ciclo celular, en la proliferacion y en la

sobrevivencia de la celula (Fig. 6) (McCormick y Heller, 2015).
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Figura 6. Via de sefializacion de IL-4. La IL-4 se puede unir a dos posibles complejos, el receptor
detipo I: IL-4Ra y yC; y de tipo II: IL-4Ra y IL-13Ral. La IL-4 se une a IL-4Ra, lo que desencadena
una dimerizacion de la sefializacion secundaria de la cadena. La sefializacion del receptor tipo |
conduce a la activacion de JAK, y de moléculas adaptadoras de sefializacion STAT 6 e IRS-2,
mientras que la sefializacion del receptor tipo Il, conduce principalmente la fosforilacion de STAT
6. La IL-4 también activa PI3-K y AKT. Imagen tomada y modificada de McCormick y Heller, 2015.
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2. Antecedentes directos

Slattery et al. en 2011, examinaron en pacientes con cancer de colon y recto que
las variaciones genéticas del IFNYy y sus receptores IFNyR1 y IFNyR2, asi como
los factores de transcripcion del interferon (IRF), se asocian con el riesgo de
desarrollar cancer de colon y recto, y estas modificaciones estan relacionadas
con el estilo de vida, como el uso de aspirinas y el consumo de cigarros. De
igual forma, Wang et al., en 2014, observaron en ratones APCM"*/IFN*", los
cuales desarrollan CRC esporadico, que la eliminacion selectiva de IFNy
aumenta la tumorogeénesis y la carcinogenesis. Asimismo, Wang et al., 2014,
demostraron in vitro que la administracion de IFNy, suprime la proliferacion de
celulas de cancer de colon humano HT-29 mutadas con APC, y que la
eliminaciéon de IFNyR1 estimula la proliferacion celular y la formacion de
colonias de polipos. Lo cual nos sugiere que las variaciones del IFNy y sus

receptores participan en el desarrollo del cancer de colon.

STATI es fosforilado en la via de senalizacion de IFNy (apartado 1.4.1). En
ratones KO de STAT1, a través de un modelo de CAC inducido por
azoximetano (AOM) y dextran sulfato de sodio (DSS), se observé un
incremento en la susceptibilidad al desarrollo de CAC en etapas tempranas,
dando como resultado la formacion de tumores en los primeros ciclos de
desarrollo del CAC, asi como dafio intestinal mas rapido que los controles
silvestres (WT) y aumento de la proliferacion desde el dia 20 despues de la
induccién del CAC. De igual manera, se observo una reduccion de la apoptosis
en tumores avanzados y una desregulacion en el reclutamiento de monocitos y
granulocitos (Ledn-Cabrera et al., 2018). Todos estos resultados sugieren que
el IFNy y su via de sefalizacion aumentan la susceptibilidad al desarrollo del

CAC.
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Se sabe que las células Tregs pueden suprimir activamente la respuesta inmune,
asi como pueden controlar la respuesta proinflamatoria de las células T
efectoras, lo que concluye en el mantenimiento de la homeostasis inmune
(Mookerjee-Basu et al., 2018; Kumar et al., 2018). Olguin et al. en 2018,
observaron en ratones hembras BALB/c Foxp3E®™ durante el desarrollo de
CAC mediante AOM y DSS, que cuando hay una reduccién del 50% de Tregs
durante el segundo ciclo del DSS, existe una mejora en la activacién de células
T CD4*y CD8*, asociada a una menor reduccion del colon, menor nimero de
tumores, asi como un aumento de infiltrados inflamatorios en la mucosa y en
las vellosidades del tejido intestinal. Lo cual nos sugiere que la acumulacion de

las células Tregs acelera el desarrollo del CAC.

3. Justificacion

El IFNy es una citocina involucrada en procesos de inflamacion, Sin embargo,
la deficiencia del IFNYR1 en modelos de cancer de colon esporadico aumenta
la tumorogénesis, lo cual es contrastante. Por lo tanto, es importante estudiar si
la ausencia del IFNy favorecera el desarrollo de cancer de colon y si este proceso

involucra a las células Tregs.

4. Hipotesis

La ausencia de IFNy acelerard el desarrollo de cancer de colon asociado a colitis
(CAC) en ratones hembras y machos, y en este proceso participan las células

Tregs.
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5. Objetivos

General
Analizar el papel de las células Tregs durante el desarrollo del CAC en ausencia

del IFNy en ratones hembras y machos.

Particulares

= Determinar el numero de tumores en ratones hembras y machos con
CAC.

= Observar el dafio morfolégico de ratones hembras y machos con CAC
mediante histologia.

= Analizar el porcentaje de células CD4* y CD8* de bazo y nddulos
mesentéricos en ratones hembras y machos.

= Analizar el porcentaje de Tregs de bazo y nddulos mesentéricos en
hembras y machos.

= Determinar el porcentaje de marcadores de superficie PD-1y TIM-3 en
las células de Tregs de bazo y ndédulos mesentéricos en hembras y
machos.

» Cuantificar citocinas: inflamatorias (IFNy, TNF-a), antiinflamatorias
(IL-6, IL-10) y de respuesta Th17 (IL-17A, IL-17F, IL-21y IL-22) en el

sobrenadante de células de bazo en hembras y machos.

34



6. Materiales y Métodos
6.1.Ratones
6.1.1. Material biolégico para el estudio del CAC

Se utilizaron ratones Foxp3ECF? knock-in de la cepa BALB/c (C.Cg-Foxp3™2Ten,
Laboratorios Jackson) cuyos pies de cria fueron donados por el Dr. Rafael
Saavedra Durén, del Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM y que
ademas son deficientes de IFNy (IFNy™) (Tesis de Carlos Blanco, UNAM,
2016). Los ratones se reprodujeron en el bioterio de la FESI y se mantuvieron
en jaulas de policarbonato con viruta de madera, alimento y bebederos Ad
libitum esteériles, a temperatura ambiente, con ciclos de luz de 12 x 12 horas.

Los ratones fueron marcados en las orejas para su identificacion.

6.1.2. Cruzas de ratones knock-in de FOXP3 y knock-out CD124.

Se realizaron cruzas de ratones doble transgenico Foxp3 knock-in/CD124
knock-out, cabe mencionar que solo se obtuvo el material biolégico y no se
realizaron experimentos del desarrollo de CAC en estos ratones. Para
determinar la probabilidad de las generaciones en las que se obtendrian las
cruzas de ratones con el genotipo Foxp3 Knock-in/CD124 Knock-out, se
utilizaron cuadros de Punnet, tomando en cuenta de localizacion del gen CD124
en el cromosoma 7 del modelo (lo anterior se menciona en la introduccion,
apartado 1.5.2).
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6.2.Induccion del cdncer de colon asociado a colitis (CAC)

Se administro via intraperitoneal azoximetano (AOM) a una concentracion de
12.5 mg por Kg de peso. Posteriormente, a los 7, 28 y 49 dias después de la
inyeccion de AOM, se administré a los ratones dextran sulfato de sodio (DSS)
al 2% disuelto en el agua para beber durante 7 dias (Tanaka, 2003), de acuerdo
al esquema descrito en la Fig. 7. Asimismo, semanalmente se registrd el peso
de los ratones, asi como la consistencia de sus heces y el sangrado anal,

consecuencia del modelo de CAC.

| | |
AOM H.0 H.0 H.0

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 7. Esquema de administracion de AOM/DSS en ratones Foxp3 knock-in/ IFNy knock-
out. Los ratones fueron tratados bajo el esquema siguiente: en el dia 1 del experimento, se les
inyect6 el AOM, en las semanas 2, 5y 8 se les administr6 DSS y en las semanas 3, 4,6, 7,9y 10
se les dio de beber agua purificada.

6.3.0Obtencidn de muestras bioldgicas

Se realizo el sacrificio de los ratones pasado las 10 semanas después del
tratamiento con AOM/DSS, como se ha descrito en la literatura y en
experimentos realizados en el laboratorio (Olguin et al., 2018), para lo cual los
ratones fueron colocados en una cdmara de CO,. Posteriormente, el raton se
sumergio en alcohol para facilitar su diseccion donde se extrajo el colon, el bazo

y los nodulos mesentéricos.
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El colon se coloco en hielo para su conservacion durante el proceso de anélisis,
y posteriormente se midié su longitud, se lavé pasando solucién salina a través
de la luz intestinal y se realizo un corte longitudinal con la finalidad de observar
la presencia o ausencia de pdlipos y/o tumores, asi como contabilizar el nimero
y el tamafio de los mismos. Una vez que se realizo el analisis macroscopico del
colon, se extrajo una biopsia de aproximadamente 1cm de la parte media/distal

del colon, y se coloco en etanol al 100% para histologia.

6.4.0btencidn de células del bazo y nodulos mesentéricos (NM)

Se coloco el bazo del raton en una caja Petri y se perfundié con 5 ml de solucion
salina, se recuperd la solucién salina en un tubo de 15 ml, y se centrifug6 a 1500
rpm durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se decanté y se le agregaron 5
ml de solucion hemolizante (Anexo 1) por 5 minutos, esto se realizo para lisar
los eritrocitos. Pasados los 5 minutos, a la muestra se le agregaron 10 ml de
solucidn salina, se centrifugo a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C, se decanto
y el pellet se resuspendié con 10 ml de solucion salina. Posteriormente, se
realizo el conteo de células diluyendo 1:1 con azul de tripano y colocando 10
ul de la dilucion en un contador automatico de células (Countess Il FL by
Thermo Fisher Scientific), el cual nos da un valor certero del nimero total de

células, asi como de su viabilidad, la cual fue superior al 90% en cada muestra.

Los NM se extrajeron del intestino, se colocaron entre una capa de tela de
horganza en una caja Petri con 5 ml de medio RPMI completo (Roswell Park
Memorial Institute, Gibco™), y se maceraron suavemente con un embolo de
una jeringa de 5 ml lo cual permitio obtener las células. Posteriormente se

recuperé el medio RPMI en un tubo de 15 ml, se centrifugo a 1500 rpm durante
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5 minutos a 4°C. A continuacion, la muestra se decantd, el pellet se resuspendio
con 1 ml de medio RPMI completo. El conteo de las células de NM se realizo

bajo el mismo proceso de las células de bazo (Countess Il FL ThermoFisher).

6.4.1. Estimulacion de células con a-CD3

Se agregaron 3X10° células de bazo y NM en una placa de 96 pozos con
anticuerpo a-CD3 a una concentracion 5 pg/ml durante 48 horas, en un
ambiente humificado a 37°C, en oscuridad, con saturacion de CO; al 5%.
Posteriormente, se obtuvieron los sobrenadantes de las células estimuladas, los
cuales se mantuvieron a -70°C en un ultracongelador hasta el momento de su

utilizacion.

6.5.Citometria de flujo
6.5.1. Inmunofluorescencia en células de sangre

Para comprobar el fenotipo de las células Tregs en los ratones Foxp3EC, se
corto un pedazo de cola al raton (Unicamente la punta) con el fin de obtener 5
gotas de sangre, las cuales se colocaron en un tubo Eppendorf con 10 pl de
EDTA. A la muestra de sangre se le afiadieron 20 pl de FACS Flow Sheath
buffer (BD®) que contenian 0.1 ul de a-CD4 (Tabla 1) y se incubaron a 4°C
por 30 minutos. Se afiadieron 500 pl de solucion hemolizante por 5 minutos, y
las células se lavaron con 1 ml de FACS, centrifugando a 1500 rpm durante 5
minutos. Finalmente, se decantd la muestra y se resuspendié con 300 pl de
FACS, homogenizando con un vortex para analizar la muestra inmediatamente

en el citometro de flujo.
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6.5.2. Inmunofluorescencia en células de bazo y nédulos mesentéricos

Se tomaron 1x10° células de bazo y NM por cada muestra de ratén en un tubo
eppendorf de 1.5 ml y se afor6 a 1 ml con solucion salina, se centrifugo a 1500
rpm durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se decantd y al pellet se le
agregaron 100 ul de FACS que contenian los siguientes anticuerpos: a-CD4, a-
CD8, a-CD25, a-TIM-3 y a-PD-1 (apartado 6.5.6), incubando en oscuridad por
30 minutos a 4°C. A continuacidn, se le agrego 1 ml de FACS a cada muestra,
centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C. La muestra se decantd y se
le agregaron 300 pl de FACS, homogenizando con un vértex. La muestra se

analizo inmediatamente en el citdmetro de flujo.

6.5.3. Cuantificacion de citocinas Biolegend LegendPlex

Para la cuantificacion de citocinas en sobrenadante de cultivo se utilizé el kit
CBA Thl7 (Cytometric Bead Array) de Biolegend®, los cuales son
inmunoensayos basados en perlas que utilizan el principio basico de
inmunoensayos tipo sandwich, similar a ELISA, con la ventaja de utilizar una
menor cantidad de muestra; el kit utilizado es capaz de reconocer 13 citocinas.
Primero se prepararon las perlas, para lo cual, el vial donde encontraban se
sonico durante un minuto para posteriormente darle un vortéx por 30 segundos.
Se calculd la cantidad de perlas por ensayo, se realizd un mix de perlas al cual
se le agreg0 2.7 pl de cada perla por muestra 'y se completé con buffer de lavado
(preparado segun el proveedor) a un volumen final de 1.5 ml. Se utilizaron 25
ul de la mezcla de perlas con buffer de lavado por muestra final. Al mismo

tiempo se realizd una curva estandar, para lo cual se reconstituyo el liofilizado
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de citocinas con 250 pl de buffer de ensayo y se dejo6 reposar por 10 minutos a
temperatura ambiente. EI punto maximo de concentracién de la curva estandar
es del0 000 pg/ml. Posteriormente, se realizaron diluciones del estandar de 1:4,
1:16, 1:64, 1:256, 1:1024, 1:4096 hasta llegar al punto minimo de 0 pg/ml.

Las muestras se preparon en tubos eppendorf colocando 25 pl de muestra o de
las proteinas de la curva estandar, 25 ul de buffer de ensayo, 25 pl del mix de
perlas, 25 ul de anticuerpos de deteccion; todo lo anterior se cubrié con
aluminio dejando agitar por 2 horas. Pasadas las 2 horas se agregaron 25 pl de
Estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) y las muestras se volvieron a tapar con
aluminio manteniendo en agitacion por 30 minutos mas. A continuacion, las
muestras se centrifugaron a 1000 gravedades (g) por 5 minutos, se elimino el
sobrenadante y se agrego 200 pl de buffer de lavado 1X, homogenizando con
un vortéx. Se centrifugd a 1000 g por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y
se agreg6 300 ul de buffer de lavado. Seguidamente, las muestras se analizaron

en el citometro de flujo.

6.5.4. Citometros de flujo

Se utilizaron los citometros Attune NxT de Thermo Fisher® y FacsAria Fusion
de BD®.

6.5.5. Programas utilizados

Los datos fueron analizados mediante el programa de citometria: FlowJo

version X (TreeStar). Para determinar las diferencias estadisticas en los grupos
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se utilizé la prueba ANOVA de una via con una prueba de comparacién maltiple

de Tukey usando el software de Prism 7.0 (GraphPad).

6.5.6. Anticuerpos

Anticuerpo Fluorocromo | Marca Isotipo Clona
CD3 Purificado Biolegend Armenian 145-2C11
(para cultivo Hamster 1gG

celular)
CD4 Brilliant Biolegend Rat 1gG2b Al61A1
violet (BV)
421
CD8 BV605 Biolegend Rat IgG2a 53-6.1
CD25 APC-Cy7A Biolegend Mouse M-A251
IgG1k
PD-1 PE-A Tonbo Armenian J43.1
Hamster 19G
TIM-3 Alexa Fluor | Biolegend Rat IgG1k B8.2C12
647

Tabla 1. Anticuerpos utilizados

6.6.Histologia

Las biopsias de colon fijadas en etanol al 100%, fueron incluidas en etanol al
100% durante 1 hora. Posteriormente, las muestras se sumergieron en 3 bafios
de xilol durante 1 hora por cada bafio. Finalmente, las muestras fueron
embebidas en 3 bafos de parafina de 1 hora cada uno. Se formaron los bloques
en parafina con la ayuda de una central de inclusion de tejido en parafina

(Lupetec®) y se realizaron cortes de 3 um de grosor en un microtomo (Leica
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RM2125 RTS) montandolos en portaobjetos previamente cargados con poli L-

lisina.

Para la tincion de hematoxilina y eosina (H-E), las muestras se desparafinaron
por medio de 2 bafios de xilol durante 10 minutos, se hidrataron en un tren de
alcoholes decreciente de 100%, 90%, 80% y 70% durante 3 minutos cada uno
y se lavaron con agua destilada durante 3 minutos. Para continuar, las muestras
se tifieron con hematoxilina durante 2 minutos y se lavaron con agua corriente
durante 2 minutos para eliminar los excesos del colorante. Posteriormente las
muestras se sumergieron por 1 segundo en alcohol &cido y se enjuago con agua.
Se utilizé agua amoniacal al 2% durante 2 minutos, se lavo con agua destilada
unos segundos y se continud con la tincion. Las muestras se sumergieron en
eosina por 2 minutos y se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso de
colorante. Despues, las muestras se deshidrataron mediante un tren de alcoholes
en forma creciente 70%, 80%, 90% y 100% durante 3 minutos cada uno, ademas
de realizar 2 bafios de xilol al 100% durante 5 minutos cada uno para aclarar el
tejido. Finalmente, las laminillas se montaron con resina y se coloco un

cubreobjetos sobre el tejido, evitando dejar burbujas.

6.7.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
6.7.1. Extraccion de DNA de cola de ratén

Para la deteccion del gen CD124 en los animales con fondo BALB/c, se corto
un fragmento de cola del raton de aproximadamente 0.5 cm de largo y se colocé
en un tubo eppendorf de 1.5 ml que contenia 500 pl de buffer de lisis (Anexo
1) més 10 pl de proteinasa K (Invitrogen™) y se homogenizo con un vortex.

Posteriormente, las muestras se incubaron a 56°C durante 2-3 horas o toda la
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noche para posteriormente centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante se separé cuidadosamente en un tubo nuevo y se le agregaron 500
ul de isopropanol frio, se mezcld por inversion y se centrifugdé a 12000 rpm
durante 10 minutos. Se decantd y el pellet, se resuspendi6 en 1 ml de etanol al
75% centrifugando a 12000 rpm por 10 minutos. La muestra se decanto, vy el
pellet se dejé secando por 1 hora para eliminar los restos de etanol,

resuspendiendo finalmente en 100 ul de agua estéril.

6.7.2. Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el DNA, se realizo una PCR para amplificar los fragmentos
especificos mediante PCR utilizando un kit (Amplicasa Tag DNA polimerasa,
Biosystems®). Se usaron 200 ng de DNA y los primers descritos en la Tabla 3
en un volumen final de 25 pl. Las muestras se amplificaron en un termociclador
(applied biosystems® 2720 by life technologies™) de acuerdo a los ciclos

mostrados en la Tabla 2.

Proceso Temperatura (°C) | Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion | 95 3 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion | 95 30 segundos 35
Alineacion Tm especifica de | 20 segundos

cada primer
Elongacion 72 1 minuto
Elongacion final 72 5 minutos 1

Tabla 2. Condiciones bajo las cuales se realizé el PCR.
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6.7.3. Geles de agarosa

Los amplicones se visualizaron en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con 1.5pl

bromuro de Etidio. Posteriormente, se realizé una electroforesis a 100 Volts

durante 45 minutos y finalmente las bandas fueron escaneadas mediante un

sistema Gel Doc™ Ez imaginer (BIO-RAD) mediante el programa Image

Lab™,
Gen Secuencia del primer (5°--3”) PM del | Temperatura
producto | de alineacion

WT IFN-y F- 210 60
AGAAGTAAGTGGAAGGGCCCAGAAG

Comun IFN-y | F- 210 60
AGGGAAACTGGGAGAGGAGAAATA
T

Mutante Neo | F-CCTTCTATCGCCTTCTTGACG 500 60

IFN-y

IL-4 F-TGACCTACAAGGAACCCAGGC 600 58
R-CTCGGCGCACTGACCCATCT

Neo IL-4 F-GGCTGCTGACCTGGAATAACC 471 58

R-CCTTTGAGAACTGCGGGCT

Tabla 3. Primers utilizados para amplificar los genes previamente descritos
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7. Resultados

7.1.La ausencia del IFNy en ratones BALB/c promueve el desarrollo de
CAC
Para los propositos de la presente tesis, los ratones Foxp3EC™ se abreviaran

como WT y los ratones Foxp3 knock-in/IFNy knock-out se abreviaran como
KO.

En la literatura se ha descrito que el peso de los ratones es un indicador de su
estado de salud, y previamente en nuestro grupo de investigacion se demostro
que, en el proceso de induccion de CAC, los ratones bajan de peso (Olguin et
al., 2018). Para demostrar lo anterior, en el presente trabajo los ratones se

pesaron semanalmente a lo largo del experimento.

Los ratones WT y KO controles, sin importar su sexo aumentaron su peso a lo
largo del experimento, como era de esperarse (Fig. 8A y 8B). Los ratones
hembras CAC WT y CAC KO disminuyeron su peso principalmente en la
semana 3 y al finalizar el experimento, en aproximadamente 10% (Fig. 8A).
Los ratones machos CAC WT y CAC KO disminuyeron su peso especialmente
en las ultimas dos semanas, y al finalizar el experimento, en aproximadamente
4% y 10% respectivamente (Fig. 8B). Por lo que, los ratones con CAC

disminuyen de peso sin importar su sexo y cepa.

Al finalizar el tiempo de induccién de CAC, los ratones fueron sacrificados. Se
extrajo el colon de cada raton y se midid longitudinalmente. El colon de los
grupos experimentales con CAC se redujo de 1 a 3 cm en comparacion con los
grupos controles, los ratones machos con CAC fueron los que presentaron
mayor reduccion. (Fig. 9A y B). Posteriormente, los intestinos de los ratones se
lavaron y se cortaron longitudinalmente para realizar el conteo de tumores

mayores a 2 mm (Fig. 9C). Los ratones CAC KO presentaron mayor nimero de
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Pesos en porcentaje

tumores que los ratones CAC WT, principalmente los ratones machos CAC KO
(Fig. 9D). Estos datos sugieren que los ratones deficientes de IFNy son mas

susceptibles al desarrollo de CAC, en especial los ratones machos.
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Figura 8. Porcentaje de pérdida de pesos de grupos experimentales durante el modelo de CAC
inducido con AOM/DSS, el peso del dia 0 del tratamiento fue tomado como el 100% y fue
comparado con los pesos semanales hasta finalizar el experimento. A) Porcentaje de pesos de
ratones hembra de los grupos experimentales. B) Porcentaje de pesos de los ratones macho de los
grupos experimentales.

7.2.Ratones IFNYKO con CAC presentan mayor daio histoldgico.

Se realiz6 el analisis histoldgico de las biopsias de colon previamente tomadas
mediante la tincion H-E. Los ratones sin tratamiento presentan una morfologia
normal, se aprecia un epitelio sano, criptas de apariencia normal, mucosa y
submucosa sin infiltrado celular. En ratones hembra CAC WT se observa
infiltrado inflamatorio, formacion de focos de criptas aberrantes y polipos (Fig.
10). Sin embargo, en las hembras KO CAC se observa un mayor dafo tisular,
mayores infiltrados celulares, focos de criptas aberrantes en la mucosa y
submucosa y, en consecuencia, engrosamiento de tejido. En los ratones machos

CAC WT se observan tumores bien definidos, infiltrado inflamatorio y mayor
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numero de focos de criptas aberrantes que en las hembras CAC WT. Sin
embargo, en los ratones machos CAC KO, se aprecian tumores de mayor
tamario, destruccion total del tejido, pérdida de vellosidades y capa muscular
(Fig. 10). Estos datos sugieren que los ratones machos KO CAC presentan

mayor dafio histoldgico.
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Figura 9. Analisis macroscdpico de la longitud y ndmero de tumores del colon de los distintos
grupos experimentales de ratones al finalizar el experimento. A) Colon representativo de cada
grupo experimental, B) Longitud y C) Numero de tumores del colon de los grupos experimentales.
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Figura 10. Tincion histoldgica con H-E del colon de los grupos experimentales.

7.3.Las células Tregs no participan en la via de seializacion de IFNy
durante el CAC.

En nuestro grupo de trabajo y en la literatura, se ha descrito que durante el
desarrollo del CAC las células Tregs y sus moléculas de superficie TIM-3 y PD-
1 aumentan (Olguin et al., 2018; Girardin et al.,, 2013). TIM-3 o0 la
Inmunoglobulina 3 de células T, es una molécula inhibitoria, en células Thl
induce la apoptosis; durante la inflamacion cronica y el cancer, TIM-3 se co-
expresa con PD-1 en células CD8" disfuncionales o agotadas y en las Tregs
induce mayor efecto supresor (Sakuishi et a., 2011). PD-1 o molécula de muerte
programa 1, es un regulador negativo de la respuesta inmune, puede promover
la secrecion de IL-10 e inhibir la maduracion de células T. La sobreexpresion
de PD-1 en el cancer favorece el desarrollo del tumor mediante la
transformacion de T activadas a Tregs inducidas, inhibiendo asi la respuesta

inmune anticancerigena de las células T (Gianchecchi y Fierabracci, 2018). Por
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lo que, en el siguiente experimento, de las células extraidas del bazo y NM, se

analizaron las Tregs y sus moléculas de superficie TIM-3 y PD-1 mediante

citometria de flujo (Fig. 11).
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Figura 11. Plot representativo de la obtencion de células CD4+, CD8+, CD4+Foxp3+,
CD4+Foxp3+Tim-3+, CD4+Foxp3+PD-1+.

De las células de bazo, los ratones Ctrl WT y Ctrl KO sin importar su sexo,

presentaron los porcentajes mas altos de las células CD4*y CD8* (Fig. 12A-C).

Los ratones WT y KO con CAC, presentaron porcentajes mas elevados de las
células CD4"Foxp3™ CD4*Foxp3*Tim-3* y CD4*Foxp3*PD-1* con respecto a
los ratones WT y KO controles (Fig. 12A, D-F). En ratones CAC WT y CAC
KO, los porcentajes de las células Tregs, asi como sus moléculas de superficie
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incrementan, sin embargo, estos porcentajes son muy similares entre el grupo

WT y el KO, por lo que no presentan diferencias significativas entre si.
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Figura 12. Las células Tregs y sus moléculas de superficie de las células de bazo aumentan en
los grupos con CAC. A) Density-plots representativos del porcentaje de células CD4*, CD8*,
CD4"Foxp3*, CD4*Foxp3*Tim3*, y CD4+Foxp3"PD1*. B) Datos totales de dos experimentos
independientes del porcentaje y numero de células CD4*, C) CD8*, D) CD4'Foxp3*, E)
CD4*Foxp3*Tim3*, y F) CD4+Foxp3*PD1*. P<0.05 Prueba ANOVA de una via con una prueba de
comparacion maltiple de Tukey.

Debido a que los NM se encuentran en una zona mas cercana al colon, que es
donde se desarrollan los tumores, se extrajeron las células de los NM y se
analizaron por citometria de flujo bajo el mismo criterio que las células del
bazo. Las células de los nddulos mesentéricos presentaron una tendencia similar
a las células de bazo. Por lo que, los ratones Ctrl WT y Ctrl KO presentaron
porcentajes mas altos de células CD4* y CD8* con respecto a los grupos con
CAC (Fig. 13A-C). Los ratones CAC WT y CAC KO sin importar el sexo,
tuvieron porcentajes mas altos tanto de las celulas Tregs, asi como de las
moléculas de superficie Tim-3y PD-1 con respecto a los ratones Ctrl WT y Citrl
KO (13A, D-F). Estos datos sugieren que las Tregs no juegan un papel
importante en el desarrollo de la tumorogénesis en ratones ausentes de IFNy

durante el CAC.
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Figura 13. Las células Tregs y sus moléculas de superficie de las células de NM aumentan en
los grupos con CAC. A) Density-plots representativos del porcentaje de células CD4*, CD8*,
CD4'Foxp3*, CD4'Foxp3*Tim3*, y CD4+Foxp3*PD1*. B) Datos totales de dos experimentos
independientes del porcentaje y numero de células CD4*, C) CD8*, D) CD4'Foxp3*, E)
CD4'Foxp3*Tim3*, y F) CD4+Foxp3*PD1*. P<0.05 Prueba ANOVA de una via con una prueba de
comparacion maltiple de Tukey.

7.4.La ausencia de citocinas inflamatorias puede ser la causa del
aumento de tumores

Para determinar el perfil de las citocinas inflamatorias, antinflamatorias y de
respuesta Th17 en los grupos experimentales, se realizo la cuantificacion de las
citocinas del sobrenadante de cultivo de las células de bazo estimuladas con a-
CD3. En los ratones CAC WT sin importar el sexo, se incrementaron las
citocinas inflamatorias, antinflamatorias y de respuesta Th17 en comparacion
de los ratones Ctrl WT (Fig. 14). Se observo ausencia en la produccion de IFN-
v vy una reduccioén en la produccion de IL-6 y TNF-a en los ratones Ctrl KO y
CAC KO. Asimismo, en los ratones CAC KO las citocinas Th17 disminuyen
ligeramente en comparacioén con los Ctrl KO (Fig. 14). Estos resultados
sugieren que la ausencia de citocinas inflamatorias en el desarrollo de CAC

puede ser la causa del incremento en la tumorogénesis.
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Figura 14. Las citocinas inflamatorias, antinflamatorias y de respuesta Th17 se incrementan
con ratones CAC WT. Datos totales de dos experimentos independientes. P<0.05 Prueba ANOVA
de una via con una prueba de comparacion mdaltiple de Tukey.

7.5.Generacion de ratones Foxp3 knock-in/ CD124 KO
7.5.1. Se observan ratones dobles a partir de la tercera generacion

Con la finalidad de tener una mejor compresion acerca de las diversas moléculas

involucradas en el cancer de colon, ademas de realizar los experimentos en los

ratones IFNy KO, se generd una nueva cepa de raton Foxp3 Knock-in/ CD124

KO, para su posterior estudio en el CAC.

Para determinar la probabilidad en la que se obtendrian los ratones dobles

transgénicos, se utilizaron cuadros de Punnet. En el apartado 1.3 se menciona

que el factor de transcripcion Foxp3 esta ligado al cromosoma X. Para empezar

la cruza F1, se utilizé una hembra Foxp3 y un macho CD124KO. Se confirmé
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A)

una descendencia 100% heterocigota para Foxp3 (Fig. 15A). A continuacion,
para la segunda generacién se utilizd una hembra Foxp3 y un macho
heterocigoto obtenido de la primera generacion, en la cual se tendria un 50% de

probabilidad de tener una descendencia homocigota para Foxp3 (Fig. 15B).

B)
Foxp3 A A Foxp3 0 A A
CD124 Aa
d
a Aa Aa A AA AA
a Aa Aa a Aa Aa

Figura 15. Cuadros de Punnet para determinar la descendencia homocigota para Foxp3. A)
Primera generacion. B) Segunda generacion. Cromosoma X E¢FP (A), cromosoma X (a).

El gen CD124 ha sido mapeado en el cromosoma 7 del raton (apartado 1.5.2),
por lo cual, para la seleccion de este gen no se tomé en cuenta el sexo de los
animales. Ademas, como se menciond en la introduccion, para la generacion de
ratones KO comunmente se utiliza la neomicina, la cual impide la transcripcion
de cierto gen, en este caso CD124. Como ya se habia mencionado, para la
primera generacion se utiliz6 una hembra Foxp3 y un macho CD124 KO, y en
la F1 se observé una descendencia totalmente heterocigota para CD124 (Fig.
16A). En la segunda generacion se utiliz6 una hembra Foxp3 y un macho
heterocigoto de la primera generacion, en la cual se observo una descendencia
50% homocigota y 50% heterocigota para CD124 (Fig. 16B). Para la tercera

generacion se tomo una hembra heterocigota y un macho heterocigoto de la
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segunda generacion, con lo cual se obtendria un 25% de probabilidad para tener
una descendencia homocigota para CD124KO (Fig. 16C). Por lo tanto, los
ratones dobles transgénicos Foxp3 knock-in/CD124 KO se observaron a partir
de la tercera generacion. Finalmente, para preservar y aumentar el nimero de
ratones dobles transgénicos se realizd una cuarta generacion con los ratones
homocigotos CD124KO obtenidos en la tercera generacion, donde ya observa
descendencia totalmente homocigota CD124KO (Fig. 16D).

A) B)
Foxp3 Foxp3
0 d d 0 d D
CD124 CD124
d
D Dd Dd D Dd Dd
D Dd Dd d dd Dd
C) D)
Het. Homo.
0 D d 0 D D
Het. Homog\
D DD Dd D DD DD
d Dd dd D DD DD

Figura 16. Cuadros de Punnet para determinar la descendencia homocigota para
CD124KO. A) Primera generacion. B) Segunda generacidn. C) Tercera generacion. D) Cuarta
generacion. CD124 (d), CD124KO o cassette de neomicina (D), Heterocigoto (Het.),
Homocigoto (Homo.).

7.5.2. Deteccion del genotipo CD124
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Como se mencioné en el apartado 6.7.3 la deteccion del genotipo CD124 se
realizd mediante PCR. Se sabe que el cassette de neomicina de un ratdn
CD124KO pesa471Kby el gen CD124 pesa 600Kb. Se realizaron PCR de cada

generacion de los ratones para poder seleccionar al ratén adecuado.

Los ratones CD124KO se obtuvieron del bioterio de la FESI, de los cuales se
realiz6 el PCR para visualizar el cassette de neomicina y corroborar que los
animales eran los correctos (Fig. 17A). Los ratones fueron seleccionados de
acuerdo a los cuadros de Punnet mencionados en el apartado 7.5.1. En la
generacion 1, se tuvieron 4 ratones totalmente heterocigotos (Fig. 17B). En la
generacion 2, se observaron ratones heterocigotos CD124 y WT (Fig. 17C) y
por ultimo en la generacion 3 ya se observa el raton CD124KO (Fig. 17D).

B)
<+— 600Kb =—>

& A71 Kb =——p

D) 1 2 3 4 5
<+— 600 Kb =—> ' S —

— kb - E R

Figura 17. Geles representativos de cada generacion del raton Foxp3 knock-in/CD124KO. A)
Amplicones de ratones CD124KO. B) Generacién 1. C) Generacion 2. D) Generacion 3. Raton (1, 2,
3,4,5).

7.5.3. Deteccion de la proteina verde fluorescente.
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Se confirmd mediante citometria de flujo que los ratones hembras Foxp3
utilizados en las cruzas, asi como su posterior descendencia expresaban la
proteina verde fluorescente. A continuacion, se muestra Dot-plots
representativos de los ratones doble transgénicos obtenidos en la tercera
generacion (Fig. 18) y analizados por citometria de flujo. Se selecciond por
tamano y granularidad a los linfocitos (Fig. 18A), de los cuales se seleccionaron
a las células CD4* (Fig. 18B), y posteriormente a las células CD4*Foxp3* (Fig.
18C). Los ratones doble transgénicos presentaron un porcentaje de Tregs de un

6-10%, lo cual se encuentra en los rangos normales.
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Figura 18. Dot-plots representativos de células Tregs de los ratones de la cruza Foxp3 knock-
in/CD124 KO. A) Linfocitos T. B) Linfocitos CD4*. C) Linfocitos CD4* Foxp3* o células Tregs.

8. Discusion
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La respuesta inmune en el intestino estd en una constante activacion y se
polariza hacia un perfil inflamatorio, aunque esto puede variar dependiendo de
factores genéticos o ambientales (Leon et al. 2006). En condiciones de
homeostasia, la respuesta inflamatoria esta regulada por el balance de citocinas
con actividad proinflamatoria producidas por células T tanto de la lamina
propia, asi como de la mucosa (Ledn et al., 2006). Sin embargo, se ha visto que
en las enfermedades inflamatorias del intestino (IBD) las citocinas
proinflamatorias aumentan (Leon et al., 2006). En los pacientes con colitis
ulcerosa (UC) los niveles de metilacion del IFNy se encuentran reducidos, lo
cual sugiere que los cambios epigenéticos en los patrones de metilacion de IFNy
puede ser un punto de referencia de la inflamacién en el intestino (Leon et al.,
2006; Camoglio et al., 1998; Gonsky et al., 2011).

En el cancer de colon se sabe que existe una correlacion bien definida entre un
microambiente alterado con la inflamacion cronica; cuando se presenta un
desequilibrio de las citocinas inflamatorias en el colon, se puede favorecer la
tumorogénesis (Kosmidis et al., 2018). Se ha observado en tumores subcutaneos
y principalmente orto-topicos de CCR el incremento de citocinas inflamatorias
y de moléculas citotoxicas como: IFNy, IL-6, IL-2 y granzima B,
respectivamente, lo cual sugiere que el sitio donde se localiza el CCR juega un
papel importante en la secrecién de citocinas inflamatorias (Zhao et al., en
2017).

En el presente trabajo se encontrd que, en ratones hembras y machos deficientes
de IFNy inducidos con CAC, existe una mayor progresion de la enfermedad
debido a que los ratones IFNYKO (principalmente machos), presentaron el
colon mas reducido, mayor nimero de tumores y mayor destruccion de tejido.

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Wang et al en 2014, donde
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observaron que en ratones IFNy*" bajo un modelo de céancer de colon
esporadico, existe un mayor nimero de tumores, presencia del desarrollo
adenoma-carcinoma, sangrado anal y aproximadamente el 50% de sus ratones
murieron por obstruccion intestinal. Wang et al., 2014 también observaron que
la delecion del IFNYR1 promovi6 significativamente la proliferacion de células
de cancer de colon por medio de la activacion de las vias de sefializacion de
Whnt/B-catenina, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), asi
como de la Cinasa regulada por sefial extracelular (ERK)1/2. La sefializacion
de Wntl activa la via de senalizacion de [-catenina, la cual promueve el
crecimiento celular y la proliferacion en varios tipos de cancer incluyendo el
CRC (Yoshida et al., 2015). EGFR y ERK juegan un rol importante en la
proliferacion y diferenciacion celular (Wells, 1999; Cai et al., 2002). Algunos
autores han sefialado al IFNy como un blanco potencial en la inmunoterapia
contra el cancer, se ha visto en lineas de cancer de ovario que los recombinantes
de IFNy humano pueden poseer actividad anti-proliferativa, inhibiendo el
crecimiento o aumentado la apoptosis mediante autofagia (Razaghi et al., 2017).
De igual manera, en lineas de cancer de colon mutadas con APC se suprime la
proliferacion celular mediante la administracion de IFNy (Wang et al, 2014).
Inclusive se ha sugerido la posible administracion de bajas dosis del IFNy antes
de cualquier terapia como tratamiento para el cancer de colon (Kosmidis et al.,
2018).

Como se menciono en la introduccion (apartado 1.4.1), la sefializacion de IFNy
activa la transcripcion de IRF1, e IRF1 promueve la trascripcion de IRF2 (Raza
y Merlino, 2011). La expresion de IRF2 ha sido relacionada con una actividad
oncogénica, la cual puede atenuar la actividad de IFNy, a través de la inhibicion

de la transcripcion de IFNyR1 (Raza y Merlino, 2011; Wang et al., 2008). En
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lineas celulares de cancer de esofago, se ha observado reduccion en la expresion
de IRF1 y sobreexpresion de IRF2, lo que se asociada con la promocion de la
proliferacion celular mediante la estimulacion de la histona H4 (Wang et al.,
2007). La histona H4 es un regulador del ciclo celular y aumenta en la fase de
transicion de G1 a S para promover la replicacion de DNA (Aziz et al., 1998).
Wang et al en 2008, estudiaron en lineas celulares de cancer de esofago, que la
administracion de IFNy a elevadas concentraciones (10ng/ml), induce apoptosis
e inhibe la proliferacion celular, mientras que la administracion de IFNy a bajas
concentraciones (0.05ng/ml) decrece la expresion de IFNyYRI e induce la
expresion de IRF2, promoviendo la proliferacion e inhibiendo la apoptosis.
Wang et al 2008, también observaron que al suprimir IRF2 en las células de
cancer de eséfago que poseian bajas concentraciones de IFNy, el crecimiento
celular se inhibe y existe un proceso de apoptosis. Lo anterior, podria ser una
explicacion del porque los ratones KO son mas susceptibles al desarrollo del
CAC, ya que al encontrarse ausente el IFNy podria decrecer la expresion de
IRF1 y aumentar la expresion de IRF2, lo cual estimularia la proliferacion
celular e inhibiria la apoptosis. De manera similar, Liao et al., 2019 observaron
en un modelo CRC de raton, mediante alelos inducibles de KRAS (por medio
de doxiciclina y alelos condicionales nulos de APC y TP53), una disminucion
en las respuestas del [IFNa, [FNy y en la expresion IRF2. Sin embargo, al inducir
la expresion de IRF2, se regula la via de senalizacion del IFNy y existe una
correlacion positiva en la eficacia de terapias con a-PD1. Debido a lo anterior,
es importante contar con estudios que tengan un mayor detalle sobre el
desarrollo del CAC en ausencia del IFNy, asi como la posible evaluacion de los

factores de transcripcion IRF1 y IRF2, la apoptosis y la proliferacion celular.
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En la introduccion se menciond al IFNy como el principal activador de
macrdfagos. En los ultimos afios se ha visto que los macrofagos (Macréfagos
Asociados a Tumores, TAMSs) son el principal componente de las células
infiltradas en tumores primarios y metastasicos (Erreni et al., 2011). Sin
embargo, el papel de los macrofagos en el cancer de colon es controversial;
algunos estudios han indicado que los TAM parecen tener actividad antitumoral
y se relaciona con una mejor supervivencia (Erreni etal., 2011). Por el contrario,
otros estudios sugieren que la infiltracion de macrdéfagos se correlaciona con la
progresion del tumor, crecimiento del tumor y resistencia a drogas
antitumorales (Cai et al., 2019). Aunado a lo anterior, es importante posteriores
estudios del papel de los macrofagos en ausencia del IFNy y durante el cancer

de colon asociado a colitis.

En la actualidad es bien sabido que las Tregs tienen un papel central en la
homeostasis intestinal mediante la secrecion de IL-10, lo cual induce supresion
de la inflamacion exacerbada. La importancia de las Tregs productoras de IL-
10 en el intestino se ha demostrado porque su alteracion da como resultado el
desarrollo de colitis espontanea (Luu et al., 2017; Tanoue et al., 2016). Sin
embargo, el papel de las Tregs en el cancer de colon es controversial, algunos
autores han sefialado que la acumulacion de Tregs en el tumor se asocia con un
mejor pronostico al suprimir la inflamacion crénica en el microambiente
(Mougiakakos, 2011), mientras que otros han sefialado que su acumulacion
podria suprimir células de la respuesta inmune con propiedades antitumorales
como células T CD4" efectoras, CD8" y NK (Zhang et al., 2015, Olguin et al.,
2018). Por lo cual en el presente trabajo se decidié estudiar el papel de Tregs en

ausencia del IFNy durante el desarrollo de cancer de colon asociado a colitis.
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En la presente tesis, se observo que, en los ratones con CAC, los porcentajes de
las células Tregs y sus moléculas de superficie como PD-1y TIM-3 en bazo y
nodulos mesentéricos se encontraban incrementados con respecto al control.
Estos resultados son similares a los presentados por Olguin et al., en 2018, en
donde se observo que los porcentajes de Tregs y sus moléculas de superficie
como PD-1, TIM-3y CD127 aumentaban conforme el CAC avanzaba, haciendo
a las Tregs mas supresoras. Del mismo modo, Olguin et al 2018, observo que
al reducir parcialmente las Tregs en un 50-57%, los ratones con CAC
presentaban menor reduccion del colon, menor nimero de tumores y mayor
numero de infiltrados inflamatorios en mucosa y vellosidades, pero no en el
musculo intestinal. EI aumento de Foxp3 en las Tregs, asi como sus moléculas
de superficie, Tim-3 y PD-1 ha sido asociado con una mayor capacidad de
supresion de las Tregs, lo cual podria estar promoviendo el crecimiento tumoral,
al suprimir células del sistema inmune con propiedades antitumorales como las
células T efectoras (Teff) y CD8+ (Olguin et al., 2018; Zhang et al., 2015). De
manera similar, Betts et al., en 2012 observaron en pacientes con CRC, que la
expresion de Foxp3 aumentd y en consecuencia la supresion de las Tregs
dirigida hacia los antigenos asociados a tumores como 5T4 y antigeno
embrionario (CEA) se incrementa. Estos antigenos 5T4 y CEA tienen una
expresion aumentada en CRC y una expresion basal en el tejido sano.
Posteriormente Betts et al., 2012 observaron una disminucion de la expresion
de Foxp3 después de la remocién del tumor, asi como un aumento en la
respuesta especifica de antigenos asociados a tumores, sugiriendo que los
tumores provocan que la poblacion de células Tregs aumenten, induciendo
supresion de las respuestas especificas de las células T CD4" hacia los antigenos
asociados a tumores. En 2013, Girardin et al observaron en pacientes con CRC,

que las células Tregs se encontraban aumentadas en tumores y conforme
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aumentaba la profundidad del tumor existié un aumento del nimero de células
Tregs, mientras que disminuian las células Teff, existiendo un gradiente
cambiante de células T a medida que se desarrolla el tumor. Los resultados
obtenidos en la presente tesis, sugieren que el incremento de las células Tregs
en bazo y nodulos mesentericos se relacionan con un peor prondstico en los
ratones con CAC, ya que las células Tregs podrian estar suprimiendo células
del sistema inmune con propiedades antitumorales como las Teff, células T
CD8"y NK.

Como se mencion0 anteriormente, TIM-3 se expresa por células T CD4" y en
celulas CD8" agotadas o disfuncionales, cuando TIM-3 se une con galactina-9
produce muerte celular (Monney et al., 2002; Sakuishi et al., 2013). Por lo tanto,
TIM-3 funciona como una molécula inhibidora de inflamacion en las células
Thl. Se ha demostrado que el blogueo de la sefializacion de TIM-3 eleva la
produccion de IFNy y TNF-a (Sun et al., 2017). Se ha observado en ratones con
cancer de cabezay cerebro, el cual es caracterizado por una fuerte supresion del
sistema inmunologico, y por ende incrementos en los porcentajes de las células
Tregs, que al bloguear TIM-3, se reduce el porcentaje de células
CD4"CD25"Foxp3* asi como la expresion de TIM-3 en las células Tregs,
sugiriendo que TIM-3 podria estar implicada en la modulacion de las células
Tregs (Liu et al., 2018). Las células Tregs intra-tumorales que se caracterizan
por la expresion de TIM-3, ejercen funciones inmunosupresoras mas fuertes,
mediante el aumento de la expresion de moléculas efectoras como IL-10,
granzima A, granzima G y perforina en comparacién con las celulas
Tregs*TIM3 (Sakuishi et al., 2013). En carcinoma hepatocelular, la expresion
de TIM-3 esté relacionada con un peor pronostico, ya que inhibe la inmunidad

tumoral mediante el agotamiento de células Teff, aumenta la supresion de
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células Tregs, facilita la polarizacion de TAMs y promueve la proliferacién
celular, la cual facilita la migracién e invasion del carcinoma hepatocelular (Liu
et al., 2018). En los resultados obtenidos en el presente trabajo se observd que
las células CD4"Foxp3*TIM-3" aumenta en los grupos con CAC, especialmente
en los ratones KO CAC, lo cual nos sugiere que las células Tregs son mas
supresoras en los ratones KO con CAC y en consecuencia presentan mayor
supresion hacia las células inmunes con actividad antitumoral, lo cual explica
la reduccidn de las células CD8* durante el CAC asi como el mayor numero de

tumores por parte de los ratones KO CAC.

Las celulas Tregs que se caracterizan por la expresion de PD-1, que es una
molécula que ejerce un rol en la tolerancia de las células T, induciendo anergia
(Gianchecci y Fierabracci). La sefializacion de PD-1 ayuda al mantenimiento
de la capacidad supresora de las células Tregs (Gianchecci y Fierabracci, 2018).
Las células tumorales pueden expresar el ligando de PD-1 (PD-L1), lo cual
brinda la capacidad de inhibir la actividad antitumoral de las células CD8" y
promueve que el tumor evada la respuesta inmune (Gianchecci y Fierabracci,
2018). En tumores en estado primario de CRC, se ha observado baja expresion
de PD-L1; sin embargo, en estados de metastasis los niveles de PD-L1
aumentan, sugiriendo que la via de regulacion de PD-1 es alterada en el
trascurso de displasia a metastasis durante el desarrollo de CRC (Wang et al.,
2017). Se ha observado, que los pacientes con CRC deficientes en los
mecanismos de reparacion mismatch, obtuvieron resultados positivos en el
bloqueo de PD-1 en comparacion con los pacientes con tumores pro-eficientes
en el mecanismo de regulacién de mismatch (Le et al., 2015). Li et al., 2017
observaron en pacientes con cancer de mama, una expresion alta de PD-L1 con

mayor namero de infiltrados de células Foxp3 positivas, lo cual se relaciona con
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un peor pronostico, sugiriendo que el bloqueo de PD-L1/PD-1 de manera
simultanea con la deplecion de células Tregs podria ser una terapia eficaz en
estos pacientes (Li et al., 2017). Se ha observado que el blogueo simultaneo de
las vias de sefializacion de TIM-3 y PD-1 durante el cancer ha mostrado mejores
resultados que el blogueo de solo una via, restaurando la funcion efectora de
células CD8* (Sakuishi et al., 2013). Sakuishi et al., en 2010 observaron que al
bloquear las vias de sefializacion de TIM-3 y PD-1 en ratones con CRC, existe
una reduccion dramatica en el crecimiento del tumor, se incrementd la
produccion de IFNy por parte de los linfocitos infiltrados de tumores y el 50%
de los ratones mostro regresion completa del tumor. En el presente trabajo se
decidio evaluar el porcentaje de células CD4"Foxp3*PD-1*, y nosotros
observamos que en los ratones con CAC el porcentaje de células Tregs que
expresan PD-1 aumenta, similar a lo que ocurre con las células
CD4"Foxp3'TIM-3", esto refuerza lo anteriormente mencionado, ya que las
células Tregs se podrian encontrar con mayor capacidad supresora durante el

CAC, lo cual podria estar favoreciendo el desarrollo del CAC.

Los porcentajes de las células CD4'Foxp3*, CD4"Foxp3*TIM-3" vy
CD4*"Foxp3"PD-1" obtenidos de los ratones WT con CAC y de los KO con
CAC fueron muy similares entre ambos grupos, lo cual nos sugiere que tal vez
las células Tregs no participan en ausencia del IFNy en el CAC, por lo menos a
nivel sistémico y linfatico. Sin embargo, aln desconocemos como se encuentran
las Tregs en el tumor en ausencia del IFNy durante el desarrollo del CAC, por
lo que sugerimos caracterizar el perfil de linfocitos T CD4", CD8", Thl, Th2,
Th17 y NK de células de intestino en ausencia del IFNy durante el desarrollo

de CAC.
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Por ultimo, en el presente trabajo se decidio cuantificar citocinas inflamatorias,
antinflamatorias y de perfil Th17. Las células Th17 secretan citocinas como IL-
17A, IL-17F, IL-21 y IL-22 (Jiang et al., 2013). Recientemente se ha observado
que existe un vinculo estrecho entre las células Th17 y las células Tregs, ya que
se ha visto que las células Tregs son capaces de producir IL-17 bajo condiciones
de inflamacion exacerbada (Li y Boussiotis, 2013; Zhou et al., 2008). Girardin
et al., 2013 observaron en pacientes con cancer de colon, porcentajes altos de
células Foxp3*IL-17"y bajos porcentajes de Teff en comparacion con pacientes
sanos. Se ha sugerido que la presencia de células inflamatorias Th17 pueden
favorecer el desarrollo del tumor, creando un ambiente tumoral alto en las
células Tregs, pero agotado en células antitumorales (Girardin et al., 2013).
Ademas, se ha sugerido que el incremento de la IL-17 en CRC, puede estar
promoviendo la angiogénesis mediante la estimulacion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEFG) en células cancerigenas (Liu et al.,
2011). Jiang et al., 2013, observaron en pacientes con CCR la expresion elevada
de IL-22, la cual se asoci6 con la activacion del factor de transcripcion
oncogénico STAT3. Jiang et al., 2013 también observaron en ratones desnudos
con CCR que la IL-22 puede promover el crecimiento tumoral e incluso inducir
metastasis a través de la fosforilacion de STAT3 y de la activacion de la ciclina
Dy VEFG.

Nuestros resultados muestran que las citocinas de perfil de Th17 como IL-17A,
IL-17F, IL-21 y IL-22 aumentan en los ratones WT con CAC, lo cual podria
asociarse con la activacion de diversos genes como STAT3 o VEGF creando un
microambiente favorable para el desarrollo del tumor. Curiosamente también
observamos que en los ratones KO con CAC no aumentan las citocinas de perfil

Th17 e incluso disminuyen ligeramente. Lo cual sugiere que al modificarse
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alguna via de sefializacion inflamatoria mediante la eliminacion de alguna
citocina como el IFNy, podria modificarse otras vias de sefializacion promotoras
de la inflamacién como lo es el perfil Th17. De manera similar, Hyun et al.,
2012 observaron en ratones deficientes de IL-17A con CAC, que existe una
reduccion en el nimero y tamafio de los tumores, asi como disminucion de las
citocinas IFNy, TNF-a e IL-6; por lo que la IL-17 actia como un factor
promotor de células tumorales y su ausencia afecta la expresién de citocinas

inflamatorias.

9. Conclusién

Los datos obtenidos en la presente sugieren que la presencia del IFNy y su
sefializacion podria tener un papel protector contra el cancer de colon, ya que
los ratones deficientes de IFNy presentan mayor niimero y tamafo de los
tumores, asi como mayor dafio histologico, especialmente los ratones machos.
De igual manera, nuestros datos sugieren que las células Tregs no participan en
el desarrollo tumoral incrementado que se observo en ausencia del IFNy durante
el CAC. Finalmente, sugerimos una participacion relevante de las células Th17
en el modelo IFNy KO CAC, lo cual sera demostrado en la continuidad del

presente proyecto.
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Anexo 1

Soluciones utilizadas

= Soluciodn de lisis de eritrocitos
39mM NH,CI, 2.5mM KHCO;3; y 0.02mM EDTA.2Na

= Buffer de lisis para proteinasa K
100mM NacCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS

= Solucién TBE 1X
Para preparar 1 L se utilizd 10.8 g de TRIZMA base, 5.5 g acido bérico, 4 ml
de EDTA 0.5M
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