<VERSIDAD NACIONAL AUTONOA D

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
BIOMEDICINA

PARTICIPACION DE STAT6 EN LA MODULACION DE LAS CELULAS T REGULADORAS
DURANTE LAS ETAPAS TEMPRANAS DEL CANCER DE COLON ASOCIADO A COLITIS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
ANA CATALINA RIVERA RUGELES

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA SONIA ANDREA LEON CABRERA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA LAURA CECILIA BONIFAZ ALFONZO
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

DR HERIBERTO PRADO GARCIA
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
“ISMAEL COSIO VILLEGAS”

LOS REYES IZTACALA, EDO. MEXICO, 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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






<VERSIDAD NACIONAL AUTONOA D

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
BIOMEDICINA

PARTICIPACION DE STAT6 EN LA MODULACION DE LAS CELULAS T REGULADORAS
DURANTE LAS ETAPAS TEMPRANAS DEL CANCER DE COLON ASOCIADO A COLITIS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
ANA CATALINA RIVERA RUGELES

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA SONIA ANDREA LEON CABRERA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA LAURA CECILIA BONIFAZ ALFONZO
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

DR HERIBERTO PRADO GARCIA
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
“ISMAEL COSIO VILLEGAS”

LOS REYES IZTACALA, EDO. MEXICO, 2022



POSGCRADO

*Bi0LGicAs®

UN/ME&
POSGRADO &

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

OFICIO CPCB/415/2022

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. lvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Clencias
Bioldgicas, celebrada el dia 21 de febrero de 2022 se aprobd el siguiente jurado para el examen de
grado de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de conocimiento de (BIOMEDICINA) de
la estudiante RIVERA RUGELES ANA CATALINA con nimero de cuenta 520461930 con la tesis titulada
“Participacién de STAT6 en la modulacién de las células T reguladoras durante las etapas
tempranas del cancer de colon asociado a colitis”, realizada bajo la direccién de la DRA. SONIA
ANDREA LEON CABRERA, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. SALVADOR FONSECA CORONADO
Vocal: DRA. NADIA JUDITH JACOBO HERRERA
Vocal: DRA. EDA PATRICIA TENORIO ZUMARRAGA
Vocal: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ
Secretario: DR. HERIBERTO PRADO GARCIA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE NG
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU” & CIENCi o
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 11 de mayo de 2022 >

COORDINADOR DEL PROGRAMA

COORDNACION

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Pasgrado, Edificio D, 1" Piso. Cirouito de Posgrados, Cludad Unives sitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P (4510 COMX Tel. (+5255)5623 7002 http//pebiol. posgrado.unam. mx/




Agradecimientos institucionales

Este trabajo de grado fue realizado dentro del programa de posgrado en Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional Auténoma de México, en el laboratorio de Inmunidad Tumoral de la

Unidad de Biomedicina, Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.

EL PRESENTE TRABAJO FUE FINANCIADO POR LAS SIGUIENTES INSTITUCIONES Y
PROYECTOS:

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT): A1-S- 23944, Programa de Apoyo a
Proyectos de Investigacidn Cientifica y Tecnoldgica (PAPIIT), UNAM, Proyecto IN215421 y Fondo
para la Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecnolégico del Estado de México, COMECYT proyecto

FICDTEM-2021-079.

La alumna Ana Catalina Rivera Rugeles recibié una beca por parte del CONACyT (750194) y
del proyecto PAPIIT IN215421.

Este trabajo de grado fue realizado con la asesoria de la Dra. Sonia Andrea Ledn Cabrera
como Tutora Principal, y de los miembros del Comité Tutoral formado por la Dra. Laura Cecilia

Bonifaz Alfonzo y el Dr. Heriberto Prado Garcia.



Agradecimientos personales

La terminacién de mis estudios de maestria no hubiera sido posible sin la ayuda de muchas
personas. Me gustaria agradecerle a la Dra. Sonia Andrea Leén Cabrera por darme la oportunidad
de realizar mi investigacion en su laboratorio, por compartir sus ideas conmigo y por su confianza
en mis habilidades y mis ideas. Gracias a mis companferos del Laboratorio de Inmunidad Tumoral,
especialmente a Yael y a Eduardo, por explicarme y hacerme parte de sus proyectos de
investigacion, en los que se apoya mi propio trabajo. Gracias a la Dra. Mdnica Mendoza, la Dra.
Yadira Ledesma, el Dr. Efrain Olguin y la Dra. Leticia de la FES Iztacala UNAM, por su apoyo para
acceder y trabajar en los diferentes laboratorios donde desarrollé mis actividades de investigacién.
Gracias al Dr. Galileo Escobedo por su apertura, disposicion para ayudar, y apoyo logistico para
realizar algunos de los experimentos de este trabajo. Finalmente, gracias a los miembros de mi
jurado de examen de grado que me apoyaron con sus comentarios a mi manuescrito de tesis, en
especial a la Dra. Eda Patricia Tenorio Zumarraga, por su tiempo, disposicién y valiosisimas

aportaciones.

Me gustaria agradecer a todas las personas cuya presencia en mivida convirtié a México en
mi segundo hogar. Y por supuesto, me gustaria agradecer a todos los amigos y familiares que, desde
Colombia, mi pais natal, siempre estuvieron dispuestas a escucharme y acompafiarme a la distancia,

en este proceso largo y a veces incierto que fue completar mi tesis.

Gracias a mi mamay a mi hermano, quienes siempre me han demostrado su apoyo y amor.

Gracias a Mackarena, parte irremplazable de mi vida en este ultimo afio, y en los aiflos que vengan.



Contenido
RESUMEN ...ttt et a e e s s ba e e s aba e e e s aba e e e s abaeee s 1
FAN o {1 [ AR T T OO PR PPTRPPP 3
i (01 1 oo [T Toloi o o WA O PSP P U PPTRO PP 4
1.1, CANCEE A COION ..ttt ettt s he e st sttt be e b e e sbeesmeesmeeenseenneens 4
1.1.1. [0 Lo L=l aaY o] [oT = - VSRR 4
1.1.2. [ Tot o] ¢ e [N o T=TY = NP 5
1.2.  Cdancer de colon asociado @ CONLIS ...eevuiiiiiiiriiiiiiieriee ettt 6
1.2.1. Carcinogénesis en el cdncer de colon asociado a Colitis .......ccocveriiieiiicciee e, 6
1.2.2. Respuesta inmune en el cadncer de colon asociado a colitis ........cccceeeeciveeeecieeeeennen. 9
1.2.3. MOdElo MUFINO A CAC ... ..iiiiiiiiee ettt ettt ettt e st sabe e bt e s sabe e sbeeesareenas 10

1.3.  Lascélulas T reguladoras y su rol en el desarrollo del cancer de colon asociado a colitis 10

1.3.1. GENEIAIIATES ...ttt 10
1.3.2. Fenotipo SUPresor de 1as TrEES .....vuiiiiciiie ettt ettt e e e e e earee e e 13
1.3.3. LaS Tregs €N IBD Y CAC ...uuueeieiiee s 15
1.4. Evidencias de la participacién de STAT6 en el cancer de colon asociado a colitis............ 16

1.4.1. La ausencia de STAT6 protege del desarrollo de tumores en el colon y es un blanco

E=T e[0TV A [olo =14 = Tot 1Y/ o OSSR 17
B Y o1 = Yol =Y o [T o | =Y PRSPPI 20

2.1. Evidencias directas de la participacién de STAT6 en el desarrollo del cdncer de colon

asociado a colitis inducido por azoximetano/dextran sulfato de sodio ........c.cccvvevveeveecreereennenn, 20
R o oY Y < [ USSP 23
N © ] ¢ 1= ¥ 1Yo 13 USSR 24
O N O ] o JT=Y Ao T o1 [ Vol T'o Y- SRR 24

4.2,  ODbjetivos ESPECITICOS....uuiiiiiiiiiiciiee ettt e et e e e s bee e e e are e e s e arae e e e nbeeeeeearees 24



5. Estrategia @XPerimental.......cccccoiciiiii ittt e e b ae e e e ares 25
5.1.  Estrategia experimental para la caracterizaciéon de una cepa de ratones STAT67 / Foxp3t¢®
knock-in de foNdo SENETICO BALB/C .....coouiiuiiiiiiiieieeeteeste ettt sttt sttt s 25
5.2.  Estrategia experimental para la determinacion de la capacidad de diferenciacion in vitro
de Tregs a partir de linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones WTy STAT6™ .........c......... 26
5.3.  Estrategia experimental para el estudio de la frecuencia y el fenotipo de Tregs durante el
transcurso del CAC en ratones FOXP3E™ y STATE7/FOXP3E™ ..o 27
5.4.  Estrategia experimental para la determinacién de la capacidad de supresion de Tregs
provenientes de ratones WT y deficientes €N STATE ......cccveieeeciieeicciiee et e e e 28

T \V/ 11 o Yo [o] Lo} -{ - ISP PR 29
6.1, RAEONES. . e e 29
6.2, SOIUCIONES ...ttt h e sttt e bt e s bt e s bt e sate st e ebe e beesbeesseesateenneens 29
6.3. Modelo murino de cancer de colon asociado @ COlitis.......cceveerieriiriiniieieree e 31
6.4.  Extraccion de ADN gendmico y PCR en punto final .....cccccouveeeviiiiiiiiieiccieeceeee e 32
6.5.  Diferenciacion de TregS N VItrO........cuueeiecuiieiciiiieecciee ettt esree e e e s sre e e e saae e e s saaeee s 34

6.5.1. Obtencion de eSPIENOCITOS. .....uuiii it ettt e e e e erae e e e ebaeeeeeans 34
6.5.2. Separacion magnética de linfocitos T CDA" NAIVE .......eeveecveeeeeiiiieeeceee e 34
6.5.3. Cultivo celular para diferenciacion de Tregs in Vitro.........cccecueeeiecvieeeiecieeeeccieeeeenns 35
6.6. Ensayo de supresion de Tregs iN VItrO......cc.ueecccuveeeeciuieeeeciieeeeceeeescvee e ssiaee e saae e e ssaaee s 35
6.6.1. Separacion magnética de linfocitos T CD4* totales......ccecuveeeviiieeecciiee e 35
6.6.2. Cell SOrtiNG A€ TIEES ..vveeeeeeeieecctiieee e e e e eccttte e e e e e e e ecbtreeeeeaeeesesbtsaeeeeeesesansraseeeaeseenannnns 35
6.6.3. Preparacion de los esplenocitos respondedores .........cceeeeecveeeeecivieeeeciiieeeeereee e 36
6.6.4. Cocultivo de Tregs con esplenocitos respondedores.........cccocvveeiecieeeeecieeeeccineeennns 36
6.7.  Citometria de flUJO cocuveee e e e e e e e aaea s 37
6.7.1.  TiNCION @XEraCelUlAr....cc.coiiiiiee ettt 37
6.8.  ANAIISIS @STAUISTICOS .. ueiiiiiieiitieette ettt st ettt st et 38

N (=T U] =T Lo T3 40



7.1.  Caracterizacién de ratones STAT67"/Foxp3t°™ knock-in de fondo genético BALB/c. ....... 40

7.2.  Laausencia de STAT6 no altera la diferenciacidn de linfocitos T CD4* naive a Tregs in vitro.

41

7.3. Laausencia de STAT6 aumenta la capacidad de diferenciacién de Tregs in vitro a partir de

células T CD4* naive provenientes de ratones con induccidon de CAC .......cccooveecvrieeeeeeeeecccnnneeen, 45

7.4.  El porcentaje de linfocitos T CD8* disminuye en ratones STAT67/FoxP3f™ en etapas

LaTTo =1 L=E e LI O Y AR 45

7.5.  Las Tregs provenientes de ratones STAT67-en tratamiento de CAC tienen mayor capacidad

supresora sobre linfocitos T CDATY T CD8" .......vei ittt e et e e aee e e aree e e e e e e 54
8. DUSCUSION ...ttt ettt ettt e st e st e e s bt e e s bt e e sabe e s bt e ebbeesabeeeeabeesabeesbteesbeeenabeenas 61
9. CONCIUSIONES. .. .tieieeeiiee ettt ettt st e sttt e st e s bt e e s bt e e sabeeesabeesabeeebbeesabeeesabeesabeesneeesabaeenaseanns 70
10. 2T 8] o T=Tot f A7 PPN 71
11. Referencias bibliograficas ........occueii i e et 72



Lista de figuras

Figura 1. Transformacion maligna desencadenada por inflamacion en el colon.............................. 8
Figura 2. Mecanismos inhibitorios empleados por los linfocitos T reguladores............................. 13
Figura 3. Via de sefializacion JAK-STAT.........cccoioiiieicie ettt e ste e tee e sae e e te e e bae e s nteeenae s 17

Figura 4. La activacion de STAT6 en células inmunes y células no inmunes contribuye a la patologia
as0Ciada CONIBD Y CRC. .........oiiiiiiiiiee ettt e ettt e e et e e e et te e e e s be e e e e sbaeeeesastaeeesseeeessnsteeeessseeensnns 19
Figura 5. Estrategia experimental para la caracterizacién de una cepa de ratones STAT67 /
Foxp3 P knock-in de fondo genético BALB/C...............cc.ooveueeuiiuieieeiieieeeeeeeeeeee ettt eeaeeaeas 25
Figura 6. Estrategia experimental para la determinacidon de la capacidad de diferenciacion in vitro

de células T reguladoras a partir de linfocitos T CD4* naive provenientes de ratones WT y STAT6-

Figura 7. Estrategia experimental para el estudio de la frecuencia y el fenotipo de Tregs durante
el transcurso del CAC en ratones FOXP3ECFP y STAT6” /FOXP3ECFP . ......cooviviiieeceeeceeeee e 27
Figura 8. Estrategia experimental para la determinacién de la capacidad de supresion de Tregs
provenientes de ratones WT y deficientes @n STAT6............cccocviiiiiiiiie e 28
Figura 9. Modelo murino de induccion de cancer de colon asociado a colitis mediante el
tratamiento CON AOIMI Y DSS. ..ottt e e e s e s s bbe e e e e e e s s sssbbbeeeeeessnsnssenaees 32
Figura 10. Genotipos de ratones STATE 7 /FOXP3EC P, . ...ttt 41
Figura 11. ldentificacién de Tregs a partir de sangre periférica de ratones Foxp3tSf® y doble
transgénicos con base en la expresion de CD4 y FOXP3ESFP o i 42
Figura 12. Estrategia para la identificacion de Tregs en cultivos celulares de linfocitos T CD4" naive
con base en la expresion de CD4, CD25 Y FOXP3. ............oooooiiiiiiiiiee ettt ettt e e e etee e e 43
Figura 13. Capacidad de diferenciacion de linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones
deficientes @N STATE @ TrEES......ccccuiiiieiiee et e ettt e eectte e e e ette e e eeteeeeeeebreeeeessaeeseseseaeesteeaesassesananes 44
Figura 14. La deficiencia de STAT6 aumenta la capacidad de diferenciacion de células T naive
provenientes de ratones con induccion de CAC, a Tregs in Vitro. ............cccccoeeecieeeeciieececieee e, 46
Figura 15. Desarrollo tumoral en ratones STAT67"/Foxp3 " con tratamiento de AOM/DSS. ..... 48
Figura 16. Estrategia para la identificacidn y caracterizacion de Tregs a partir de esplenocitos de

ratones doble transgénicos y reporteros en tratamiento con AOM/DSS. ..........c.cccovevvreerecrrennenns 49



\Y

Figura 17. Poblaciones celulares en ratones FoxP3 " y STAT6”"/FoxP3E% en etapas tempranas de
dESArrOllo dE CAC. ...ttt sttt et b e e s bt e s bt e st e st e st e e b e e bt e s beesbeesaeesaneeneens 51
Figura 18. Caracterizacion de Tregs de ratones FoxP3t%F" y STAT67-/FoxP3°*" en etapas tempranas
de deSarrollo de CAC. ...........ooiiiiiiieeee ettt ettt e sh e sat e st st st e b e e bt e s beesbeesaeesaneenneens 53
Figura 19. IMF de moléculas de superficie de Tregs en ratones FoxP3t¢*" y STAT6”/FoxP3E%F en
etapas tempranas de desarrollo de CAC.............ocuviiiiiiiiie et e e e ebre e e e ebree e e e 54
Figura 20. Pureza de las muestras obtenidas mediante separacion magnética y cell sorting....... 55
Figura 21. Estrategia para el analisis de la supresion inducida por Tregs de ratones FOxP3EGFP y
STAT6”-/FoxP3 " en tratamiento de induccién CAC, sobre la proliferacién de células totales de
T 7 o TSP SPR 56
Figura 22. Supresion de la proliferacion celular de linfocitos T CD4* por parte de Tregs de ratones
en tratamiento de induccion de cancer de colon asociado a colitis..............ccoecveeriiiiniinnieinnienns 59
Figura 23. Supresion de la proliferaciéon celular de linfocitos T CD8* por parte de Tregs de ratones

en tratamiento de induccion de cancer de colon asociado a colitis..........cccoevveeiiiiiiiiiiiiicieicnnee 60



VI

Lista de tablas

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados en la PCR en punto final para genotipificacion. .... 33

Tabla 2. Mezcla utilizada para la PCR en punto final para genotipificacion..................ccccccoenee. 33
Tabla 3. Pasos del termociclador para la amplificacion del gen STAT6. ............ccceeevvevieeecieenneens 33
Tabla 4. Pasos del termociclador para la amplificacion del gen FOXP3. ............ccccoovveviieecieenieen, 33

Tabla 5. Detalles de las tinciones empleadas en cada ensayo del proyecto de tesis. ................... 39



VIl

Lista de abreviaturas

Abreviatura

Término

AOM
BALB/c
CAC
CRC
CTLA-4
CcTv
DAI
DC
DSS
EGFP
FACS
FoxP3
IBD
IMF
IL
iTregs
JAK
PD-1
PD-L1

pTregs
STAT

STAT6 7
TCR
Tim-3
Tregs
tTregs
wTt

Azoximetano

Bagg albino.

Cancer de colon asociado a colitis
Cancer colorrectal

Antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos
CellTrace Violet

indice de dafio

Célula dendritica

Dextrdn sulfato de sodio

Proteina dverde fluorescente mejorada
sorting de células activado por fluorescencia
Forkhead box P3

Enfermedad inflamatoria intestinal
Intensidad media de fluorescencia
Interleucina

Linfocitos T reguladores inducidos
Quinasa Janus

Proteina de muerte celular programada 1

Ligando de la proteina de muerte celular programada 1

Linfocitos T reguladores periféricos

Transductor de sefiales y activador de la transcripcidén

Knockout de STAT®6.

Receptor de células T

Inmunoglobulina de linfocitos T y proteina de dominio de mucina 3

Linfocitos T reguladores
Linfocitos T reguladores timicos

Wild type



Resumen

Se ha reportado que los ratones deficientes en STAT6 (STAT67") son altamente resistentes a
la tumorigénesis inducida en un modelo murino de cancer de colon asociado a colitis (CAC). La
proteccion frente al desarrollo tumoral observada en estos animales coincide con un nimero
elevado de células T reguladoras (Tregs) intestinales y sistémicas en etapas tempranas de la
carcinogénesis. Este proyecto tuvo como objetivo analizar la diferenciacién y la capacidad supresora
de las Tregs presentes en un modelo murino deficiente de STAT6 y sus implicaciones en el desarrollo
del CAC. Para determinar si la deficiencia en STAT6 afecta la capacidad de generacién de Tregs in
vitro, linfocitos T CD4* naive fueron aislados de ratones WT y STAT67" y se cultivaron durante seis
dias con IL-2, TGF-B y 4cido holo-transretinoico. Se observo que la deficiencia de STAT6 no promueve
una mayor diferenciacion de células CD4*FoxP3* (Tregs). Por el contrario, al emplear linfocitos T
CD4* naive de animales a los cuales se les indujo CAC experimental empleando azoximetano y
dextran sulfato de sodio (AOM/DSS), se establecié que las células provenientes de ratones STAT67
se diferenciaron tres veces mds a Tregs a los 6 dias de cultivo Estos datos sugieren que cuando STAT6
esta ausente, se favorece la diferenciacidon in vitro de células CD4* naive obtenidas durante el
desarrollo de CAC, a Tregs. Con el fin de estudiar las Tregs provenientes de ratones STAT67 y de
emplearlas en ensayos funcionales in vitro, se caracteriz6 mediante PCR y citometria de flujo una
cepa de ratones STAT67"/FoxP3 " knock-in de fondo genético BALB/c, generada previamente en el
laboratorio. Después de su caracterizacion, estos ratones se sometieron a tratamiento con
AOM/DSS y se establecié que en etapas tempranas del desarrollo tumoral (dia 20) los ratones STAT6
/- /Foxp3£¢™® presentan un porcentaje de células CD4*CD25"&"FoxP3* mas elevado y un porcentaje de
células CD8* menor, que los ratones FoxP3E°FP, Ademds, las Tregs provenientes de ratones STAT6”-
/Foxp3ESfP en etapas tempranas del CAC tienen una mayor capacidad supresora de la proliferacién
de linfocitos T CD4*y T CD8*. en comparacién con las Tregs obtenidas de ratones WT. Estos
resultados sugieren que STAT6 determina la diferenciacion, activacidn y capacidad supresora de las
Tregs durante el CAC. La deficiencia de STAT6 en etapas tempranas de CAC promueve la
diferenciacidon de Tregs in vitro y favorece su fenotipo supresor, generando Tregs capaces de

controlar mejor la inflamacion en el desarrollo del CAC.



Palabras clave: cancer de colon asociado a colitis, STATS, linfocito T regulador, inflamacion,

FoxP3, diferenciacién, supresidon, marcador de superficie.



Abstract

STAT6-deficient (STAT67)) mice have been reported to be highly resistant to induced
tumorigenesis in a mouse model of colitis-associated colon cancer (CAC). The protection against
tumor development observed in these animals coincides with a high number of intestinal and
systemic regulatory T cells (Tregs) in early stages of carcinogenesis. This project aimed to analyze
the differentiation and suppressive capacity of Tregs present in a STAT6-deficient murine model
and its implications in the development of CAC. To determine whether STAT6 deficiency affects the
ability to generate Tregs in vitro, naive CD4* T lymphocytes were isolated from WT and STAT67
mice and cultured for six days with IL-2, TGF-B, and all-trans retinoic acid. It was observed that
STAT6 deficiency does not promote a greater differentiation of CD4*FoxP3* cells (Tregs). In
contrast, using naive CD4* T lymphocytes from animals in which experimental CAC was induced
using azoxymethane and sodium dextran sulfate (AOM/DSS), it was established that cells from
STAT6”" mice differentiated three times more to Tregs after 6 days of culture These data suggest
that when STAT6 is absent, in vitro differentiation of naive CD4* cells obtained during CAC
development to Tregs is favored. To study the Tregs from STAT67" mice and to use them in in vitro
functional assays, a strain of STAT67/FoxP3E¢"? knock-in mice with BALB/c genetic background was
characterized by PCR and flow cytometry. After characterization, these mice were subjected to
AOM/DSS treatment and it was established that in early stages of tumor development (day 20)
STAT67"/Foxp3f™ mice present a higher percentage of CD4*CD25"&"FoxP3* cells, and a lower
percentage of CD8" cells, than FoxP3 " mice. In addition, Tregs from STAT67"/Foxp3t°F mice in
early stages of CAC have a greater capacity to suppress the proliferation of CD4* and CD8* T
lymphocytes compared to Tregs obtained from WT mice. These results suggest that STAT6
determines the differentiation and suppressive capacity of Tregs during CAC. STAT6 deficiency in
early stages of CAC promotes Treg differentiation in vitro and favors its suppressive phenotype,

making Tregs capable of better controlling inflammation in CAC development.

Key words: colitis-associated colon cancer, STAT6, regulatory T lymphocyte, inflammation,

FoxP3, differentiation, suppression, surface marker.



1. Introduccion

1.1. Cancer de colon

1.1.1. Epidemiologia

El cancer colorrectal (CRC, por sus siglas en inglés), que agrupa las neoplasias de colon,
recto y ano, es el cuarto tipo de cancer mas comun en el mundo, después del cancer de seno,

prostata y pulmon, para ambos sexos (1).

Las estadisticas demuestran que mads del 60% de los nuevos casos ocurren en personas
mayores de 60 aios, mientras que solo el 10% de la incidencia sucede en personas menores de 50
afios (2). La incidencia y prevalencia de CRC en diferentes paises del mundo indican que factores
socioecondmicos y geograficos afectan el desarrollo de esta enfermedad. Asi, se ha reportado una
mayor incidencia en paises con un alto nivel de indice de desarrollo humano (HDI, por sus siglas en
inglés), lo cual esta ligado a cierto estilo de vida que ha sido reportado como factor de riesgo para
el desarrollo de esta enfermedad, como el consumo elevado de carne procesada, azucar, granos

procesados y bebidas alcohdlicas, alto nivel de grasa corporal, y poca actividad fisica (3).

Se ha reportado que los hombres tienen una mayor incidencia de CRC que las mujeres, con
1,065,960 hombres y 865,630 mujeres que desarrollaron la enfermedad en 2019; asi como una
mayor mortalidad, pues en este mismo afio 515,637 hombres y 419,536 mujeres murieron por
causa del CRC. Esto quiere decir que tanto la incidencia como la mortalidad son alrededor de 25%
menores en mujeres que en hombres (4). Por ende, es posible que factores socioculturales y de
género, sean los responsables (5). Sin embargo, también existen factores bioldgicos que inciden en

el riesgo de desarrollar CRC.



1.1.2. Factores de riesgo

En primer lugar, un historial positivo de CRC familiar es un factor en comun para un 10-20%
de los pacientes totales de CRC; este riesgo varia dependiendo del nimero de familiares afectados
y la edad de diagndstico de la enfermedad (6). En conjunto, estos padecimientos comprenden entre
un 6-10% de los casos totales de CRC (7). Sin embargo, el porcentaje de casos de CRC con un origen
hereditario puede ser mayor; algunos autores sugieren que entre un 10-30% del total de casos de
CRC (8), (9), (10). Este tipo estd asociado a errores hereditarios en fragmentos del ADN que
controlan procesos importantes para el funcionamiento de las células, como el mecanismo
mismatch de reparacién del ADN, o que son mutaciones en oncogenes 0 supresores tumorales

como APC (11), (12), (7).

Sin embargo, la mayoria de los casos de CRC son esporadicos, es decir, no pueden
relacionarse a una enfermedad hereditaria, y estan asociados a la adquisicion de una serie de
mutaciones en las células del colon que favorecen la proliferaciéon excesiva, disminucién de la
apoptosis, adquisicion de un fenotipo invasivo, entre otras caracteristicas distintivas del cancer

(13).

Se ha reportado que el padecimiento de enfermedades inflamatorias intestinales, como la
colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn, aumentan el riesgo de desarrollar CRC; el cual se
reporta como responsable del 15% de las muertes de pacientes con IBD (14). La colitis ulcerativa
es una enfermedad crdnica caracterizada por la inflamacidn esporadica, pero recurrente, de la
mucosa del colon, que comienza en el recto y se extiende a los segmentos proximales del colon
(15). Recientemente, la prevalencia de la colitis ulcerativa ha aumentado, con las tasas mas altas
en paises del hemisferio norte, lo cual coincide con las dreas de mayor incidencia del CRC (16). Por
otro lado, la enfermedad de Crohn se caracteriza por la inflamacién crdnica de toda la mucosa del
sistema digestivo, y suele aparecer después de estimulos desencadenantes ambientales en
pacientes genéticamente susceptibles; este padecimiento se caracteriza como una enfermedad

autoinmune (17). Un efecto de las IBD es la disrupcion de la barrera intestinal y el cambio en la



microbiota, lo cual puede aumentar la proporcidn de bacterias mucoliticas en el intestino. Ademas,
las mutaciones en las células de Paneth, encargadas de secretar sustancias antimicrobianas y de
albergar en su periferia a células madre del epitelio del colon, se han relacionado con el
padecimiento de IBD y de cancer colorrectal asociado a colitis (CAC, por sus siglas en inglés), un
subtipo de CRC que se desarrolla después de un padecimiento crénico de inflamacidn en el colon

(18).

1.2. Cancer de colon asociado a colitis

Se estima que el riesgo de padecer cancer colorrectal aumenta de 5 a 8 veces si se ha
padecido alguna enfermedad inflamatoria con anterioridad (19). Los pacientes con IBD tienen un
riesgo de desarrollar tumores en el colon de un 2% después de 10 afios desde el inicio del
padecimiento, de un 10% después de 20 afos y de un 18% después de 30 afios (20). EI CAC
representa un 2-3% de los casos totales reportados para CRC (21), y debido al aumento de la
incidencia de IBD especialmente en paises que estdn adoptando costumbres de vida cada vez mas
occidentalizadas, el estudio de cémo la inflamacion facilita el desarrollo de esta neoplasia se hace

importante.

En el caso del CAC, la neoplasia surge a partir de un epitelio inflamado no canceroso. A
grandes rasgos, la inflamacion induce respuestas genotdxicas (por ejemplo, como resultado de la
secrecion de especies reactivas de oxigeno, ROS) en las células epiteliales, lo cual desencadena
mutaciones en genes como p53, c-src, k-ras, B-catenina y APC, lo cual inicia con la transformacion
maligna. Adicionalmente, se pueden desregular vias de sefializacién como Wnt/B-catenina y la via
de STAT3, lo cual deriva en un aumento de la proliferaciéon y la remodelaciéon de las células

epiteliales, que promueven el desarrollo del tumor (22), (23).

1.2.1. Carcinogénesis en el cancer de colon asociado a colitis

La carcinogénesis en el CAC comprende los procesos de progresion desde una displasia



(crecimiento anormal de células) en menor nivel a una displasia en alto nivel. Este proceso en el
CAC es similar al del CRC, particularmente en cuanto a los genes y vias de sefalizacion alteradas;
sin embargo, si hay una diferencia en la temporalidad de las mutaciones. Por ejemplo, la mutacién
de p53 ocurre en etapas tempranas durante el CAC, pero en etapas tardias en el CRC (24). Contrario
a lo que ocurre en el CRC esporadico, en CAC la mutacién en APC sucede en etapas tardias de la
carcinogénesis, y marca un punto de transicion entre displasia de alto grado y carcinoma (19).
Estudios en ratones deficientes en IL-10 -una citocina antiinflamatoria- mantenidos en estancias
libres de patdgenos, y que esporadicamente desarrollan colitis y posteriormente CAC, han
demostrado que en etapas tardias del desarrollo tumoral ocurre una acumulacién de B-catenina
en el nucleo de las células epiteliales del colon, aun sin la mutacién de APC (25). Se ha reportado
también que la activacidn de vias de sefializacion importantes para mediar la inflamacion, tales
como NF-kB, PI-3K y Akt, pueden ser responsables de la acumulacion de 3-catenina en los nucleos
de las células sin que sea necesaria la mutacién de APC (26), y que la activacidn de estas vias de
sefializacion esta mediada por moléculas de sefializacion proinflamatorias como TNF-a y PGE; De
esta manera se entiende que la inflamacién pueda desencadenar la tumorigénesis. Sin embargo,
es bien sabido que un sello distintivo del cdncer son las mutaciones en diversos genes que le
confieren a las células cancerosas propiedades necesarias para desarrollar un tumor. En el caso del
CAC, es de destacar que la inflamacion es responsable de las mutaciones en el ADN que son

necesarias para desarrollar cancer.

Una de las vias de sefializacion activadas en la IBD es la de NF-kB, la cual se ha reportado
como hiperactivada tanto en IBD como en CAC. Estudios en modelos murinos han detectado que
la activacién constante de NF-kB en células epiteliales conducen a una aceleracién en la pérdida de
funcién de genes supresores tumorales y a la tumorigénesis en el colon (27); por el contrario, la
eliminacion de la sefializacion mediada por NF-kB lleva a un aumento en la apoptosis en células
epiteliales, y a una reduccidn en el tamafio de los tumores cuando hay una eliminacion de la
sefializacion en células mieloides (28). Una de las citocinas inducida por la sefializacion de NF-kB es
IL-6, la cual es producida por las células del sistema inmune infiltradas en la lamina propria como
consecuencia de la presencia de bacterias mucoliticas en esta parte del colon. IL-6 es una citocina
proinflamatoria que ademas activa a STAT3 en células epiteliales, lo cual se ha asociado a un

aumento de la resistencia a la muerte celular (29).



En la IBD, las moléculas proinflamatorias reclutan a células del sistema inmune adaptativo,
como linfocitos T CD4* naive (30), y células del sistema inmune innato, como macrofagos y
neutréfilos, los cuales producen especies reactivas de oxigeno (ROS). Los ROS, asi como los
intermediarios reactivos de nitrégeno (RNI, por sus siglas en inglés), son capaces de causar graves
dafios en el ADN (31). El dafio en el ADN producido por ROS y demas agentes genotdxicos se ha
relacionado con la inactivacién de genes involucrados en la reparacion del dafio al ADN (por
ejemplo, el mecanismo de reparaciéon mismatch), y con la aparicion de la inestabilidad genémica
(26). Las ROS pueden causar dafios en el epitelio, seguidos por inflitracién de bacterias en el epitelio
coldnico a través de las lesiones, lo cual produce una inflamacidn generalizada (Figura 1). Las ROS
también pueden causar dafios en genes como TP53, y cambios en la sefalizacion mediada por
STAT3 y NF-kB, lo cual genera displasia de bajo grado. Posteriormente, la inflamacién generalizada
y la inestabilidad en el genoma generan la acumulaciéon de mutaciones en genes como K-ras y APC,

las cuales completan el proceso de transformacion maligna (19).

Mutacion de p53
Poca reparacion en el ADN Mutacion Mutacion
Alta expresion de STAT3 en K-ras en APC
CAC Activacion de NF-kB
Tejido Displasia de Displasia de .
Colon normal . ) p P Carcinoma
inflamado bajo grado alto grado

IL-6, TNF

Activacion de STAT3, activacion de NF-«xB,

dafio en la barrera epitelial

Figura 1. Transformacion maligna desencadenada por inflamacién en el colon.

Figura modificada de (19).



1.2.2. Respuesta inmune en el cancer de colon asociado a colitis

El epitelio colénico, en una porcidén conocida como lamina propria, esta habitado por gran
variedad de células del sistema inmune, entre las que se cuentan células del sistema inmune innato,
como macréfagos, eosindfilos, células dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés), y células del
sistema inmune adaptativo, como linfocitos T CD4* y CD8*. Las bacterias que hacen parte de la
microbiota, por otro lado, se localizan principalmente en la capa mucosa del epitelio, desde son
capaces de interactuar con las células del sistema inmune, y la desregulacién de una u otra
poblacién altera la homeostasis del intestino y por lo tanto el estatus inflamatorio. Cuando ocurre
un dafio en la barrera epitelial del colon como consecuencia del padecimiento de enfermedades
inflamatorias, algunos microorganismos de la microbiota son capaces de penetrar en la [dmina
propria e interactuar con células del sistema inmune innato mediante receptores similares a Toll
(Toll-like receptors, TLR, por sus siglas en inglés) (19). Esta interaccion promueve una respuesta
proinflamatoria en el colon, lo cual favorece la carcinogénesis mediante procesos ya mencionados
(activacién de NF-kB, liberacion de ROS). Ademas de esto, las células del sistema inmune innato
producen citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-12, y se reclutan células del sistema
inmune adaptativo (linfocitos T CD4" naive) a los sitios de inflamacién (30). En el caso de las
enfermedades inflamatorias intestinales, el tipo de linfocito T CD4* que se diferencia con mayor
prevalencia depende del tipo de trastorno. Por ejemplo, en la enfermedad de Crohn hay un
favorecimiento de la diferenciacion hacia el tipo Th1, y un aumento en los niveles de TNF-a, IFN-y,
IL-12, asi como las citocinas asociados a Thl17 como IL-17A, IL-21 e IL-23. Por el contrario, en la
colitis ulcerativa hay un aumento de los niveles de IL-5 e IL-13, asociados al tipo Th2 (32). En
conjunto, estos fendmenos contribuyen a la inflamacién crénica vista en las enfermedades
inflamatorias intestinales. Por otro lado, si bien se sabe que el CAC estd relacionado con la
inflamacién, no se ha aclarado el mecanismo especifico de inflamacién involucrado en la patogenia

del CAC, por lo que se hace importante su estudio (33).



10

1.2.3. Modelo murino de CAC

Para el estudio de los procesos biolégicos subyacentes en el desarrollo del CAC, entre ellos
la respuesta inmune a lo largo de este, investigadores desarrollaron un modelo murino de
induccion de CAC mediante la inyeccion intraperitoneal de azoximetano (AOM), un quimico
cancerigeno que es absorbido por el epitelio coldnico, seguido por exposicion a dextran sulfato de
sodio (DSS) en el agua de consumo, el cual causa inflamacién en el colon al alterar su epitelio y
permitir el infiltrado de bacterias (34). En este modelo, la lesién y la ulceracidn generada por el DSS
inducen respuestas de regeneracién de heridas, que incluyen la migracién de células madre, una
mayor proliferacidn de células del epitelio y la expansién de las criptas para regenerar la mucosa
danada (35). Si en las células que estadn siendo sometidas a ciclos de dafo y regeneracidn surgen
mutaciones (por ejemplo, en el gen p53), la resistencia a la muerte celular conferida por la
activacion de STAT3 da pie a la proliferacién de células que acumulan cada vez mds mutaciones en
protooncogenes o genes supresores tumorales, iniciando de esta manera el desarrollo del tumor.
El modelo murino de CAC es util para estudiar la relacién entre inflamacién y tumorigénesis; por
ejemplo, este modelo recientemente se utilizé para analizar el efecto de la evodiamina, un extracto
vegetal, sobre la inflamacién y el desarrollo de tumores en el colon, mediante el mantenimiento

de la barrera intestinal y la regulacién de la composicion de la microbiota (36).

1.3. Las células T reguladoras y su rol en el desarrollo del cancer de colon

asociado a colitis

1.3.1. Generalidades

Cuando las células T reciben sefiales en el TCR (receptor de células T, por sus siglas en
inglés) se activan y se diferencian a células T efectoras. En un ambiente inflamatorio, y en presencia
de células presentadoras de antigenos (APC, por sus siglas en inglés), las células T reciben sefiales
en el TCR al encontrarse con el complejo MHC-péptido de las APC; ademas, las células T reciben

sefiales en CD28 a través de sus ligandos CD80/CD86 presentes en las APC, lo cual promueve su
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activacion y proliferacién. Las células T activadas producen IL-2 y CD25, generandose asi un loop
positivo que induce la activacidon (37). Sin embargo, una parte de células T CD4* no produce
respuesta inmunoldgica; por el contrario, suprimen la actividad de otras células T, y se conocen

como linfocitos T reguladores (Tregs).

Las Tregs se caracterizan por la expresién constitutiva del factor de transcripcion FoxP3, la
cual es esencial para mantener el fenotipo inmunoregulador de las Tregs, ademas de controlar su
diferenciacion y funcién. Las Tregs expresan constitutivamente algunas moléculas asociadas a la
activacion de las células T: CD25, CTLA-4, GITR y LAG-3 (38). Es por esto que muchos autores
identifican a las Tregs como linfocitos T CD4*FoxP3*(39) (40); sin embargo, otros autores describen
que la mayoria de las Tregs tienen un fenotipo activado y de memoria (CD25"¢"CD45RBY), y las
identifican entonces como linfocitos T CD4*CD25"&"FoxP3*(41) (42) (43). Estas caracterizaciones no
son contrarias, pues la primera describe al linaje de Tregs, y la segunda, a un fenotipo activado de
las Tregs. Las Tregs activadas expresan correceptores inhibidores, denominados puntos de control
inmunolégico. Cuando se unen a ligandos que se encuentran en células presentadoras de antigenos

y otras células en el entorno inmunoldgico, disminuyen la respuesta inflamatoria (44).

Las Tregs se pueden diferenciar en el timo o en la periferia; de esta forma, las Tregs
provenientes del timo se conocen como Tregs naturales o timicas (tTregs), mientras que las que se
diferencian en la periferia pueden ser conocidas como pTregs (45). Las tTregs se generan en el timo
en el proceso de maduracién de los linfocitos T, a partir de linfocitos CD4* que ademas expresan
naturalmente CD25% las tTregs se generan como consecuencia de la exposicién a antigenos propios
en el timo. Por el contrario, las pTregs se diferencian en la periferia a partir de linfocitos de fenotipo
CD4"* que auln no han sido activados, también conocidos como linfocitos T CD4* naive, los cuales se
caracterizan ademds por su fenotipo CD44°“CD62L*; su diferenciacion es desencadenada por
antigenos foraneos presentados por DCs (46). Para que haya diferenciacidon de pTregs es necesaria
una estimulacion sub-6ptima del TCR y una seiial inhibitoria producida por la co-estimulacién con
CTLA-4; se ha observado que los ratones deficientes en CTLA-4 no generan este tipo de linfocito
regulador (47). Por otro lado, se ha demostrado que en condiciones in vitro es necesaria la

sefializacion iniciada por IL-2 y TGF-B, ademas de sefalizacion inducida sobre el TCR, para inducir
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la diferenciacién de linfocitos T CD4* naive a Tregs; estas Tregs se conocen como Tregs inducidas, o
iTregs (48). Estas citocinas ademas son importantes para mantener la expresién de FoxP3 a lo largo
del tiempo, tanto en Tregs naturales como en iTregs (49). Sin embargo, sin importar el origen de la
células T reguladora, la capacidad supresora de este tipo de linfocito depende la alta expresién de
FoxP3, la cual puede ser regulada de manera transcripcional o epigenética (37). Aunque los
mecanismos de supresién mediados por Tregs todavia se debaten, FoxP3 aumenta la expresion de

CD25 y otros marcadores de Tregs, y confiere actividades supresoras a las células T CD4*(37).

Las Tregs son capaces de suprimir la respuesta inmune mediante diversos mecanismos
(Figura 2). En primer lugar, mediante la secrecidn de citocinas inhibitorias como IL-10, IL-35 y TGF-
B. IL-10 se ha asociado a la capacidad de las Tregs de modular la respuesta inmune en membranas
gue estan en contacto con el exterior, como las vias aéreas y el intestino, por lo cual su produccién
en enfermedades inflamatorias como colitis ha sido particularmente estudiada (50) (51); por otro
lado, el TGF-B secretado por las Tregs es esencial para modular la respuesta de las células T CD4*
efectoras del tipo Th2; mds alld, TGF-B es necesario para la diferenciacién de las Tregs y de las Th17
(52). También se ha demostrado que las Tregs median la citélisis a través la produccién de granzima
A, granzima B y perforina in vitro e in vivo (53). Adicionalmente, las Tregs suprimen la respuesta
inmune mediante las siguientes vias de disrupcion metabdlica: el acaparamiento de IL-2 a través
de su alta expresion de CD25, reduciendo la cantidad de esta citocina importante para el
crecimiento y activacion de los linfocitos (54); la sefializacién a través de las ectoenzimas CD39 y
CD73 con la produccion de adenosina inmunosupresora (55); y la transferencia intracelular de
adenosin monofosfato (AMP) ciclico a una célula diana a través de las uniones comunicantes de la
membrana (56). Por ultimo, estd la interaccion de Tregs con células presentadoras de antigenos: si
esta interaccién es mediada por el Antigeno 4 del Linfocito T citotéxico (CTLA-4), se induce la
Indoleamina 2,3 -dioxigenasa (IDO), una potente molécula reguladora; si la interaccion es mediante
el Gen-3 de Activacion de los Linfocitos (LAG-3) y las moléculas MHC-II se inhibe la maduraciéon de

DCs (57).
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Figura 2. Mecanismos inhibitorios empleados por los linfocitos T reguladores.

(a). Produccidn de citocinas anti-inflamatorias, como TGF-& e IL-10. (b). Induccion de la citolisis
mediada por la produccién de granzima A, granzima B y perforina. (c). Disrupcion metabdlica mediada por
moléculas como cAMP, el mecanismo CD36/CD73/adenosina, y la deplecion de IL-2 a través de CD25. (d).
Modulacion de la maduracion/funcion de las células NK mediante moléculas de superficie como CTLA-4 y

LAG3. Las células NK (“asesinas naturales”) son importantes para inducir la activacion de linfocitos T
efectores. Figura tomada de (57).

1.3.2. Fenotipo supresor de las Tregs

Una expresion constate de FoxP3 hace que las Tregs se conviertan en Tregs efectoras
(eTregs), mediante un proceso conocido como maduraciéon de las Tregs (58). Las Tregs se
caracterizan por expresar diversas moléculas en su superficie, las cuales juegan un papel
importante en controlar la respuesta inmune montada por células efectoras (linfocitos T CD8*, CD4*
y células NK) o DCs. La expresion de estas moléculas importantes para la inmunosupresion permite
la tolerancia inmunoldgica ante situaciones fisioldgicas, pero usualmente son desreguladas en los

procesos de transformacion maligna. Algunas de estas moléculas son:

- CTLA-4 (antigeno 4 de linfocito T citotdxico, por sus siglas en inglés) es una
molécula andloga a CD28, una proteina co-estimuladora de los linfocitos T; ambas

moléculas se unen a CD80 y CD86, expresadas en los linfocitos T convencionales (59).
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CTLA-4 es una molécula expresada constitutivamente en las Tregs (60). Como molécula
altamente endocitica, CTLA-4 puede capturar ligandos coestimuladores de otras
células mediante un proceso de conocido como transendocitosis. Al restringir la
expresion del ligando coestimulador de esta manera, CTLA-4 controla la activacién de
las células T dependiente de CD28 (61). Ademas, la sefializacion mediada por CTLA-4
perjudica la diferenciacién de linfocitos CD4" naive, lo que resulta en una regulacién de

la respuesta inmune y tolerancia (62).

- PD-1 (Proteina de muerte celular programada 1, por sus siglas en inglés) se
expresa principalmente en linfocitos Ty B activados, asi como en macréfagos activados
y junto a su ligando PD-L1 constituyen un eje de control de la respuesta inmune (63).
Cuando PD-1 se une a PD-L1 se atenua la sefializacién mediada por el TCRy se deteriora
la actividad de las cascadas de sefalizacidn PI3K/Akt y Ras/MEK/Erk, requeridas para
iniciar la activaciéon de las células T (61). Se ha reconocido que la via PD-1/PD-L1 modula
y mantiene la tolerancia de los linfocitos CD4* periféricos, incluidas las Tregs y los
linfocitos T CD8* en varios niveles. Puede regular a la baja las células T autorreactivas
durante la presentacion del autoantigeno por parte de las DC (65). Ademads, PD-1 puede
promover directamente la secrecién de IL-10 por parte de las células T e inhibir la
maduracién de las DCs (65). En las Tregs, PD-L1 actya en conjunto con TGF-B para
promover la diferenciacion de células pTreg a través de PD-1 (66). Ademas, PD-1 esta
involucrado en el mantenimiento del fenotipo supresor de las Tregs evitando su

conversion en células T de memoria efectoras proinflamatorias (67).

- Tim-3 (Inmunoglobulina de linfocitos T y proteina de dominio de mucina
3): se ha asociado a la regulacidn de las respuestas inmunes y la inmunidad contra el
cancer. Tim-3 es expresada por linfocitos T CD4* y T CD8* productores de IFN-y, pero
también se encuentra en Tregs, células mieloides, células NK y mastocitos. El principal
ligando de Tim-3 es galectina 9; cuando ocurre la unién de estos receptores se genera
la inhibicidn de células T y la muerte celular (68). En el microambiente tumoral, las
Tregs Tim3* son potentes supresores de las respuestas inmunitarias en el tejido

tumoral y pueden promover el desarrollo de un fenotipo disfuncional en las células T
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CD8* intratumorales (69). Ademas, las Tregs Tim3* muestran una mayor capacidad para

reprimir la proliferacion de células T naive (70).

1.3.3. Las Tregs en IBDy CAC

Una de las principales funciones del sistema inmunitario intestinal es mantener la
homeostasis inmunitaria entre el microbioma intestinal no patégeno, los antigenos alimentarios
exogenos inofensivos, los microbios patdgenos y los autoantigenos asociados al dafio. En
condiciones fisioldgicas, las Tregs regulan las respuestas inmunitarias a antigenos propios,
microbios y antigenos alimentarios. Esta supresién requiere una senal dependiente del TCR, pero
también puede realizarse mediante la secrecidn de citocinas inmunosupresoras. La principal
citocina inmunosupresora secretada por las Tregs intestinales es IL-10. IL-10 funciona para inhibir
la polarizaciéon de células T-helper 1 (Th1), Th17 y Th1/Th17 (66). Los principales receptores
coestimuladores expresados en las Tregs intestinales durante la homeostasis son el PD-1 y CTLA-4.
La transferencia de células adoptivas, tanto de células T CD4* naive e iTregs, suprime la colitis (71)
(72). En conclusion, la pérdida de la funcidn supresora causada por Tregs produce inflamacién

intestinal en ratones y contribuye a la IBD en humanos.

Debido a la capacidad de inmunosupresion de las Tregs, estas se han estudiado con
frecuencia en el contexto del cancer. Las Tregs se han asociado con prondsticos desfavorables en
carcinomas de ovario, mama, hepatocelular y gastrico (73). Se ha descrito que un aumento en el
nivel de Tregs puede aumentar en etapas tardias del CRC (73). Estas Tregs infiltradas en tumores
tienen expresién elevada de Tim-3 y PD-1, lo que se relaciona a un fenotipo mas supresor, pues
cuando se hace un bloqueo de la sefializacion mediada por estas moléculas, se disminuye el
agotamiento de linfocitos T CD8", restaurando su capacidad efectora antitumoral (74). Estas Tregs
son capaces también de suprimir la proliferacion de los linfocitos T CD4* (75). En consecuencia con
esta observacion, se ha reportado que las Tregs provenientes de ratones con CRC en etapas
avanzadas presentan un fenotipo altamente supresor con niveles elevados de algunas moléculas
de superficie como PD-1, Tim-3, y una alta expresion de CD127, una molécula cominmente
expresada en niveles bajos en las Tregs, la cual se relaciona también a altas expresiones de CD103

e ICOS (76) (77).
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Contar con un modelo murino para el estudio de las Tregs en diferentes condiciones
experimentales es fundamental. Para facilitar la identificacion y el seguimiento de las Tregs FoxP3*
in vivo, en 2007 se desarrollaron ratones con un locus Foxp3 bicistrénico (Foxp3t©) que coexpresa
la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP, por sus siglas en inglés) bajo el control de los
elementos promotores/potenciadores de FoxP3 enddgenos (78). De esta manera se puede analizar
esta poblacion mediante citometria de flujo, ademds de seleccionarla mediante cell sorting para

posteriores andlisis in vitro.

En conjunto, se observa que la accién de las Tregs durante la IBD y el CAC es compleja, pues
intervienen diversas células y moléculas importantes para la respuesta inmune. Debido a que la
comunicacion entre células estd mediada principalmente por citocinas, estudiar estas moléculas

en el contexto del CAC es necesario.

1.4. Evidencias de la participacion de STAT6 en el cancer de colon asociado

a colitis

La via de sefializacion JAK/STAT es importante en la transduccion de sefiales en las células
mediada por diferentes moléculas (79). Los receptores de ciertas citocinas, factores estimulantes
de colonias y hormonas tienen una cinasa JAK asociada a su dominio intracelular (Figura 3). La
sefializacion por citocinas activa a JAK, la cual fosforila al receptor en sitios especificos que sirven
como sitio de anclaje a una familia de factores de transcripcidn conocido como STAT (80). Las STAT
son fosforiladas por las quinasas JAK forman dimeros o heterodimeros y entran al nicleo, donde
inducen la transcripcién de multiples genes (Figura 3). Se ha observado que la activacién aberrante
de la via de sefalizacidn esta presente en enfermedades inflamatorias, trastornos hematoldgicos y
tumores soélidos (81). Principalmente, existe evidencia extensa del rol de la activacion de STAT3 en
la promocidn de la tumorigénesis. Sin embargo, también se han reportado una desregulacion de
otras proteinas STAT, como STAT1 y STAT6 en cancer, con roles que van desde la inhibicién de la

tumorigénesis hasta una promocion de esta mediante la regulacién de la inflamacién.
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Figura 3. Via de sefializacion JAK-STAT.

Tomado de (82).

1.4.1. Laausencia de STAT6 protege del desarrollo de tumores en el colon y es un blanco

terapéutico atractivo

El factor de transcripcion STAT6 es una molécula que ha recibido atencion en los ultimos
afios en el contexto de desarrollo tumoral. La activacién de STAT6 en células epiteliales como
respuesta a sefalizacidn por IL-4 e IL-13 es importante en la regulacion de procesos celulares como
la diferenciacidn celular, el crecimiento, y la induccién de resistencia a la apoptosis. En el caso de
las células del sistema inmune, la activacién de STAT6 es importante para la polarizacion de células
Th2 (83). Se ha reportado que STAT6 estd sobreexpresado y activo en células cancerosas de
pacientes con cancer de préstata, colon, linfoma y leucemia. La activacién de STAT6 en muestras
tumorales de colon se relaciond positivamente con menor supervivencia, metastasis a nédulos

linfaticos y a otros sitios del cuerpo, y en general, a un menor prondstico de vida (84).

STATG6 se asocia a la tumorigénesis de diferentes maneras (Figura 4). Se ha observado que
en modelos murinos de IBD la activacion de la sefializacidn de 1L4/IL13/STAT6 aumenta la actividad
de claudina-2 y la transcripcion de MLCK2 en células epiteliales, y disminuye la produccién de
serotonina por parte de las células enterocromafines, las cuales son importantes para el

mantenimiento de la barrera epitelial, permitiendo asi la infiltracidon de la microbiota a la [dmina
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propria (85) (86). Adicionalmente, STAT6 regula la produccién de arginasa-1, un sello distintivo de
los macréfagos M2 (87). En el microambiente tumoral, los macréfagos asociados a los tumores
(TAMs por sus siglas en inglés) generalmente son del fenotipo M2; se ha observado que estos

pueden promover el desarrollo del CRC (88).

En el caso del desarrollo tumoral, se ha observado que en lineas celulares de CRC la
sefializacion mediada por STAT6 aumenta la expresion de NOX1, que se correlaciona con la
produccién de ROS, el dafio al ADN vy la proliferacion (89) (Figura 4). También se aumenta la
expresion de genes anti-apoptdticos y pro-metastasicos (survivina, MDM2, TMPRSS4 y ZEB1),
mientras que células con baja expresion de STAT6 expresaba mas a genes proapoptodticos y anti-
metastasicos (BAX, CAVIy p53) (90) (91) (92). En un modelo murino de CRC, la expresidén de STAT6
se correlaciona con altos niveles de MDSC (células supresoras derivadas de mieloides, por sus siglas
en inglés) en el bazo y la [dmina propia, y una respuesta citotéxica mediada por CD8* disminuida
hacia las células tumorales (93). Por ultimo, la activacion de STAT6 en lineas celulares de cancer de
colon promueve la expresidn de perfiles de citocinas que favorecen la polarizacién de células Th2,
tales como IL-4, IL-13, GATA-3, CDK4, CD44v6 y S100A4. La expresidn de citocinas de tipo Th2 se ha
relacionado a una prognosis negativa, crecimiento tumoral y metdstasis en varios tipos de cancer
(94). Para investigar el papel de STAT6 en procesos como la polarizacion de células Th2 se pueden
seguir diferentes estrategias experimentales, como silenciamiento in vitro del gen, o el uso de
modelos murinos con alteraciones especificas en el gen de STAT6. Uno de estos modelos murinos
consiste en la eliminacidn de los aminoacidos 505 a 584 que codifican el dominio SH2 de STAT6

(95).

En conjunto, STAT6 es importante para el desarrollo de células cancerosas en el colon y
para la modulacién de diferentes respuestas inmunes al tumor. Debido a la importancia de la
respuesta inmune en el desarrollo del CAC, el estudio del papel de STAT6 en el contexto de esta

enfermedad es imperioso.
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2. Antecedentes

2.1. Evidencias directas de la participacion de STAT6 en el desarrollo del
cancer de colon asociado a colitis inducido por azoximetano/dextran

sulfato de sodio

STAT6 se encuentra activada de manera constitutiva en varios tipos de cancer (97). Sin
embargo, el conocimiento del rol de STAT6 en la modulacién de la respuesta inmune y el desarrollo
y progresion del cancer de colon asociado a colitis es poco. Se ha reportado que, en un modelo
experimental de induccidon de CAC mediante inflamacidn, ratones deficientes de STAT6 presentan
una disminucion del 70% en el desarrollo tumoral, a diferencia de los animales silvestres, de los
cuales el 100% desarrollan tumores. Adicionalmente, la ausencia de STAT6 se relaciond con un
aumento en la apoptosis y una disminucidon en el infiltrado inflamatorio, en la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y en la proliferacidn durante las etapas tempranas del CAC (98). También
se observé una disminucién de monocitos CD11b*Ly6C"CCR2* y granulocitos CD11b*Ly6C"°"Ly6G*
dependiente de STAT6. Estos datos sugieren que STAT6 participa en mecanismos
inmunoreguladores involucrados en la progresién del CAC. El uso del inhibidor especifico de STAT6
AS1517499 fue capaz de reducir la carga tumoral coldnica y el nimero de monocitos y granulocitos
inflamatorios circulantes en un modelo de CAC in vitro (98). Por otro lado, la administracién del
inhibidor de STAT6 en etapas tempranas de desarrollo de CAC disminuyd la aparicién de tumores
de colon en hasta un 50% en ratones WT. Al usar AS1517499 y trimetilglicina como adyuvantes en
la terapia con 5-fluorouracilo en el modelo experimental de CAC in vivo, se observd una reduccion
significativa en el nimero de tumores en el colon y en los marcadores de la transicidon epitelio
mesénquima, indicando que la inhibicion de STAT6 mejora la respuesta a la quimioterapia (99). Estos
resultados indican que STAT6 puede actuar como un promotor de la tumorigénesis en células del
epitelio coldonico y promover respuestas pro-inflamatorias, durante las primeras etapas del cancer

de colon asociado a colitis.
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Nuestro grupo de trabajo establecié que el decremento en la respuesta inflamatoria a nivel
local y sistémico durante las etapas tempranas de la transicién colitis-cancer en animales STAT67 se
asocia de manera significativa con un aumento en el porcentaje de Tregs en etapas iniciales del CAC,
lo cual podria estar asociado con la ausencia de tumores (100). Al evaluar la dindmica de esta
poblacién celular durante el CAC experimental, se demostrd que en animales wild type, al final del
tratamiento las Tregs se duplican a nivel sistémico, coincidiendo con una disminucién en la actividad
de las células T CD4*y T CD8* (75). Sin embargo, durante las etapas tempranas de la carcinogénesis,
se observa una disminucion significativa en el porcentaje de células CD4*Foxp3* (75). Por el
contrario, los ratones STAT67 presentan un incremento significativo en el nimero de Tregs y una
mayor expresion de FoxP3 durante la inflamacion crénica que precede el desarrollo tumoral, lo que
se asocia con poco o nulo crecimiento tumoral en el colon. Ensayos de deplecién de Tregs en etapas
tempranas de CAC experimental demostraron que al impedir la funcién de las Tregs en animales
STAT6" es posible revertir el efecto protector antes mencionado, llevando a un aumento en el
numero y tamafio de los tumores (100). Esto indica que STAT6 modula la actividad de esta poblacidn
celular, y que las Tregs podrian ser importantes para controlar los procesos inflamatorios sostenidos

en etapas tempranas del CAC que pudiesen culminar en el desarrollo de tumores

Se ha demostrado que TGF-B es fundamental en la generacién in vitro de iTregs a partir de
células T CD4* naive. Sin embargo, a diferencia de las tTregs, las iTregs pierden rapidamente tanto
la expresion de FoxP3 como su actividad de supresion (48). Sin embargo, los niveles de Tregs se
mantienen mediante la adicidén del anticuerpo anti-IL-4 o mediante la eliminacién del gen STAT6
(101). Este mismo estudio encontré que en células T CD4* naive hay una regién silenciadora en el
promotor de FoxP3 que tiene un sitio de unidn para STAT6; es la unién de STAT6 a este sitio la que
reduce la activacién del promotor de FoxP3 mediada por TGF-B. FoxP3 tiene un dominio de unidn
al ADN (dominio forkhead), y se une a este como homodimero o heterodimero junto a FoxP1 (102).
En los ultimos afios se han descrito mds de 300 proteinas que interactdan con FoxP3 y que regula
su expresion, aunque gran parte de estas interacciones necesitan estudios para dilucidar su
naturaleza. Otras evidencias demuestran que en modelos de alergia los ratones STAT6 " presentan
un nuimero elevado de Tregs en los pulmones y en el bazo en comparacion con los animales
silvestres, lo cual estd asociado a una menor respuesta alérgica (103). Estas evidencias indican que

existe una asociacién importante entre STAT6 y la diferenciacion, funcion y/o activacidn de las Tregs.
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Por lo tanto, el estudio de estas caracteristicas de las Tregs en ausencia de STAT6 y durante el CAC,
en particular en su etapa temprana, seria importante para caracterizar mejor el rol de estas células

en esta enfermedad.

Por lo tanto, este trabajo pretende responder la siguiente pregunta de investigacién: ¢De
gué manera la ausencia de STAT6 modula la actividad de las Tregs durante etapas tempranas del

cancer de colon asociado a colitis?
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3. Hipdtesis

La deficiencia de STAT6 incrementa la diferenciaciéon y la capacidad supresora de Tregs obtenidas

durante las primeras etapas del CAC.



24

4. Objetivos

4.1.

Objetivo principal

Analizar la diferenciacién y la capacidad supresora de las Tregs generadas en ausencia de STAT6 y

sus implicaciones en el desarrollo del CAC.

4.2.

Objetivos especificos

Caracterizar el modelo de estudio de CAC in vitro en ratones STAT67°/ Foxp3£©.

Evaluar si la deficiencia de STAT6 incrementa la diferenciacién de Tregs in vitro.
Determinar si la deficiencia de STAT6 incrementa la frecuencia y el fenotipo supresor de las
Tregs durante las etapas iniciales del desarrollo del CAC.

Analizar in vitro la capacidad supresora de las Tregs STAT67 obtenidas durante las etapas

iniciales del CAC.
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5. Estrategia experimental

5.1. Estrategia experimental para la caracterizacion de una cepa de ratones

STAT6”- / Foxp3E¢? knock-in de fondo genético BALB/c

Electroforesis
Extracciéon de ADN PCR punto final para en gel de
genémico de tejido de > evaluar el knockout de > agarosal,5%y
la cola. STATG y la presencia de andlisis de
EGFP asociadaa FoxP3 . bandas.
-
» —_
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EGFP . . . s
FoxP3 Extraccion de — > Obtencién de N Citometria de flujo N Ana?lms dslas Tregs en
sangre de la cola. leucocitos. empleando el circulaciéon usando

anticuerpo anti-CD4. FlowJo y GraphPad.

me T

Figura 5. Estrategia experimental para la caracterizacién de una cepa de ratones STAT6”" / Foxp3t¢FP
knock-in de fondo genético BALB/c
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provenientes de ratones WT y STAT6”"
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5.3. Estrategia experimental para el estudio de la frecuencia y el fenotipo de Tregs durante el transcurso del

CAC en ratones FoxP3E¢"? y STAT67-/FoxP3EC"P
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Figura 7. Estrategia experimental para el estudio de la frecuencia y el fenotipo de Tregs durante el transcurso del CAC en ratones FoxP3¢ y STAT6™-
/FoxP3EGFP
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5.4. Estrategia experimental para la determinaciéon de la capacidad de supresion de Tregs provenientes de
ratones WT y deficientes en STAT6
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Figura 8. Estrategia experimental para la determinacidon de la capacidad de supresion de Tregs provenientes de ratones WT y deficientes en STAT6.
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6. Metodologia

6.1. Ratones

Se utilizaron ratones de las cepa BALB/c (JAX stock #000651), BALB/c STAT6” (JAX stock
#005977; (95)), y BALC/c FoxP3ES™ (JAX stock #006769; (78)) (The Jackson Laboratories). Ademas,
se utilizaron ratones de la cepa STAT67 /FoxP3E¢"?, de fondo genético BALB/c (104), previamente
generados por nuestro grupo de investigacidén. Los ratones fueron mantenidos en el Bioterio de la
FES-1 en un ambiente libre de patdgenos, y alimentados con Purina Diet 5015 y agua ad libitum. Para
los experimentos de diferenciacidén de Tregs se utilizaron ratones hembra de 4-5 semanas, con un
peso de promedio de 17 g. Para los ensayos de induccién de CAC mediante AOM/DSS se utilizaron
ratones hembra de 6-8 semanas, y con un peso promedio de 20 g. Todos los ensayos realizados con
ratones fueron aprobados por el Comité de Etica de la FES-I- UNAM, en cumplimiento con la

normatividad nacional e internacional.

6.2. Soluciones

Buffer de FACS: PBS + SFB 0,5%; NaN3 15,4 mM.

e Filtrar con membranas de 0,22 um.

Buffer fosfato salino (PBS) 1X: Agua destilada + NaCl 137 mM; Na2HPO,10 mM; KCl 2,7 mM; KH2PO,
1,8 mM.

e Ajustarel pHa 7.4y aforar a 1L con agua destilada.

e Filtrar con membranas de 0.22 um.

Buffer de Proteinasa K: Agua destilada + EDTA sal disédica pH 8.0 25 mM; NaCl 100 mM; SDS 0,5%.
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Buffer de separacion magnética: PBS 1X + EDTA sal disédica 2mM; BSA 0,5%.

e AjustarelpHa7,2.

e Filtrar con membranas de 0.22 pum.

Buffer TBE 1X: Agua destilada + Tris base 1 M; HsBO3; 1 M; EDTA sal disédica 0,02 M.

Medio de cultivo RPMI-1640 incompleto: Agua destilada + Medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco,
R4130-1L) + NaHCO3 0,2 % + penicilina-estreptomicina (Gibco, 11556461) 1%.

e Ajustarel pHa 7,3y aforar a 1L usando agua destilada.
e Filtrar con membranas de 0,22 um.
e Para preparar medio RPMI completo, suplementar medio con 10% de suero fetal bovino

desactivado (SFB).

Medio de cultivo RPMI completo: Medio de cultivo RPMI-1640 incompleto + 10% SFB.

Medio de cultivo RPMI-1640 enriquecido: RPMI + SFB 10%; piruvato de sodio ((Gibco, 11360070)) 1
mM; solucidn de aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140050) 1X; B-mercaptoetanol 50 mM (Gibco,

31350010).

Medio de cultivo para diferenciacion de Tregs: RPMI + piruvato de sodio 1 mM; solucién de
aminodcidos no esenciales 1X; B-mercaptoetanol 50 mM; ImmunoCult™ Mouse Treg Differentiation

Supplement (StemCell Technologies, 10957); anti-CD28 (Biolegend, 102102) 0,5 pg/ml.

e El medio de cultivo para diferenciacién de Tregs debe prepararse poco antes de su uso.

e Elanti-CD28 se agrega el mismo dia del cultivo celular para evitar su degradacién.

Solucion de AOM inyectable:

La solucidn inyectable de AOM se prepara a partir de la solucién stock de AOM (Sigma,

A5486), la cual tiene una concentracion de 25 mg/ml. Para prepararla, se calcula el promedio del
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peso de los ratones, de tal manera que se les inyecte una dosis de 12,5 mg/kg de AOM a cada uno.

La solucién stock de AOM se diluye en solucién salina estéril.

Solucion de DSS: Agua para beber + DSS 2%.

e Filtrar con membranas de 0,22 um.

e Preparar el mismo dia de su uso.

Solucion hemolizante: Agua destilada + Tris- HCl 13 mM; NH4Cl 155 mM.

e Ajustarel pHa7,56.

e Filtrar con membranas de 0,22 pum.

6.3. Modelo murino de cancer de colon asociado a colitis

En el dia 1 de la induccidn los ratones reciben una inyeccion intraperitoneal con
azoximentano (AOM) a una concentracidén de 12,5 mg/kg. Cinco dias después se les coloca una
solucién de dextran sulfato de sodio (DSS) (Sigma, 42867), a una concentracion del 2% en su agua
de beber, la cual se deja por 7 dias sin cambios. Los ratones después reciben agua normal por 14
dias. Este ciclo se repite dos veces mas, tiempo después del cual es observable el desarrollo de
tumores en los ratones WT (105) (Figura 9). Este modelo recapitula las etapas del desarrollo de la
enfermedad, desde la inflamacién crénica (etapa temprana, alrededor del dia 20), hasta el
desarrollo visible de tumores (etapa tardia, a partir del dia 68). Durante el transcurso del
experimento se registra una vez por semana el peso de los animales, asi como el indice de dafio de
la enfermedad (DA, por sus siglas en inglés). El DAI es la puntuacidon combinada de la pérdida de
peso en comparacion con el peso inicial, la consistencia de las heces y el sangrado. Las puntuaciones
se definen de la siguiente manera: pérdida de peso: 0 (sin pérdida), 1 (1-5%), 2 (5-10%), 3 (10-20%)
y 4 (> 20%); consistencia de las heces: 0 (normal), 2 (heces blandas) y 4 (diarrea); y sangrado: O (sin
sangre), 1 (sangrado visible en las heces), y 4 (sangrado macroscépico, sangre alrededor del ano)
(106). Para evaluar la efectividad del tratamiento, los ratones fueron sacrificados en la etapa tardia

del tratamiento, se les extrajo el colon y se evalué el crecimiento tumoral.
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Figura 9. Modelo murino de induccidn de cancer de colon asociado a colitis mediante el tratamiento con
AOM y DSS.

6.4. Extraccion de ADN gendmico y PCR en punto final

Para la genotipificacién mediante PCR, a ratones macho y hembra doble STAT67"/FoxP35¢F?

y FoxP3E¢P se les cortd de 0,5-1 cm de la punta de la cola en condiciones de esterilidad. El tejido se
incubé overnight en buffer de proteinasa K y Proteinasa K (Goldbio, P-480-100) a 56°C en tubos
eppendorf. Al siguiente dia, se continud con el proceso de extraccion de ADN gendmico mediante
la aplicacién de isopropanol a 4°C para precipitar el ADN, y dos lavados del pellet con etanol a 4°C,
como se describe en Z. Wang & Storm, 2006 (107). El ADN extraido se cuantificé y se evalud su
calidad con nanofotémetro NP80 (Implen). El ADN extraido se almacend a -20°C hasta el momento

de su uso.

Para determinar el genotipo de los ratones FoxP3E¢""y STAT67/FoxP3E°P, se realizaron
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final. Se siguieron las recomendaciones de
genotipificacion de The Jackson Laboratories (2013) (108) (109). Las PCR se realizaron en un
termociclador Bio-Rad T100.
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Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados en la PCR en punto final para genotipificacion.

Gen Primer Secuencia 5' > 3’ Tamafio del amplicén
F GCG TAA GCA GGG CAA TAG AGG FoxP3 wild type: 275 pb
FoxP3 ot
R GCA TGA GGT CAA GGG TGA TG FoXP3ESF: 325 pb
Mutante AAT CCA TCT TGT TCA ATG GCC GAT C
STAT6 Comd ACT CCG GAA AGC CTC ATC TT STAT6 wild type: 275 pb
omun STAT6” : 378 pb
Wild type AAG TGG GTC CCC TTC ACT CT

Tabla 2. Mezcla utilizada para la PCR en punto final para genotipificacion.

Reactivo 1X [ ]inicial [ ]final
Buffer P\fl:i r<;o|\r/1| gt:lcc-:I:ergente 2,5 ul 10X 1X
MgCl, 2ul 25 mM 2mM
dNTP’s 0,2 ul 25 mM 200 uM
Primers 1 ul (c/u) 10 mM 400 uM
FirePol Polimerasa 0,3 ul 5 U/ul 0.06 U/ul
ADN 1ul 1000 ng/ul | 40 ng/ul
Agua Volumen
restante
Total 25 ul - -

Tabla 3. Pasos del termociclador para la amplificacion del gen STAT6.

Paso | Temperatura | Tiempo Nota
1 94°C 1 Incubacion inicial
2 95°C 307 Desnaturalizacidn
3 58°C 307 Anillamiento
4 72°C 307 Amplificacidn
5 - - Repetir pasos 2-4 39 veces (39X)
6 94°C 7 Amplificacidn final

Tabla 4. Pasos del termociclador para la amplificacion del gen FoxP3.

Paso | Temperatura | Tiempo Nota
1 94°C 1 Incubacidn inicial
2 95°C 307 Desnaturalizacidn
3 60°C 307 Anillamiento
4 72°C 30~ Amplificacién
5 - - Repetir pasos 2-4 39 veces (39X)
6 94°C 7 Amplificacién final
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6.5. Diferenciacion de Tregs in vitro

6.5.1. Obtencidn de esplenocitos

De cada ratdon se extrajo el bazo en condiciones de esterilidad; cada bazo fue
homogeneizado empleando el émbolo de una jeringa y tela organza, en una caja de Petri con 5 ml
de medio RPMI sin SFB para liberar las células. El medio RPMI con células fue recolectado, tratado
con solucién hemolizante, y lavado con mas medio RPMI sin SFB para obtener los esplenocitos. En
el ultimo lavado, las células fueron resuspendidas en medio RPMI enriquecido para conservar su
viabilidad. Posteriormente se contaron los esplenocitos de cada ratéon empleando una camara de

Neubauer y azul de tripano. Las células fueron mantenidas a 4°C hasta su posterior uso.

6.5.2. Separacion magnética de linfocitos T CD4* naive

Se separaron los linfocitos T CD4* naive por seleccion magnética negativa utilizando el
“Naive CD4+ T Cell Isolation Kit, mouse” (Miltenyi, 130-104-453), las columnas MS (Miltenyi, 130-
042-201) siguiendo las instrucciones del proveedor, y buffer de separacién. La obtencién de células
naive empleando el “Naive CD4* T Cell Isolation Kit, mouse” se realiza mediante el marcaje de
esplenocitos totales con los anticuerpos biotinilados CD8a, CD11b, CD11c, CD19, CD25, CD45R
(B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC clase Il, Ter-119, TCRy/& y CD44, y su posterior asociacion
con perlas magnéticas anti-biotina (Naive CD4+ T Cell Isolation Kit - Our Gold Standard |
Biocompare.com Kit/Reagent Review, 2019.). De esta manera, durante la seleccién magnética, las
células no-naive quedan asociadas a la columna, mientras que las células de interés pueden
recolectarse para su posterior uso. Los linfocitos T CD4* naive se contaron mediante un ensayo de
exclusiéon con azul de tripano, se lavaron con medio de cultivo RPMI enriquecido, y se

resuspendieron en este mismo medio a 4°C hasta su posterior uso.
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6.5.3. Cultivo celular para diferenciacion de Tregs in vitro

El dia anterior a la obtencién de las células T CD4" naive, se recubrid el fondo de un plato de
cultivo de 96 pozos de fondo plano, apto para cultivo celular, con 200ng de anti-CD3 (Biolegend,
100201) diluido en PBS; el plato se incubd a 4°C overnight. Después de obtener las células T CD4*
naive, estas se diluyeron a una concentracion de 1x10° células/ml en medio de cultivo RPMI
enriquecido (el cual sera el control de diferenciaciéon) y otras tantas se diluyeron en medio de cultivo
RPMI para diferenciacidn de Tregs. En cada pozo se depositaron 2x10° células T CD4* naive en 200
ul de medio de cultivo. Las células se cultivaron a 37°C en una atmdsfera de 5% CO; por seis dias. En
el tercer y quinto dia del cultivo, cada pozo fue suplementado con 50 ul de medio de cultivo fresco

para reponer el medio evaporado durante el cultivo.

6.6. Ensayo de supresion de Tregs in vitro

6.6.1. Separacion magnética de linfocitos T CD4* totales

Se obtuvieron esplenocitos totales de ratones en tratamiento con CAC de la manera que se
describié previamente. Se separaron los linfocitos T CD4* tatales por seleccién magnética negativa
utilizando el “CD4+ T Cell Isolation Kit, mouse” (Miltenyi, 130-104-454), las columnas MS (Miltenyi,
130-042-201) siguiendo las instrucciones del proveedor, y buffer de separacion. Los linfocitos T CD4*
se contaron mediante un ensayo de exclusidn con azul de tripano, se lavaron con medio de cultivo

RPMI enriquecido, y se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

6.6.2. Cell sorting de Tregs

Las células obtenidas a partir de la separacidn magnética se mantuvieron en cultivo a 37°C
en una atmodsfera de 5% de CO; en platos de 12 pozos sin anti-CD3 overnight. La siguiente mafiana,

con las células CD4* obtenidas se hizo un cell sorting de células CD4*FoxP3* a partir de la expresion
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de EGFP en un equipo BD Influx en el Laboratorio de Instrumentos, secciéon de Citometria de Flujo,
del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las células obtenidas, que corresponden a las Tregs, se

mantuvieron en medio RPMI enriquecido hasta su uso.

6.6.3. Preparacion de los esplenocitos respondedores

El mismo dia del sacrificio de los ratones en tratamiento de CAC, se extrajeron células de
bazo totales de un raton WT. Estas células se tineron con el “Kit de proliferacion de CellTrace™
Violet, para citometria de flujo” (Invitrogen, C34557) a una concentraciéon de 3 uM, la cual es
suficiente para rastrear cinco generaciones celulares de acuerdo con el proveedor. Estas células se
denominardn “esplenocitos respondedores”. Posteriormente, estos se sembraron en platos de
cultivo de 96 pozos de fondo plano previamente recubiertos con anti-CD3 a una concentracion de 5
ug/ul. Como después se hizo un cocultivo de Tregs con estos esplenocitos respondedores se
sembraron diferentes nimeros de esplenocitos respondedores en el plato de cultivo, siendo 100000
el nUmero méaximo de células totales que se tendra en un solo pozo. Todas las células se sembraron
en 100 ul de medio RPMI suplementado y se incubaron a 37°C en una atmésfera de 5% de CO; por

alrededor de 12 horas, mientras se realizaba el cell sorting para obtener las Tregs.

Se sembraron también células tefiidas con CTV en pozos sin anti-CD3, y células sin CTV para

preparar los controles de compensacién de la citometria.

6.6.4. Cocultivo de Tregs con esplenocitos respondedores

Se realizé un cocultivo de las Tregs obtenidas mediante cell sorting con los esplenocitos
respondedores. Las Tregs se anadieron al cultivo de los esplenocitos respondedores, de modo que
en la placa quedaran cocultivos a diferentes proporciones de Tregs vs esplenocitos respondedores:

0:1, 1:1, 1:3 y 1:7. Se ajusto el volumen de medio RPMI suplementado de tal manera que después
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de sembrar las células supresoras, cada pozo de cultivo quedara con 200 ul de medio. Las células se

cultivaron a 37°C en una atmdésfera de 5% CO; por 72 horas.

6.7. Citometria de flujo

La obtencidn de datos de todas las citometria de flujo se realizé en un equipo Attune NxT,
adquiriendo 5000 eventos por muestra. Las caracteristicas del equipo son las siguientes: 4 lasers,
qgue son laser de excitacidn azul (488 nm), laser de excitacion rojo (638 nm), laser de excitacion
violeta (405 nm); y 11 detectores (BL1, BL2, BL3, BL4, RL1, RL2, RL3, VL1, VL2, VL3, VL4). Los datos
fueron analizados con el software de analisis de datos de citometria de flujo Flowlo (FlowJo; Tree

Star, Inc., Ashland, OR, USA).

6.7.1. Tincidn extracelular

Las células se incubaron en 25 pl de FACS con anticuerpo anti-CD16/32 (Biolegend, 101301)
por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, se afadieron 25 pl de FACS con los anticuerpos
extracelulares, y las células se incubaron por 1 hora a 4°C y en oscuridad. Los anticuerpos
extracelulares usados en este proyecto fueron: anti-CD4 conjugado con APC (Biolegend, 10041);
anti-CD25 conjugado con Brilliant Violet 711 (Biolegend 102049); CD8 conjugado con VB605
(Biolegend, 100743); PD-1 conjugado con PE (Biolegend, 109104) y CD103 conjugado con Pacific
Blue (Biolegend, 121418). Posteriormente, las células se lavaron dos veces con FACS y se prosiguio
con la tincidn intracelular, o se resuspendieron en 300 ul de FACS nuevo y se adquirieron en el
citédmetro. Los controles de compensacidn se prepararon de dos formas: empleando los “Granulos
de compensacion UltraComp eBeads™ Plus” (Invitrogen™ 01-3333-41) y siguiendo las instrucciones
del proveedor; o empleando sangre de un ratdon WT. En cualquiera de estos casos, se tifieron
muestras individuales de los granulos o células con cada uno de los anticuerpos usados para la
citometria. Para mas informacion acerca de las tinciones extracelulares empleadas en cada ensayo

de este proyecto, ver la Tabla 5.
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6.7.2. Tincién intracelular

Después de la tincidn extracelular, las células se trataron con el True-Nuclear™ Transcription
Factor Buffer Set (Biolegend, 424401) siguiendo las instrucciones del proveedor, y se tifieron con el
anticuerpo anti-FoxP3 conjugado a AlexaFluor 488 (Biolegend, 126406) durante 1 hora a 4°C en
oscuridad. Después, se lavaron dos veces con FACS, se resuspendieron en 300 ul de FACS nuevo y
se adquirieron en el citémetro. Los controles de compensacién se prepararon: empleando los
“Granulos de compensaciéon UltraComp eBeads™ Plus” y siguiendo las instrucciones del proveedor.
Para mas informacién acerca de las tinciones intracelulares empleadas en cada ensayo de este

proyecto, ver la Tabla 5.

6.8. Analisis estadisticos

Los datos se analizaron mediante ANOVA con comparaciones multiples o pruebas t de dos
colas no pareadas con correccion de Welch utilizando el software GraphPad Prism 5 (San Diego, CA,
EE. UU.). Todas las pruebas estadisticas se realizaron considerando intervalos de confianza del 95%.

Los datos se expresan como la media £ SEM. * = p <0,05; ** = p <0,01; **** = p <0,0001.



Tabla 5. Detalles de las tinciones empleadas en cada ensayo del proyecto de tesis.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion de ratones STAT67-/Foxp3t¢*" knock-in de fondo

genético BALB/c.

Con el objetivo de caracterizar la nueva cepa de ratones STAT67/Foxp3t® previamente
generada en el laboratorio, y antes de utilizarla para ensayos funcionales con Tregs, comprobamos
que los ratones de esta cepa fueran knockout en STAT6 y tuvieran el transgen de FoxP3E¢". Para
esto realizamos PCR en punto final usando ADN gendmico de estos ratones y los primers que se
muestran en la Tabla 1, utilizando ratones WT, STAT67"y FoxP3 " como controles. Como se observa
en la Figura 10A, para ratones STAT67 y STAT67/Foxp3f°® se observa una banda muy brillante de
entre 300 y 400 pares de bases (pb), correspondiente al amplicén del cassette de neomicina
insertado en el genoma del ratén durante el proceso de generacién de la cepa original STAT67; por
otro lado, en el ratdn WT se observa una banda de entre 200 y 300 pb, correspondiente al amplicén
del gen de STAT6 wild type. En el gel se observa un amplicén inespecifico de 200 pb y dimeros de
primers en los carriles de todos los ratones genotipados. También encontramos que para los ratones
FoxP3ECF? y STAT6”"/Foxp3t° se observa un amplicén de entre 300 y 400 pares de bases,
correspondientes al gen de FoxP3 y a una secuencia loxP insertada en el proceso de generacién de
la cepa; los ratones wild type presentan un amplicén de entre 200 y 300 pares de bases
correspondientes solamente al gen de FoxP3 (Figura 10B). Con esta informacion se concluye que

esta nueva cepa de ratones es knockout en STAT6 y tienen el transgen de FoxP3E¢FP,

Ademas, con el objetivo de comprobar que los ratones STAT67"/Foxp3t¢™ presentan en su
organismo células CD4'FoxP3*, correspondientes a las Tregs totales, y que estas pueden
discriminarse mediante citometria de flujo con base en la fluorescencia de EGFP, hicimos una tincién
de leucocitos en circulacion de ratones macho y hembra doble transgénicos. Se utilizaron ratones
FoxP3ESFP como control. Para obtener el porcentaje de Tregs se siguid la estrategia de andlisis de

datos que se muestra en la Figura 11A. Encontramos que tanto los ratones FoxP3EF como los
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STAT67"/Foxp3t°" presentan una poblacién de células CD4*FoxP3* (Figura 11B), y que su porcentaje
es de entre 6 y 7% de los linfocitos T CD4" totales y (Figura 11C).

STAT6"-/ FoxP3ECF? STAT6- WT ()

A. , | —— A
9

1 2 3 4 5 6 7 3

Amplicon cassette de
neomicina (STAT67)
- 378 pb

Amplicon de STAT6
wild type 2 275 pb

B WT STAT6"-/ FoxP3EGF? FoxP3EGFP O
’ f 1 l X l y

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12

Amplicon de
FoxP3EGEP = 325 pb
Amplicon de FoxP3
wild type = 275 pb

Figura 10. Genotipos de ratones STAT67"/FoxP3E¢FP,

Los ratones doble transgénicos son knockout en STAT6 y expresan la proteina verde fluorescente junto con
el factor de transcripcién FoxP3. (A). Genotipo de ratones doble transgénicos STAT6”"/FoxP3E¢FPy STAT67 de
fondo genético BALB/c. (B). Genotipo de ratones STAT67-/FoxP3E¢FPy FoxP3ECFP

7.2. La ausencia de STAT6 no altera la diferenciacion de linfocitos T CD4*

naive a Tregs in vitro.

Para determinar si la ausencia de STAT6 influye en la capacidad de diferenciacidn de Tregs
in vitro se hizo un cultivo de linfocitos T CD4* naive provenientes de ratones WT y STAT67- en medio
de cultivo suplementado con “ImmunoCult™ Mouse Treg Differentiation Supplement”). Se hizo un
cultivo en medio RPMI de las mismas células como control de diferenciacién. Debido a que para este
momento no se contaban con suficientes ratones hembra STAT67"/Foxp3t™ para realizar el

experimento, se utilizaron ratones hembra STAT67". Después de seis dias de cultivo las células se
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estudiaron mediante citometria de flujo para obtener el porcentaje de Tregs totales (CD4*FoxP3*) y
Tregs con fenotipo activado (CD4*CD25"&"FoxP3*), siguiendo la estrategia experimental que se

muestra en la Figura 12.
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Figura 11. Identificacion de Tregs a partir de sangre periférica de ratones Foxp3 " y doble transgénicos
con base en la expresién de CD4 y FoxP3E6FP,

(A) Estrategia para la identificacién de Tregs totales a partir de leucocitos en sangre. En primer lugar, se
identificaron los singlets en un plot de FSC-A vs FSC-H. En segundo lugar, se discriminaron los
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linfocitos con base en su granularidad y tamafio. Después se hallaron las células CD4* totales. Por
ultimo, se determiné la poblacion de Tregs totales (CD4*FoxP3*). (B). Dot plots representativos y (C)
frecuencias de Tregs totales obtenidas mediante citometria de flujo de sangre periférica de ratones
FoxP3E¢*Py doble transgénicos. Los datos se expresan como la media + SEM. n (ratones por grupo)
=3.
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Figura 12. Estrategia para la identificacion de Tregs en cultivos celulares de linfocitos T CD4* naive con
base en la expresion de CD4, CD25 y FoxP3.

De izquierda a derecha, en primer lugar, se identificaron los singlets en un diagrama de FSC-A vs FSC-H.

Después, las células vivas se identificaron en un plot de SSC-A vs FSC-A. Posteriormente, se graficaron las

células CD4* totales en un diagrama SSC-A vs CD4-APC. A partir de la regidn de linfocitos CD4 totales, se
obtienen las Tregs totales CD4*FoxP3*y Tregs CD4*CD25"8"FoxP3*.

En primer lugar, se encontré que los linfocitos T naive de ratones WT y STAT67 que se
cultivaron en medio RPMI no se diferenciaron en Tregs, o se diferenciaron en un porcentaje muy
bajo (1%). Por el contrario, las células que se cultivaron en medio con el suplemento para Tregs si
se diferenciaron, encontrandose un porcentaje de células CD4*FoxP3* de alrededor del 50% para
ambos grupos experimentales. Sin embargo, no se encontré diferencia entre el porcentaje de Tregs
totales diferenciadas a partir de células T naive provenientes de ratones WT y STAT6 (Figura 13Ay
13B). Asimismo, se observé que algunas de las Tregs diferenciadas in vitro son también CD25"¢", |o
cual sugiere que son de fenotipo activado, aunque no hay diferencia en el porcentaje de Tregs
activadas provenientes de linfocitos T naive de ratones WT o deficientes en STAT6 (Figura 13C y

13D). Estos resultados sugieren que STAT6 no es importante para la diferenciacién de Tregs in vitro.
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Figura 13. Capacidad de diferenciacion de linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones deficientes en
STAT6 a Tregs.

(A). Dot-plots representativos del porcentaje de células CD4*FoxP3*, provenientes de ratones WT y STAT67",
cultivadas en medio suplementado y medio normal. (B). Porcentajes de Tregs totales diferenciadas. (C). Dot-
plots representativos del porcentaje de células CD4*CD25Me"FoxP3*, provenientes de ratones WT y STAT67,
cultivadas en medio suplementado y medio normal. (D) Porcentajes de linfocitos CD4*CD25M"&"FoxP3* en las
diferentes condiciones experimentales. Los datos se expresan como la media + SEM. n (ratones por grupo)
=3.
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7.3. Laausencia de STAT6 aumenta la capacidad de diferenciacion de Tregs
in vitro a partir de células T CD4" naive provenientes de ratones con

induccion de CAC

Con el objetivo de determinar si STAT6 participa en la diferenciacién de Tregs in vitro a partir
de células provenientes de ratones en etapas tempranas de CAC, se diferenciaron linfocitos T CD4*
naive obtenidos de ratones WT y STAT6” con tratamiento de AOM/DSS en medio de cultivo con
Immunocult. Otras células naive se cultivaron en medio RPMI como control de proliferacidn. Se
siguid la misma estrategia de andlisis de la Figura 12. De esta manera, se encontré que los linfocitos
T naive de ratones WT y STAT67" en etapas iniciales del CAC que se cultivaron en medio RPMI no se
diferenciaron en Tregs, o se diferenciaron en un porcentaje muy bajo (1%). Por el contrario, las
células que se cultivaron en medio con el suplemento para Tregs si se diferenciaron, habiendo un
porcentaje mayor de Tregs diferenciadas de linfocitos T CD4+ naive de ratones STAT67 en
comparacién con los WT (Figura 14A y 14B). Asimismo, se observd que algunas de las Tregs
diferenciadas in vitro son también CD25"€", |o cualsugiere que son de fenotipo activado, habiendo
mas células diferenciadas en ausencia de STAT6 (Figura 14C y 14D). Estos resultados sugieren que
la ausencia de STAT6 favorece la diferenciacidn de Tregs in vitro, cuando los linfocitos T CD4+ naive

provienen de ratones en etapas tempranas de CAC.

7.4. El porcentaje de linfocitos T CD8" disminuye en ratones STAT6”

/FoxP3ESF*-en etapas iniciales de CAC

Con el objetivo de estudiar las Tregs en el contexto del CAC primero se comprobd que el
modelo murino de CAC funciona en los ratones doble transgénicos. Se realizé una induccion de CAC
mediante AOM/DSS a ratones Foxp3t™ y STAT67"/Foxp3t°. Se utilizaron ratones que no se
expusieron al tratamiento como controles del desarrollo tumoral. Durante el transcurso del

experimento se registré una vez por semana el peso de los animales, asi como el indice de dafo de
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la enfermedad. Los ratones se sacrificaron en el dia 80, se les extrajo el colon, se midié su longitud

y se contd el nimero de tumores en el colon.
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Figura 14. La deficiencia de STAT6 aumenta la capacidad de diferenciacion de células T naive provenientes
de ratones con induccidn de CAC, a Tregs in vitro.

(A). Dot-plots representativos del porcentaje de células CD4*FoxP3*, provenientes de ratones WT y STAT67
en tratamiento con AOM/DSS, cultivadas en medio suplementado y medio normal. (B). Porcentajes de
linfocitos CD4* que expresan FoxP3 en las diferentes condiciones experimentales. (C). Dot-plots
representativos del porcentaje de células CD4*CD25M&"FoxP3*, provenientes de ratones WTy STAT67 en
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tratamiento con AOM/DSS, cultivadas en medio suplementado y medio normal. (D). Los datos se expresan
como la media * SEM. n (ratones por grupo) =3.

Como se observa en la Figura 15A, los ratones Foxp3 ™ y STAT67"/Foxp3 " que no pasaron
por un tratamiento de inducciéon de CAC no desarrollaron tumores. Por el contrario, los ratones
Foxp3E¢F? y STAT67/Foxp3£°™ en tratamiento de CAC desarrollaron tumores en la parte distal del
colon, sefialados con las flechas negras, y presentaron un acortamiento de la longitud del colon en
comparacién con los colon de ratones control. En particular, los ratones STAT6”/Foxp3f?
AOM/DSS presentaron menos tumores (Figura 15B) y una mayor longitud del colon (Figura 15C)
que los ratones Foxp3E¢" AOM/DSS. Como se observa en la Figura 15D y Figura 15E, los ratones sin
tratamiento de AOM/DSS subieron de peso a lo largo del experimento, y presentaron un DAl de 0.
Por el contrario, los ratones en tratamiento de CAC bajaron de peso y presentaron un DAI
considerable, en particular en los dias de aplicacién del DSS en su agua de beber. Pese a que los
ratones Foxp3 ™ AOM/DSS y STAT67-/Foxp3 " AOM/DSS bajaron de peso de manera similar, los
ratones Foxp3t¢"" AOM/DSS presentaron un mayor indice de dafio a lo largo del tratamiento y

terminaron con un peso relativo menor que los ratones STAT67/Foxp3£¢F®.

Después de comprobar que el modelo murino de CAC funciona en ratones doble
transgénicos, se realizd otra induccién de CAC mediante AOM/DSS a ratones Foxp3ty STAT6/
/Foxp3E°. Se utilizaron ratones Foxp3t™y STAT6”"/Foxp3t®F que no se expusieron al tratamiento
como controles del desarrollo tumoral. Con el objetivo de analizar el fenotipo de las Tregs en las
etapas tempranas del CAC, los ratones fueron sacrificados en el dia 20 del tratamiento, se extrajeron
los esplenocitos totales y se realizd una tincién de marcadores extracelulares de linfocitos. Se
determinaron las poblaciones celulares de linfocitos y se analizé el fenotipo de las Tregs siguiendo

la estrategia de analisis que se muestra en la Figura 16.
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Figura 15. Desarrollo tumoral en ratones STAT6”"/Foxp3t¢* con tratamiento de AOM/DSS.

(A). Fotografias representativas de los colon y tumores de ratones de los diferentes grupos experimentales.
Las flechas sefialan los lugares donde se observan tumores. (B). Cambio porcentual de peso a lo largo del
tratamiento. El cambio de peso se expresa con relacion al peso inicial (en la gréfica, el peso inicial se sitia en
el valor 100 del eje Y). (C). indice de dafio (DAI) a lo largo del tratamiento. Un valor de cero corresponde a la
ausencia de cualquier sefial de enfermedad. (D) Numero de tumores y (E) longitud del colon de ratones de
los diferentes grupos experimentales. Los datos se expresan como la media £ SEM. n (ratones por grupo) =3.
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Figura 16. Estrategia para la identificacidn y caracterizacion de Tregs a partir de esplenocitos de ratones
doble transgénicos y reporteros en tratamiento con AOM/DSS.

(De izquierda a derecha, y de arriba a abajo), primero se identificaron los singlets a partir de células totales;
luego se seleccionaron de linfocitos a partir de singlets; después se identificaron los linfocitos CD4* y CD8*. A
partir del gate de los linfocitos CD4* se obtienen las células CD4*FoxP3*, que corresponden a las Tregs
totales. Por ultimo, a partir del gate de Tregs totales se obtiene el porcentaje de células CD25"e", pD-1Me", y
CD103"e", De esta poblacién también se obtienen los indices de fluorescencia media geométrica (IFM) para
PD-1, CD25, CD103 y FoxP3.



50

Como se observa en la Figura 17A, el porcentaje basal de linfocitos T CD8*, que corresponde
a los animales Foxp3ES control estuvo cerca al 6%. Este porcentaje fue igual en los animales

3EGFP con tratamiento de AOM/DSS. Ademds, el porcentaje de linfocitos T CD8* en los ratones

Foxp
doble transgénicos también fue menor en los ratones con tratamiento de CAC. Asimismo, se observa
en la Figura 17B que la poblacién de linfocitos T CD8* en ratones STAT6”"/Foxp3f™ en tratamiento
de CAC disminuyd a la mitad en comparacién con los ratones STAT67 en tratamiento de CAC. Por
otro lado, no se observd una diferencia en el porcentaje de linfocitos T CD4* siendo su porcentaje
similar en todos los grupos experimentales (Figura 17Cy 17D). Finalmente, se observé un aumento
en el porcentaje de Tregs totales en los ratones FoxP3ff" AOM/DSS en comparacion con los
FoxP3ESFP control, sin embargo, la diferencia es contraria en los ratones STAT67"/Foxp3 ™ (Figura
17E). Como se observa en la Figura 17F, no es posible identificar una diferencia en los linfocitos T
CD4*FoxP3*atribuible a la ausencia de STAT6 o al tratamiento de induccion de CAC. Por esta razon,
en futuros expermientos es importante aumentar la n de muestras. En conclusidn, estos resultados

indican que los linfocitos T CD8* aumentan en ratones STAT6”"/Foxp3t° en etapas tempranas de

CAC experimental.

Por otro lado, se observé que el porcentaje de Tregs CD25"e", es decir, que cuentan con un
fenotipo activado, no es diferente entre los ratones FoxP3E¢" control y FoxP3 " AOM/DSS, pero en
los ratones STAT67"/Foxp3t°" AOM/DSS el porcentaje de células CD4*FoxP3*CD25"&" aumentd en
comparacién con el control, aunque este aumento no fue estadisticamente significativo (Figura
18A). Sin embargo, en la Figura 18B no se aprecia una diferencia significativa entre la poblacién de
Tregs activadas provenientes de ratones Foxp3tF" AOM/DSS y STAT67-/Foxp3 " AOM/DSS, aunque
se puede apreciar un ligero aumento en la intensidad de fluorescencia de CD25 en las Tregs de
ratones doble transgénicos. Por otro lado, no se observa una diferencia estadisticamente
significativa en las poblaciones de Tregs PD-1"&" y CD103"e". En primer lugar, las Tregs PD-1Me"y
Tregs CD103"&" aumentaron su porcentaje en ratones FoxP3 " AOM/DSS en comparacién con los
ratones FoxP3E°FP control. Ademas, el porcentaje de estas células también aumentd en los ratones
STAT67"/Foxp3t°™ AOM/DSS en comparacién con los STAT67/Foxp3t™ control. Por ultimo, el
fenotipo PD-1"&" y CD103"&" fue mayor en los ratones knockout de STAT6 en tratamiento de
induccién de CAC, en comparacién con los ratones STAT6** Figura 18C y 18 E). Sin embargo, debido

a la alta desviacidn estandar de estos datos, y al hecho de que solo hubiera una n de 3, es necesario
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aumentar los datos del fenotipo de Tregs en préximos experimentos para poder determinar si hay

una diferencia. En efecto, las Figuras 18D y 18F no muestran una diferencia muy grande en el

fenotipo de las Tregs. Por lo tanto, se puede sugerir una tendencia a que las Tregs de ratones STAT6"

/-/Foxp3t¢™ AOM/DSS son de un fenotipo mas activado y supresor, pero se deben repetir estos
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desarrollo de CAC.

(A) Porcentaje de linfocitos CD8*; (B) y representativos de las poblaciones de linfocitos T CD8* totales; (C)
Porcentaje de linfocitos CD4*; (D) y representativos de las poblaciones de linfocitos T CD8* totales; (E) Tregs

totales (CD4*FoxP3*); y (F) representativos de las poblaciones de Tregs totales presentes en el bazo de

ratones FoxP3E¢F y STAT67-/FoxP3 " con y sin tratamiento de CAC. Los datos se expresan como la media +
SEM. n (ratones por grupo) =5.
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Finalmente, con el objetivo de analizar el nivel de expresion de las moléculas de superficie
CD25, PD-1y CD103 en las Tregs provenientes de ratones Foxp3 ™ y STAT67"/Foxp3t°™, se analizd
la intensidad media de fluorescencia (IMF) geométrica siguiendo la estrategia experimental que se
muestra en la Figura 16. También se analizé la IMF de FoxP3 en las Tregs. En primer lugar, se observd
que la IMF geométrica de FoxP3 aumentd en ratones FoxP3E¢"" AOM/DSS en comparacién con los
ratones FoxP3E¢* control. Ademas, la IMF también aumenté en los ratones STAT67"/Foxp3t¢
AOM/DSS en comparacion con los STAT67/Foxp3 ™ control, y se encontré que la mayor IMF de
FoxP3 correspondia a las Tregs de ratones STAT67"/Foxp3t" AOM/DSS. Sin embargo, estos
aumentos no fueron significativos (Figura 19A). Asimismo, la mayor IMF de CD25 se presentd en las
Tregs de ratones STAT67/Foxp3t¢F" AOM/DSS, aunque tampoco fue significativa (Figura 19B).
Ademds, se observé que la IMF de PD-1 fue similar en las Tregs de los ratones FoxP3E¢ control,
FoxP3ESF" AOM/DSS y STAT67/Foxp3E¢ control, y aumentd en las Tregs de ratones STAT67
/Foxp3E¢FP AOM/DSS. Sin embargo, este aumento no fue significativo, y las desviaciones estdndar de
estos datos es muy alta, por lo que es necesario aumentar la n realizado mas experimentos (Figura
19C). Finalmente, la IMF de CD103 siguié la misma tendencia que la IMF de FoxP3, aunque la
desviacidn estandar de estos datos también es muy alta. En conclusién, se observa un aumento no
significativo en la IMF de CD25 en ratones STAT67-/Foxp3t°" AOM/DSS lo cual indica que hay mas
células activadas en ratones knockout de STAT6 en etapas tempranas de CAC, y es necesario realizar
mas ensayos para determinar si hay una diferencia en la IMF de FoxP3, PD-1 y CD103 para

determinar si adema3s estas tienen un fenotipo mas o menos supresor.
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desarrollo de CAC.

CD4*FoxP3*CD103"e" presentes en el bazo de ratones FoxP3 ¢ y STAT67"/FoxP3ESF? con y sin tratamiento de
CAC. Los datos se expresan como la media + SEM. n (ratones por grupo) =3.
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Figura 19. IMF de moléculas de superficie de Tregs en ratones FoxP3t%F" y STAT6”"/FoxP3° en etapas
tempranas de desarrollo de CAC

(A) IMF de FoxP3 en Tregs; (B) IMF de CD25 en Tregs; (C) IMF de PD-1 en Tregs; (D) IMF de CD103 en Tregs.
Los datos se expresan como la media = SEM. n (ratones por grupo) =3.

7.5. Las Tregs provenientes de ratones STAT67- en tratamiento de CAC

tienen mayor capacidad supresora sobre linfocitos T CD4*y T CD8*

Para determinar si las Tregs provenientes de ratones deficientes en STAT6 tienen una
actividad que pueda estar modulando el ambiente inflamatorio que se requiere para el desarrollo
del CAC, se realizé un ensayo in vitro de evaluacién de su capacidad supresora. Se utilizaron ratones
FoxP3fP y STAT67/FoxP3 " en etapas tempranas del desarrollo del CAC, de los que se obtuvieron
primero los linfocitos T CD4" totales por separacion magnética, y después las Tregs mediante cell
sorting con base en su expresion de EGFP. Como se observa en la Figura 20, la pureza de la
separacidon magnética es bastante alta; mds del 95% de las células obtenidas mediante el “CD4* T
Cell Isolation Kit, mouse” marcaron con anticuerpos anti-CD4 (Figura 20A). El rendimiento del cell

sorter BD Influx también fue bastante alto; como se observa en la Figura 20B, el porcentaje de
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células seleccionadas que expresaron la proteina verde fluorescente fue de casi el 100%. 72 horas
después del cocultivo de las Tregs con esplenocitos totales marcados con CellTrace Violet, se
adquirieron las muestras en el citdmetro de flujo y se analizaron los datos. Utilizando una muestra
de esplenocitos que no estuvieron en cultivo con Tregs, y en ausencia de anti-CD3, se halld la
poblacién de células que no se dividieron en las 72 horas de cultivo. En primer lugar, se obtuvieron
las singlets a partir de células totales; después se seleccionaron de linfocitos a partir de singlets;
posteriormente, se seleccionaron las células marcadas con CTV; se identificaron linfocitos T CD4*y
CD8*; por ultimo, a partir del gate de los linfocitos CD4" y CD8", individualmente, se obtuvo el
histograma de fluorescencia del CTV. Debido a que estos esplenocitos se cultivaron sin anti-CD3, el
pico mayor del histograma corresponde a las células no proliferantes (Figura 21A). Para la
identificacion de la proliferacidon basal se utilizé una muestra de esplenocitos cultivados con anti-
CD3 (Figura 21B). La identificacién de estas poblaciones en esta muestra fue la utilizada para analizar

las muestras del ensayo de proliferacion.
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Figura 20. Pureza de las muestras obtenidas mediante separacion magnética y cell sorting.

(A). Dot plots representativos de células obtenidas mediante separacion magnética utilizando el “CD4*T Cell
Isolation Kit, mouse”. El Q3 corresponde a la fraccidn de linfocitos positivos para CD4* y negativos para CD8*.
(B). Pureza del cell sorting. Se observa que antes del sorting la poblacidon celular positiva para EGFP es
cercana al 9%, mientras que después del sorting este porcentaje sube al 100%.
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Figura 21. Estrategia para el andlisis de la supresién inducida por Tregs de ratones FoxP3EGFP y STAT6”/
/FoxP3ECFP en tratamiento de induccién CAC, sobre la proliferacién de células totales de bazo.

(A). Identificacion de células no proliferantes a partir de esplenocitos marcados con CTV y sembrados en pozos sin
anti-CD3. (B). Identificacion de células proliferantes y no proliferantes en cultivo.
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Se encontrd que cuando los esplenocitos marcados con CTV se cultivan sin anti-CD3* se observa
un pico a la derecha del histograma; este pico concentra a los linfocitos T CD4* que no se dividieron y que
por lo tanto tienen una mayor fluorescencia de CTV. Por el contrario, cuando los esplenocitos se cultivan
con anti-CD3 y sin Tregs, hay una proliferacion de las CD4* del 80%, valor que se toma como la proliferacion
basal. En el histograma, estos CD4" proliferantes se pueden ver como picos; el pico a la izquierda de la GO
corresponderia a la G1, y el de su izquierda, a la G2, etcétera (Figura 22A). Cuando se grafican los
porcentajes de CD4* proliferantes en el cocultivo, el cocultivo con Tregs provenientes de ratones FoxP3E¢"
con tratamiento de AOM/DSS tuvo una supresion en la proliferacion de CD4* en la proporcion 1:1,
supresidn que desaparece en las demds proporciones. Cuando las Tregs provienen de ratones STAT67
/FoxP3FP |3 supresion de la proliferacion aumenta al doble en la proporcion 1:1, restableciéndose
parcialmente en las demas diluciones, pero sin alcanzar el porcentaje de proliferacidn basal (Figura 22B).
La supresion de la proliferaciéon de los CD4* se puede observar en el tamafio de los picos de las
generaciones y en el nimero de generaciones celulares. De esta manera, se observa que en la dilucion 0:1
el pico de la GO es pequeiio y contiene al 20% de CD4* positivos para CTV. Ademas, los picos de la G1y G2
son grandes, siendo el mayor el de la G2, lo cual indica que la mayoria de los CD4* se encuentran en esta
generacion celular. Sin embargo, cuando la proporcién del cocultivo es 1:1 y se emplean Tregs de ratones
FoxP3E¢™, se observa que el pico de la GO abarca ahora al 32% de CD4* positivos para CTV; ademas, los
picos de la G1 y G2 disminuyen su tamafo. Esta supresion va disminuyendo en las demas proporciones;
ademas, se empieza a ver un pico de G3 (Figura 22C). Ahora bien, cuando las Tregs provienen de ratones
STAT67"/FoxP3f°", se observa que cuando la proporcién es 1:1, el pico de la GO abarca ahora al 37% de
CD4* positivos para CTV; ademas, los picos de la G1 y G2 también disminuyen su tamafo. En las demas
diluciones se observa un aumento del porcentaje de CD4" proliferantes, pero sin llegar a la proliferacion
basal. En conjunto, estos resultados indican que hay una disminucion en la capacidad de proliferacidn de
CD4* sobre todo en la proporcidn 1:1, y que esta supresidn de la proliferacidn es mayor para las Tregs

provenientes de ratones STAT67/FoxP35FP,

Por otro lado, se encontré que cuando los esplenocitos marcados con CTV se cultivan sin anti-CD3*
se observa un pico a la derecha del histograma; este pico concentra a los linfocitos T CD8* que no se
dividieron. Por el contrario, cuando los esplenocitos se cultivan con anti-CD3 y sin Tregs, hay una
proliferacidon de las CD8* del 98%, valor que se toma como la proliferacion basal. En el histograma, estos

CD8* proliferantes se pueden ver como picos; el pico a la izquierda de la GO corresponderia ala G1, y el de
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suizquierda, ala G2, etcétera. Se observan 4 picos en total (Figura 23A). Cuando se grafican los porcentajes
de CD8* proliferantes en el cocultivo, el cocultivo con Tregs provenientes de ratones FoxP3t con
tratamiento de AOM/DSS no tuvo una supresion de la proliferacion de CD8*en la proporcién 1:1 muy
grande, aumentando inclusive su proliferacién en las otras proporciones. En cambio, cuando las Tregs son
de ratones STAT6”"/FoxP3°", existe una supresién de la proliferaciéon de CD8* en la proporcién 1:1, la cual
se restablece parcialmente en las demas diluciones, pero sin alcanzar el porcentaje de proliferacion basal
(Figura 23B). Asi como con los CD4*, la supresion de la proliferacion de los CD8* se puede observar en el
tamafio de los picos de las generaciones y en el nimero de generaciones celulares. De esta manera, se
observa que en la dilucién 0:1 el pico de la GO es mediano y contiene al 28% de CD8* positivos para CTV.
Ademas, los picos de la G2 y G3 son grandes, siendo el mayor el de la G2, lo cual indica que la mayoria de
los CD8* se encuentran en esta generacion celular. Cuando la proporcién del cocultivo es 1:1 y se emplean
Tregs de ratones FoxP3"", se observa que el pico de la GO es mas grande y abarca ahora al 29% de CD8*
positivos para CTV; los picos de la G2 y G3 no disminuyen su tamafio, pero disminuye la G4. En las demas
proporciones se ve un aumento de la proliferacién de CD8*, con un tamafio de G2 y G3 grande, pero sin
G4. Por otro lado, cuando las Tregs provienen de ratones STAT67/FoxP3E¢", se observa que cuando la
proporcién es 1:1, el pico de la GO abarca al 32% de CD8* positivos para CTV; ademas, el pico de la G3
disminuye de tamafio y desaparece la G4. En las demas diluciones se observa un aumento del porcentaje
de CD8" proliferantes, pero sin llegar a la proliferacion basal (Figura 23C). En conjunto, estos resultados
indican que hay una disminucién en la capacidad de proliferaciéon de CD8* cuando las Tregs provienen de

ratones STAT67/FoxP3E°. Sin embargo, esta supresion de la proliferacién es baja.



59

A' CD4*

B
& L]
{‘0\5 _\-0(\ 20 Proﬂ;e;asmes Stlrobersr
O s ) 7 1.17
oy
P 8
Ké‘((\‘b‘ 10 - A E
& 1.0
(]
Q
o T T T T T 3
© 0" 6w e w0 107 10 E_ 0.9
+
hod
o
e0 (.3 0.84
==
o
RSIRNPENS
0&(‘0}(\ rai‘)\do- pm“;:asmeg Sin proliferar 0-7 T 1 1 T 1
S N NN S S
R S N N N o
@0(\ *7 EGFP
- FoxP3 AOM/DSS
o I % STAT6"/FoxP35C P AOM/DSS
10D 1D1 ll:l2
C. Proporcion Tregs: esplenocitos
— 0:1 1:1 1:3 1:7 1:15
w % “7
= o] oo I ] _— *7 ) 1
E £ " -l B -l S C O W BCOE [l IR I I
w 1 ©
(=]
= )
<]
T e
=
S
-
o o
==
< 9 ]
=5 - P s I | e I Bl | B ol e | o
o &
w
=]
ol
=

CellTrace Violet

Figura 22. Supresion de la proliferacion celular de linfocitos T CD4* por parte de Tregs de ratones en tratamiento de
induccion de cancer de colon asociado a colitis.

(A). Controles de proliferacion de linfocitos T CD4* (B) Supresién de la proliferacion de Tregs provenientes de ratones
FoxP3f*Py STAT67/FoxP3E¢ en tratamiento de CAC sobre linfocitos T CD4*. Los porcentajes de células proliferantes se
normalizaron en las diferentes diluciones con el valor de proliferacién de CD4* en la dilucién 0:1. (B) Histogramas
representativos de la proliferacién de CD4* en cocultivos con Tregs de ratones FoxP3E¢FPy STAT67/FoxP3¢™ en
tratamiento de CAC. n= 2 réplicas técnicas por dilucidn.
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Figura 23. Supresion de la proliferacion celular de linfocitos T CD8* por parte de Tregs de ratones en tratamiento de
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induccion de cancer de colon asociado a colitis.
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(A). Controles de proliferacion de linfocitos T CD8* (B) Supresién de la proliferacion de Tregs provenientes de ratones

FoxP3ESFPy STAT67-/FoxP3* en tratamiento de CAC sobre linfocitos T CD8". Los porcentajes de células proliferantes se

normalizaron en las diferentes diluciones con el valor de células proliferantes CD8* en la dilucion 0:1. (B) Histogramas
representativos de la proliferacién de CD8* en cocultivos con Tregs de ratones FoxP3E¢Fy STAT67-/FoxP3E¢F en
tratamiento de CAC. n= 2 réplicas técnicas por dilucidn.
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8. Discusion

El estudio del ambiente inflamatorio en el desarrollo del cdncer de colon asociado a colitis
es importante para entender las causas de este padecimiento. Entre las poblaciones celulares mas
relevantes para modular la respuesta inmune en el CAC se encuentran las Tregs. Se ha visto que el
aumento del porcentaje de Tregs en ratones knockout de STAT6 durante las etapas tempranas
disminuye el desarrollo de la enfermedad. Por esta razdn se estudié de qué manera STAT6 influye
en la diferenciacidn, funcidn y/o activacién de Tregs durante el CAC experimental. Sin embargo, el
estudio de las Tregs en el laboratorio estd condicionado a varios aspectos. Uno de ellos es que FoxP3
es una proteina intracelular que, para su estudio mediante citometria de flujo, requiere
permeabilizacién celular, después de la cual las células que expresan este factor de transcripcion ya
no sirven para realizar ensayos funcionales. Con el objetivo de analizar a las Tregs en el proceso de
la carcinogénesis del CAC se caracterizé a la cepa de ratones STAT67/FoxP3E¢F". Como se observé
en este estudio, los ratones de la cepa STAT67/FoxP3E°F son, en efecto, knockout en STAT6 y
expresan EGFP junto a FoxP3, lo cual hace posible su estudio funcional mediante la posibilidad de

aislar las Tregs mediante cell sorting utilizando la fluorescencia de |la EGFP.

Se han desarrollado diferentes cepas de ratones para el estudio in vivo de las Tregs mediante
el rastreo de FoxP3ES" con fluorocromos. Esto incluye el direccionamiento de genes knock-in,
disefados para expresar un fluorocromo ya sea como una proteina de fusién con FoxP3 o desde un
sitio interno de entrada de ribosoma (IRES, por sus siglas en inglés) rio abajo de la region codificante
de FoxP3. Otra estrategia es la transgénesis de FoxP3 empleando cromosomas artificiales
bacterianos (BAC, por sus siglas en inglés) que contienen un gen codificante de fluorocromo
insertado (110). En los dos primeros casos, se garantiza la deteccidn precisa de FoxP3 con base en
los fluorocromos, a diferencia de la estrategia que utiliza el transgén FoxP3-BAC®™, pues en este
ultimo caso el factor de trascripcién FoxP3 y la proteina fluorescente no se encuentran ligados
fisicamente (111). La cepa FoxP3E®"" usada para generar a los ratones STAT67/FoxP3E¢™ fue
generada mediante la insercidn de un cassette de ADN compuesto por una secuencia de entrada

ribosomal interna (IRES) unida a secuencias EGFP inmediatamente corriente abajo del codén de
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terminacion de la traduccion FoxP3 (78). Las células provenientes de esta cepa con expresion EGFP*

correspondientes a poblaciones CD4*CD25"e"CD127'%, es decir a las Tregs.

Como se ha mencionado previamente, ademas de inhibir la apoptosis, y promover la
proliferacién y migracién de células epiteliales durante el desarrollo del cancer, STAT6 es importante
para regular la funcién de las células del sistema inmune. Para estudiar el rol de STAT6 sobre las
Tregs en el desarrollo del CAC se usa la cepa transgénica STAT67 . Los ratones STAT6” cuentan con
un cassette de seleccion de neomicina insertado en el gen de STAT6, lo cual impide la expresidn de
este factor de transcripcion (95). Sin embargo, hay que tener en cuenta que una limitacion del
modelo murino knockout es que en el ratén STAT6” todas las células son deficientes en esta
molécula, por lo que se hace dificil estudiar in vivo solamente el papel de las Tregs en el CAC en
ausencia de STAT6 usando este modelo. Por esta razén se recurrid a varios experimentos in vitro

para estudiar el papel de STAT6 en las Tregs, y su posible rol en el desarrollo del CAC.

Los resultados de la diferenciacién in vitro de linfocitos T CD4* naive provenientes de ratones
STAT67" a Tregs sugieren no hubo cambios en la capacidad de diferenciacién (entendida como el
porcentaje de células CD4* FoxP3*) y en el porcentaje de Tregs activadas, en cultivos de linfocitos T
CD4" naive provenientes de ratones STAT67 expuestos a IL-2, TGF-B y &cido holo-transretinoico, en
comparacién con los cultivos de células provenientes de ratones WT. Estudios in vitro han
demostrado que la expresidon de FoxP3 en iTregs derivadas de células T CD4" naive WT puede ser
obstaculizada por la unidn de STAT6 a su sitio promotor, lo cual genera un fenotipo de Tregs que
pierde la expresidn de FoxP3 en presencia de IL-4 e IL-13 (101). Estos datos de la literatura nos
hicieron pensar en un principio que, en células T CD4* naive provenientes de ratones STAT67 en
donde STAT6 no se pudiera unir al promotor de FoxP3, deberia haber una mayor expresién de FoxP3
y por lo tanto mayor diferenciacion a Tregs. Sin embargo, nuestros datos no coinciden con esta
suposicidon. Una explicacidn es que en nuestro montaje experimental no se incluyé IL-4 e IL-13, que
son las citocinas encargadas de activar a STAT6. Se han reportado niveles altos de IL-4 en pacientes
con diferentes tipos de cancer; IL-4 es producida por las células T de tipo 2 (Th2), basdfilos,
mastocitos y eosindfilos activados, y muchas de estas células se encuentran en el microambiente

tumoral (112). Por lo tanto, es posible que sea p-STAT6 la molécula que se una al sitio regulador en
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el promotor de FoxP3, promoviendo la pérdida de la expresidon de FoxP3 en las iTregs. De esta
manera, debido a que tanto en el cultivo de linfocitos T CD4* naive WT vy el cultivo de linfocitos T
CD4* naive STAT6” p-STAT6 estaba ausente, el porcentaje de diferenciacién a Tregs fue el mismo,
pues no hubo pérdida de la expresion de FoxP3. Estos resultados sugieren, entonces, que la ausencia

de STAT6 no es suficiente para observar diferencias en la capacidad de diferenciacion de las iTregs.

Por otro lado, en la diferenciacién in vitro de linfocitos T CD4" naive provenientes de ratones
STAT6” en etapas tempranas de CAC se encontré que en los cultivos de linfocitos T CD4* naive
provenientes de ratones deficientes en STAT6 hubo el triple del porcentaje de Tregs totales y Tregs
activadas que en los cultivos de células provenientes de ratones WT con tratamiento de AOM/DSS.
En el montaje experimental de este ensayo tampoco se incluyeron IL-4 o IL-13, por lo que la
diferencia en el porcentaje de Tregs diferenciadas no se debe a p-STAT6. Una posible explicacion
para esta diferencia es que las células T CD4* naive aisladas de ratones STAT67- en etapas tempranas
de CAC, es decir, en un momento de inflamacidon crodnica, tienen diferentes modificaciones
epigenéticas que las células provenientes de ratones WT AOM/DSS. Las modificaciones epigenéticas
son importantes para la diferenciacidon de las Tregs (113). Por ejemplo, la delecién de la HMT
(histona metiltransferasa, por sus siglas en inglés) MLL4 en ratones da como resultado una
disminucién de la induccion de FoxP3 en células T CD4* naive durante su desarrollo, con un aumento
de células CD4*CD25*FoxP3™, lo que demuestra la importancia de esta molécula de regulacidn
epigenética para el establecimiento de la estructura de cromatina de FoxP3 en precursores de Tregs
(114). Por otro lado se ha reportado que durante la inflamacién las Tregs pueden perder la expresion
de FoxP3 y polarizarse a células Th17 (115), y que en la capacidad de las Tregs para polarizarse en
respuesta a las sefiales inflamatorias del microambiente son importantes las alteraciones
epigenéticas subyacentes (116). Por ejemplo, las citocinas inflamatorias como la IL-6 pueden
promover la actividad de DNMT (metiltransferasas de ADN, por sus siglas en inglés ) e HDAC (histona
deacetilasas) para provocar la pérdida de la expresion del gen FoxP3, y modular los complejos PRC
(complejos de represién polycomb) para deprimir los loci que codifican los genes inflamatorios (117)
(118). Debido a que la expresion de FoxP3 depende de las modificaciones epigenéticas, y que
durante la inflamacién puede haber modificaciones en moléculas de regufiacién epigenética, seria
interesante estudiar en un contexto epigenético la relacion entre la expresion de FoxP3 y la ausencia

de STATS6, particularmente en condiciones inflamatorias.
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La expresion de FoxP3 estd relacionada con el establecimiento de un patron de
hipometilacién CpG especifico de las Tregs y que inicia con la estimulacién del TCR (119). La
hipometilacién de CpG propia de las Tregs comienza en el timo y continta en la periferia aun antes
de que empiece la expresion de FoxP3, y es necesaria para que las Tregs adquieran una expresion
génica de FoxP3 estable, estabilidad en el linaje y una actividad supresora total (119). Unas de las
regiones del genoma modificadas epigenéticamente, y que contribuyen a la adquisicion del fenotipo
Tregs, se conocen como TSDR (regién desmetilada especifica de Tregs, por sus siglas en inglés). Se
ha observado que la desmetilaciéon de TSDR de FoxP3 esta relacionada a una mayor expresion del
gen en células T CD4" naive (119). En los TSDR se pueden encontrar secuencias de union a diferentes
factores de transcripcién, como Etsl y Crebl, los cuales se unen a sus sitios objetivo de manera
dependiente de la desmetilacion activando sus genes objetivo a través de la unién directa a los TSDR
desmetilados (120). En la regién reguladora de FoxP3, en donde se unica el sitio de unién de STATS,
se encuentra el TSDR/CNS2, que en linfocitos T CD4* naive se encuentra hipometilado. La
desmetilacion de TSDR/CNS2 de FoxP3 es un requisito para la diferenciacion de Tregs y puede ser
empleada para la estabilizacidn de la expresidn de FoxP3 en Tregs cultivadas in vitro (121). Por lo
tanto, en préoximos experimentos seria interesante estudiar los niveles de desmetilacion de

TSDR/CNS2 del gen de FoxP3 en linfocitos T CD4* naive provenientes de ratones STAT67'Y WT.

Durante la carcinogénesis, las pTregs y no las tTregs son la poblacién mds abundante en el
microambiente tumoral, y juegan diversos roles, desde proteger al tumor de la respuesta
antitumoral, hasta proteger al organismo de una respuesta inflamatoria exacerbada (122). Por ende,
los estudios in vitro con iTregs son una buena forma de tener un primer vistazo de la forma en la
que STAT6 modula las propiedades de las Tregs. Sin embargo, este planteamiento experimental
puede ser lejano de la realidad que ocurre con las Tregs en el microambiente tumoral durante el
CAC. Por esto, se recalca la importancia de analizar las Tregs en un contexto in vivo utilizando el

modelo murino de induccién de CAC con AOM/DSS.

Como se observo en el presente estudio, los ratones STAT6”"/FoxP35 en tratamiento con

AOMY/DSS desarrollan menos tumores que los ratones FoxP3f?, y presentan una menor pérdida de
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peso e indice de dafio que los ratones FoxP3°*, |o cual concuerda con las observaciones previas del
grupo de investigacién (100). Estos ratones presentan ademds un porcentaje de linfocitos T
CD8'significativamente menor y un porcentaje de Tregs CD25"&" en el bazo mas elevado, asi como
una mayor IMF de CD25 en las Tregs, en comparacién con los ratones FoxP3t"* AOM/DSS vy los
grupos experimentales sin tratamiento de CAC, aunque estos ultimos resultados no fueron
estadisticamente significativos. De manera interesante, no se reportd un aumento en el porcentaje
de células CD4*FoxP3* en ratones STAT67"/FoxP3E¢"? AOM/DSS y FoxP3E¢"? AOM/DSS, que si se habia
reportado previamente, en el cual las Tregs en ratones STAT67 en etapas tempranas de CAC se
duplicaban en comparacion con ratones WT (100). Esto puede deberse a problemas en el modelo
murino reportero FoxP3E5F". Se ha observado que, en ratones reporteros generados mediante una
proteina de fusidon con FoxP3 puede haber aberraciones en la induccidon de tTregs y de iTregs
mediada por TGF-B in vitro (123). Esta aberracion puede deberse a una transcripcion deficiente
realizada por la proteina de fusidn FoxP3-GFP, probablemente debido a alteraciones en las
interacciones moleculares de este factor de transcripcién con cofactores transcripcionales
especificos (123). En los ensayos de diferenciacidn realizados para esta tesis se utilizaron ratones
STAT6”" que no eran FoxP3fSF y nosotros si encontramos una diferencia en la capacidad de
diferenciacién de células T CD4* naive STAT67- en tratamiento de CAC, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura (123) Por otro lado, las interacciones entre FoxP3y proteinas involucradas
en la modificacion epigenética (como acetilasas y ubiquitinasas) contribuyen en la estabilidad de las
Tregs. La pérdida de la modificacién epigenética impulsada por Foxp3°™® puede conducir a la
inestabilidad de Tregs en modelos de enfermedad autoinmune (124). Sin embargo, debido a que en
nuestro modelo de CAC si se observéd un aumento en las Tregs activadas en ratones STAT6”
/FoxP3F? es necesario ahondar en las razones por las cuales no se observé el mismo aumento de
Tregs totales que en experimentos previos realizados con ratones STAT67". Una posible explicacién
es una diferencia en el fondo genético entre ratones STAT6”"y STAT67"/FoxP3E¢™, pues los ratones
doble transgénicos fueron generados mediante cruzas selectivas en el laboratorio. Se ha reportado
que el fenotipo de un transgén determinado en ratones estd modulado por los antecedentes
genéticos de la cepa endogamica en la que se mantiene el transgén (125). Este efecto es atribuible
a los llamados genes modificadores, que actian en combinacion con el gen causante, y puede ser

una limitante en el momento de analizar resultados de experimentos in vivo.
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Debido a que las Tregs tienen capacidad inmunosupresora, pueden actuar sobre diferentes
tipos celulares. En el caso de la respuesta inmune mediada por Tregs durante el CAC, se identifican
dos poblaciones celulares importantes para el desarrollo de la enfermedad. La primera es la
respuesta inflamatoria desencadenante de la inflamacidn crénica en el colon, determinante para el
desarrollo tumoral. La segunda es lainmunidad antitumoral, encargada de las respuestas citotdxicas
dirigidas a las células cancerosas; en esta son importantes células como los linfocitos T CD8, las
células NK, y cascadas de sefializacion como PD-1/PD-L1 (126). Las Tregs se infiltran
abundantemente en los tejidos tumorales, lo que a menudo se asocia con un mal prondstico en
pacientes con cadncer (127) . En el presente trabajo de investigacién se maneja la hipdtesis que un
buen o mal pronéstico depende de la etapa del CAC donde se presenta el aumento de Tregs.
Previamente, en el grupo de investigacidn se observé que, en ratones STAT67-, la deplecién de la
poblacién de Tregs en etapas tempranas del CAC mediante la aplicacion del anticuerpo PC61 resulta
en la eliminacién del efecto protector de estos ratones al desarrollo tumoral (100). Por lo tanto, el
mayor porcentaje de Tregs en etapas tardias del CAC se relaciona a un mal prondstico, pues inhibe
las respuestas inmunes antitumorales; en cambio, en etapas tempranas podria favorecer el control

de la inflamacién crénica que promueve el CAC.

En nuestros experimentos se encontré un aumento en el porcentaje de Tregs CD25"e
provenientes de ratones STAT6” FoxP3f°F" en etapas tempranas del CAC, en comparacién con los
demas grupos experimentales. Las Tregs que expresan CD25"&" se conocen como Tregs activadas.
CD25 es una molécula muy importante para la funcidon reguladora de las Tregs, pues acapara la
citocina IL-2, la cual es necesaria para la activacion y proliferacion de los linfocitos. Las Tregs que
expresan mucho CD25 responden a dosis bajas de IL-2, lo que limita la inflamacion (66). Desde
mucho tiempo se ha identificado que las Tregs con alta expresién de CD25 pueden proteger a los
ratones inmunodeficientes de la colitis cronica luego de la transferencia adoptiva Tregs CD25* (128)
(129). Por otro lado, se observé un ligero aumento no significativo en el porcentaje de Tregs PD-1"e"
y CD103"e", el cual deberd ser comprobado en futuros experimentos para aumentar el nimero de
datos. Sin embargo, estos resultados preliminares podrian sugerir un aumento en la expresién de
moléculas de supresidon en Tregs. CD103 es un marcador bien establecido para Tregs murinas
efectoras/similares a células de memoria, que han sido activadas in vivo por antigeno (130). CD103

es importante para localizar las células en el epitelio intestinal, ademas, se ha demostrado que una
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transferencia de Tregs CD103* es capaz de mejorar la inflamaciéon en un modelo murino de injerto
de piel (130). En este mismo modelo las Tregs CD103* suprimieron fuertemente la proliferacion de
células T CD4", indujeron la apoptosis de las células T CD4* y B activadas in vivo y redujeron
significativamente las células T y B patdgenas. Sin embargo, la informacién relacionada a las Tregs
CD103" en el contexto de enfermedades inflamatorias intestinales es poca, pues esta molécula se
ha estudiado principalmente en cuanto al rol de las DC 103" en la induccién de pTregs en presencia
de TGF-B. Por ultimo, se ha relacionado a las Tregs con alta expresién de PD-1 a la contribucidn de
la progresién de tumores malignos (131). En etapas avanzadas del cancer, el bloqueo de PD-1 en las
Tregs da como resultado su expansién y mejora su actividad inmunosupresora, promoviendo el
crecimiento tumoral (131). Sin embargo, en enfermedades inflamatorias intestinales, la unién de
PD-L1 a PD-1 durante la generacion de pTregs a partir de células T convencionales es fundamental
para el mantenimiento de la expresién de FoxP3 a largo plazo y la regulacidn in vivo de las respuestas
inmunitarias contra la colitis murina e injertos (132). Ademas, la unidn de PD-L1 a PD-1 en las Tregs
lleva a su proliferacién (131). Finalmente, los datos preliminares de IMF de FoxP3 sugieren una alta
expresion de FoxP3 en Tregs provenientes de ratones STAT67FoxP3 " en etapas tempranas del
tratamiento de CAC, sin embargo se debe aumentar la n de estos datos. La transcripcidon de FoxP3
altamente sostenida a lo largo del tiempo induce la diferenciacion de eTregs (Tregs efectoras) (45),
por lo que un aumento en la IMF de FoxP3 podria relacionarse a un aumento en la expresion CD25,
PD-1y CD103 en ratones STAT67"FoxP3°". Sin embargo, sélo se podra concluir esto hasta cuando

se tengan mas datos.

Por ultimo, el ensayo de supresion in vitro consistié en la evaluacién funcional de la
capacidad supresora de Tregs provenientes de ratones en etapas tempranas del CAC. Los resultados
de la caracterizacién del fenotipo de Tregs durante el tratamiento de induccién de CAC sugieren un
aumento de la poblacién de Tregs con fenotipo activado (CD25"") en ratones STAT67/FoxP3£¢
AOM/DSS, en comparacion con los ratones FoxP3t°"" AOM/DSS. Una hipétesis que tenemos es que
estas células podrian proteger de la inflamacidn en etapas tempranas del CAC. Una forma de
proteccion podria involucrar una supresion en la actividad de los linfocitos T CD8*y T CD4*. Con el
planteamiento experimental del ensayo de supresion se observé una disminucién en la proliferacion

de linfocitos T CD4*como T CD8* de las Tregs provenientes de ratones STAT67/FoxP3 P, observable



68

principalmente en las proporciones 1:1 de Tregs vs esplenocitos. Sin embargo, hay que resaltar
varios aspectos del ensayo que pueden hacer dificil el andlisis de los datos de supresion. Varios
investigadores han resaltado la problematica que surge de emplear anti-CD3 en los ensayos de
supresion. En el planteamiento de nuestro ensayo, en anti-CD3 se acopld a la placa de cultivo y su
fin fue promover la proliferacion de los esplenocitos. Sin embargo, la estimulacién de células T por
anticuerpos acoplados a superficies soélidas puede dar como resultado una sefial cualitativamente
distinta de la estimulacidn inducida por el antigeno presentado por las APC in vivo, o incluso por la
estimulacién in vitro con anti-CD3 soluble en presencia de APC (133). En ensayos de supresion de
Tregs in vitro se ha encontrado muy dificil suprimir la estimulacién de las células T inducida por en
anti-CD3 asociado a superficies (133). Estas observaciones, sumadas a que en nuestro ensayo los
esplenocitos se cultivaron con anti-CD3 unido a la placa de cultivo por 12 horas antes de que fueran
agregadas las Tregs (por cuestiones de logistica con el cell sorter) permiten deducir que su
proliferacién basal, inducida por la estimulacidn al TCR, era muy fuerte y por lo tanto, dificil de
suprimir. Otro aspecto del planteamiento del ensayo de supresién que se debe tener en cuenta en
el momento de interpretar los datos es que las células que se emplearon como la porcidon
“respondedora”, es decir, las células que serian suprimidas por las Tregs, fueron esplenocitos
totales. Varios protocolos de ensayos de supresidon con Tregs emplean células T convencionales (T
conv) como la porcién respondedora, haciendo mas fidedignos los resultados del ensayo (134). Una
de las razones por las que se usan T conv es que de esta manera se pueden guardar las proporciones
planteadas en el montaje del experimento; es seguro que, por ejemplo, en una proporcién 1:1 haya
1 Treg por cada T conv. En nuestro caso, debido a que se usaron esplenocitos totales como células
respondedoras, no es posible decir exactamente cuantas T conv haya por cada Treg en las diferentes
condiciones experimentales. Otra razdn para considerar es que hay muchos tipos celulares que son
suprimidos por las Tregs: células T CD4*, CD8*, células dendriticas, células B, macrdfagos,
osteoblastos, mastocitos, células NK, células T NK, adipocitos, células endoteliales, fibroblastos,
musculo, y células madre del foliculo piloso (135). Muchos de estos tipos celulares se encuentran
en el bazo, por lo que representan un porcentaje de los esplenocitos usados como células
respondedoras, haciendo mas dificil la supresidon de T conv, sin mencionar de todas las citocinas que
pueden secretar y que pueden interferir en la funcién de las Tregs. Finalmente, entre los
esplenocitos que se utilizaron como fraccién respondedora pueden encontrarse poblaciones
celulares supresoras, como las MDSC, las cuales se acumulan durante la inflamacién en érganos

linfoides periféricos y en el bazo, y que son capaces de suprimir a diversas poblaciones de células
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inmunes (136). Por estas razones, es necesario que en los préximos experimentos se utilicen T conv
como fraccién respondedora. Por todas estas consideraciones metodoldgicas, la tendencia a una
supresién mejorada por parte de Tregs deficientes en STAT6 sobre la proliferacién de linfocitos T

CD4*y T CD8* debe ser comprobada mediante otros ensayos de supresion.

En conclusién, el presente trabajo de investigacion permitid caracterizar las Tregs en el
desarrollo del CAC, en ausencia de STAT6, demostrando que las Tregs provenientes de ratones
STAT67 en tratamiento de CAC tienen una mejor capacidad de diferenciacién, y pueden ser de un
fenotipo mas activado. Hay también indicios que estas células tienen una mejor capacidad de
supresion, pero esto queda por demostrar. Este acercamiento es valioso pues sugiere que STAT6 es
una molécula importante para la diferenciacién, fenotipo y funcidon de las Tregs en etapas
tempranas del CAC, que es donde se presenta una inflamacidn crénica. Ademds, estos resultados
sugieren que se podria usar a STAT6 como blanco terapéutico para generar Tregs mds potentes

capaces de disminuir la inflamacidn crénica.
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9. Conclusiones

e STAT6 no influye en la diferenciacion de Tregs in vitro. Sin embargo, la ausencia de STAT6
aumenta la diferenciacion de linfocitos T CD4* naive provenientes de un ambiente
inflamatorio en etapas tempranas del CAC.

e Los ratones de la cepa STAT67/FoxP3E¢" son knockout de STAT6 y expresan EGFP junto a
FoxP3, por lo que se pueden usar para estudios de Tregs en el contexto del CAC.

e En ausencia de STAT6, hay mayor porcentaje de Tregs activadas en etapas tempranas del
CAC.

e Los datos preliminares de supresién sugieren que las Tregs deficientes en STAT6
provenientes de un ambiente inflamatorio tienen una capacidad supresora aumentada

sobre la proliferacién de linfocitos T CD4*y CD8, pero es necesario repetir estos ensayos.
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10. Perspectivas

Evaluar la capacidad de diferenciacién de Tregs STAT67"in vitro en un sistema enriquecido
en citocinas Th2 o en presencia de IL-4.

Estudiar los niveles de desmetilacion de TSDR/CNS2 del gen de FoxP3 en linfocitos T CD4*
naive provenientes de ratones STAT67'Y WT con y sin tratamiento de induccién de CAC
mediante una secuenciacién por bisulfito del gen de FoxP3 y sus regiones reguladoras.
Evaluar CTLA-4 en las Tregs provenientes de ratones FoxP3E¢F/STAT67 con tratamiento de
induccion de CAC mediante una tincién intracelular y posterior citometria de flujo.
Analizar las citocinas inhibitorias producidas por Tregs STAT6”", como IL-10 y TGF-B, las
cuales son su principal mecanismo para generar supresién inmunoldgica, mediante
citometria de flujo o ELISA.

Estandarizar un ensayo de supresion previamente reportado y validado para analizar la
funcién de las Tregs y repetir el ensayo de supresion.

Realizar un transplante de Tregs STAT67" a ratones WT en induccién de CAC, aprovechando

la facilidad de sorting de los linfocitos T CD4*FoxP3*, y evaluar el progreso de la enfermedad.
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