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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de colon como un problema de salud publica

El cancer de colon representa el tercer tipo de cancer con mayor incidencia en las
personas alrededor del mundo, contando para el afio 2020 con un total de 1.94 millones
de casos, por debajo del cancer de mama (2.26 millones) y de pulmoén (2.21 millones). A
su vez, el cancer colorrectal es el segundo tipo de cancer que causa mas muertes al
afio, obteniendo un aproximado de 942,000 defunciones. En México, la incidencia de
casos es de alrededor de 15 mil casos al afio, de los cuales un aproximado de 7,700
personas mueren a causa de este, siendo el tercer tipo de cancer mas incidente en la
poblacién mexicana, por debajo del cancer de mama y préstata con el primer y segundo
lugar respectivamente; y teniendo el segundo lugar de mortalidad, s6lo por debajo del

cancer de mama (IARC, 2020).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de cancer de colon mundialmente. Gréafica que
representa la incidencia y mortalidad del cancer de colon a nivel mundial y su

comparacion con otros tipos de cancer (extraido y modificado de: Globocan, 2020).

1.2 Factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer de colon

La dieta es el principal factor de riesgo exégeno relacionado al cancer de colon,
sin embargo, existen otros factores, tales como la deficiencia de actividad fisica, el
consumo de tabaco, uso habitual de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos,
algunas condiciones genéticas y el sindrome metabdlico. Ademas, el desarrollo de
enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), Colitis Ulcerativa (CU) y enfermedad de
Crohn (EC), juegan un papel importante al incrementar el riesgo de cancer colorrectal

(WCRF y AICR, 2007; Labianca R., et al., 2010).



Numero estimado de casos y muertes por cancer en México.
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de cancer de colon en México. Grafica que representa la
incidencia y mortalidad del cancer de colon en la poblacibn mexicana y su comparacién
con otros tipos de céncer presentes en México (extraido y modificado de: Globocan,

2020).

1.3 Inflamacidén en cancer

La CU produce una exposicion cronica a la inflamacion, generando un ambiente
de estrés en las células epiteliales del intestino, provocando que las células del sistema
inmune puedan infiltrarse a través del epitelio, causando una desregulacion en la
respuesta inmune, asi como una disbiosis debido a la permeabilidad de esta barrera,
permitiendo a su vez una interaccién con genes envueltos en rutas carcinogénicas, y
produciendo diversas alteraciones genéticas (Yao D., et al.2019; Shah S., 2022; Hsiao S.

et al. 2022).



Esta exacerbacion en la respuesta inmune es regulada por medio de la autofagia,
proceso el cual es un regulador de la inflamacion, por medio de la activacion del
inflamasoma (Rodger M., et al., 2014; Li X. et al., 2020), asi como la secrecion de

citocinas (Saitoh T., et al., 2008; Harris J., et al., 2011).

1.4 Autofagiay cancer

La autofagia es un proceso catabdlico de degradacion que ha sido conservado
evolutivamente en organismos eucariontes, siendo de utilidad para mantener la
homeostasis de las células a través el reconocimiento de macromoléculas, agregados
proteicos, asi como de organelos dafiados e incluso patdégenos, que son transportados
hacia los lisosomas y degradados por medio de hidrolasas lisosomales, para la
produccion de nucleodtidos, aminoacidos, acidos grasos, azucares y ATP, vy
posteriormente ser reciclados en el citosol (Kocaturk N., et al., 2019; Li X., et al., 2020).
Existen tres tipos principales de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperones. La macroautofagia (referida posteriormente como autofagia),
es la forma regulada principal de autofagia, constando de la formacion de una doble
membrana a partir de una porcion del citoplasma, que reconocen y secuestran la carga
celular que ha sido marcada por adaptadores de autofagia. La microautofagia implica la
inmersion directa de la carga citoplasmatica hacia el lisosoma mientras que la autofagia
mediada por chaperones consiste en una translocacién asistida por chaperones de
proteinas substrato a través de la membrana del lisosoma (Zhong Z., et al., 2016;

Kocaturk N., et al., 2019; Mizushima N y Levine B., 2020; Li X., et al., 2020).



Fisiolégicamente, la autofagia cumple un papel importante en la homeostasis de la
célula, eliminando proteinas y organelos dafiados, especies reactivas de oxigeno (ROS);
proporciona estabilidad gendmica, asi como el mantenimiento de las funciones
bioenergéticas, ademas de la degradacion de proteinas oncogénicas y la induccion de
mecanismos de respuesta en contra de transformaciones malignas. Sin embargo, el
microambiente también cumple un papel importante, debido a que, si las células
cancerigenas ya estan establecidas, pueden utilizar la autofagia para combatir las
condiciones de estrés a las que se someten las células transformadas, como la falta de
nutrimentos, hipoxia, estrés oxidativo; promoviendo el crecimiento de tumores, asi como
la angiogénesis, metastasis e invasion durante la tumorigénesis (Kocaturk N., et al, 2019;

Mizushima N. y Levine B., 2020).

Existen proteinas asociadas a la autofagia (ATG), que son esenciales para el
reconocimiento de substratos que seran degradados, asi como para la biogénesis del
autofagosoma (Lamb C., et al., 2013; Gatica D, et al., 2018), las cuales han sido
altamente conservadas en eucariotas, ademas de actuar de manera jerarquica y similar
en levaduras y mamiferos (Itakura E. y Mizushima N., 2010). La formacién del
autofagosoma se ve mediado por diversos factores en todas sus etapas (iniciacion,
nucleacion, maduracién, fusién y degradacién), a través de las cuales interactian
diversas proteinas, teniendo un papel crucial la proteina ATG16L1 en el proceso de

nucleacion y maduracion.

La proteina ATG16L1 de mamiferos (siendo el homdlogo de la proteina atgl6 en

levaduras) fue inicialmente identificada en células de ratones. Es una proteina de 55-68
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kDa que forma homodimeros a través de su region superenrollada y WD40. ATG16L1
forma un complejo de 800kDa, conteniendo ocho juegos de ATG5-ATG12 y ATG16L1.
ATG16L1 posee tres dominios principales que contribuyen a distintas funciones: una
region N-terminal conteniendo un dominio con un enlace para ATG5, una regioén central
conteniendo un dominio superenrollado (coiled-coil, CCD) y siete dominios WD40
localizados en la mitad de la region C-terminal (Mizushima N. et al. 2003; Gammoh N.,

2020; Hamaoui D. y Subtil A., 2021).

Region N-terminal Region media (CCD) Repeticiones WD40

ATG16L1 l%§ L ccb

IWD40 lWD40 WD40 | WD40 IWD40 IWD4O lWD40 I

Figura 3. Organizacion de los dominios de la proteina ATG16L1. Arriba de la proteina se
resaltan las tres regiones principales: la regién N-terminal, la regibn media y la region

WD40 (extraido y modificado de: Gammoh N., 2020).

ATG16L1 cumple con distintas funciones en diferentes etapas de la autofagia.
ATG16L1 media el proceso de biogénesis del autofagosoma, reclutando al complejo
ATG5-ATG12 hacia el fagoforo (Gammoh N., 2020; Hamaoui D. y Subtil A., 2021; Dudley
L. et al., 2019; Juris L., et al., 2015). ATG16L1 (unido a ATG5) junto con el complejo ULK
han sido localizados en el fagéforo en crecimiento (Koyama-Honda |., et al., 2013). La
biogénesis del autofagosoma es regulada por mTOR, el cual bajo condiciones basales
va a desactivar la autofagia, mientras que, en condiciones de estrés oxidativo, inanicion
u otras perturbaciones ambientales mMTOR serd inhibido, activando a ULK1 y FIP200.
ULK1, a través del fosfatidilinositol 3-fosfato, va a marcar el sitio de ensamblaje del

fagoforo (phagophore assembly site, PAS), y crear una plataforma para reclutar
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proteinas de union a lipidos como WIPI2b, la cual junto a FIP200 ayudard al
reclutamiento del complejo ATG5-1TG12/ATG16L1 al PAS (Hamaoui D. y Subtil A,
2021; Dooley H., et al., 2015; Nishimura T., et al., 2013). Estos eventos facilitan la
lipidacién de ATG8 en el fagoforo y contribuyen a la maduracion del autofagosoma, para
posteriormente fusionarse con el sistema del lisosoma formando un autolisosoma

(Gammoh N., 2020).

2. ANTECEDENTES

El término autofagia fue acufiado por Christian de Duve en 1963 en el cual partes
de la célula de alguna forma lograban introducirse dentro de los lisosomas de la misma
célula para poder degradarse. La identificacion de la mayoria de los productos del gen
ATG (Atgl-Atgl5) fue realizada en la levadura por medio de la deteccion en organismos
mutados que no podian crecer en condiciones de falta de nitrogeno (Tsukada M. y

Ohsumi Y., 1993; Gammoh N., 2020).

En 2003, Mizushima y colaboradores identificaron la proteina ATG16L1 (primero
designada Apgl6L), en ratdon (mus musculus), siendo la contraparte funcional de la
proteina Atgl6 en levaduras. La proteina ATG16L1 comparte una gran similitud con
Atgl6, sin embargo, presenta un dominio C-terminal que estd ausente en levaduras.
Este dominio contiene siete repeticiones WD forma una plataforma para las interacciones
proteina-proteina, por lo que se esperaba que el complejo de ~800 kDa tuviese una

funcién en la formacion del autofagosoma.

En 2008, Cadwell y colaboradores propusieron como objetivo si el gen ATG16L1

cumplia un papel importante en la enfermedad de Crohn. Para analizar el papel de
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ATG16L1, generaron dos lineas con alteraciones mediadas por trampas de genéticas, lo
cual provocé que la expresion de la proteina tuviera un decremento, expresando un 23-
37% de la cantidad esperada. Esto provoc6 cambios en la organizacion de las células de
Paneth asi como una expresion disminuida de LC3-Il, y una disminucién en la induccién
de autofagosomas, demostrando que la proteina ATG16L1 interviene en el proceso de

autofagia.

La autofagia juega un papel importante en la modulacion de la inflamacion. Se ha
demostrado en diversos estudios que ATG16L1 tienen un enlace con la inflamacién
intestinal. Matsuzawa y colaboradores (2017), demostraron que ATG16L1 es esencial en
el epitelio intestinal para evitar la pérdida de las células de Paneth, asi como para el
exceso de muerte celular presente en modelos animales de EIll disparada viralmente.
Ademas, en los organoides que carecian de ATG16L1 se reprodujo la pérdida de las
células de Paneth y se mostré una necroptosis mediada por TNF-a, lo cual asociaron al
rol de la autofagia al promover la homeostasis mitocondrial. Finalmente, bloquearon la
necroptosis mediante la inhibicion de TNF-a O RIPK1, lo cual mostré una mejoria en la
Ell desencadenada por virus. Esto demostré que a diferencia de las células tumorales en
las que la autofagia promueve la muerte celular independiente de caspasa, ATG16L1
mantiene la barrera intestinal al inhibir la necroptosis del epitelio. En 2018, Aden y
colaboradores analizaron la actividad de ATG16L1 en las células epiteliales del intestino.
En el estudio, observaron que ATG16L1 sefaliza la interleucina 22 (IL-22), en el epitelio
intestinal, lo cual dirige a un estrés transitorio en el reticulo endoplasméatico (RE) y

posteriormente a la activacion del interferdn tipo | dependiente de STING (IFN-I), el cual
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se ve aumentado en los organoides intestinales mutantes para ATG16L1. Esta
amplificacion en la sefializacion contribuye a la muerte celular por medio de necroptosis.
En los estudios in vivo, los ratones presentaban una potenciacion en la inflamacion ileal
enddgena, causando la muerte celular generalizada del epitelio. Finalmente,
demostraron que el bloqueo terapéutico de INF-I mejora la inflamacion ileal inducida por

IL-22 en los ratones deficientes de ATG16L1.

3. JUSTIFICACION

La proteina ATG16L1 juega un papel importante en la regulacién de la inflamacién
y el proceso de carcinogénesis, asi como en la enfermedad inflamatoria intestinal, sin
embargo, no se conocen con exactitud los mecanismos asociados al cancer de colon y el
como la autofagia actia durante el desarrollo de la patologia del cancer asociado a

colitis.

4. HIPOTESIS
La proteina ATG16L1 promueve resistencia en el avance patolégico del cancer de

colon asociado a colitis.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
- Determinar el papel de la proteina ATG16L1 durante el desarrollo experimental de

cancer de colon asociado a colitis.
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5.2 Objetivos particulares

- Inducir cancer de colon a ratones hipomorficos para la expresion de la proteina
ATG16L1 (ATG16L1MM) y silvestres (WT) por medio de la administracion de
azoximetano y dextrano sulfato de sodio (DSS).

- Registrar el avance del cancer asociado a colitis a través de signos clinicos: peso,
longitud del colon.

- Analizar los cambios morfolégicos en el colon tras la induccion de cancer a través
de analisis macroscopico e histoldgico.

- Caracterizar las poblaciones de células inmunitarias de linfocitos T y linfocitos B

en ganglio, bazo y células peritoneales.

6. METODOLOGIA

6.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron dos grupos de ratones, un grupo silvestre (WT) y un grupo de ratones
hipomoérficos para la expresion de la proteina ATG16L1 (ATG16L1"M), ambos de 4-5
semanas de edad, con un fondo genético C57BL/6. Todos los animales fueron
mantenidos y proporcionados por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala. Todos los animales experimentales fueron manejados bajo la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00-1999.

6.2 Induccion de cancer colorrectal
Se realizé una inyeccion intraperitoneal de azoximetano (12.5mg/Kg) a los ratones
C57BL/6, asi como a los ratones ATG16L1"M vy, tras 5 dias post inoculacién, se comenz6é

a administrar dextrano sulfato de sodio (DSS) al 1.5% diluido en agua. Este
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procedimiento se llevd a cabo durante dos ciclos de 1 semana de exposicion al DSS, por
2 semanas de restauracion en los cuales se administraba agua sin el compuesto.
Finalmente, ambos grupos se expusieron a un Uultimo ciclo de 1 semana de
administracion de DSS y 11 semanas de rehabilitacion. Durante todo este proceso, se
registro el peso de los ratones durante 6 dias de la semana. Al término, se llevo a cabo
la obtencion de suero sanguineo, realizando un corte en la vena caudal previo al
sacrificio. Se realizo la obtencidn del colon, asi como el analisis macroscopico de este y,

posteriormente el proceso de histologia.

6.3 Histologia y analisis microscopico

Se realizé la fijacion del tejido con formalina al 4% por 24h. Luego, se llevo a cabo
la deshidratacién con alcohol etilico a diferentes concentraciones por 20 minutos cada
uno (60%, 70%, 80%, 90%, 96%) y finalmente con 3 ciclos de 20 minutos de alcohol
amilico. Una vez realizada la deshidratacion, se realiz6 la infiltracién de parafina al tejido
durante 2 ciclos de 24h y finalmente se llevé a cabo la inclusion en bloques de parafina.
Al finalizar, se llevé a cabo la microtomia de los bloques y se realiz6 tincion de las
muestras con la técnica de hematoxilina y eosina y una vez montadas las muestras, se

analizé por medio del microscopio optico.

6.4 Citometria de flujo

Para la obtencion de células peritoneales se realiz6 una inyeccion intraperitoneal
de 10mL de solucion salina, con la cual se realizé un lavado peritoneal. Posteriormente,
se recuperaron las células con la jeringa y se colocaron en tubos Eppendorf de 15mL.

Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos, se decanto el
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sobrenadante y agregaron 10mL de medio y posteriormente se contabilizé la cantidad de
células en camara de Neubauer y se ajustaron a una densidad de 1x10° células/mL.
Después, se colocaron las células en tubos Eppendorf con 300uL de Buffer de FACS y
se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante de las
muestras y se le colocaron 200uL de Buffer de FACS, la pastilla fue resuspendida y se
adicionaron 10uL de solucion de bloqueo FBS durante diez minutos. Posteriormente se

analizé por medio de citometria de flujo.

Para las células de bazo y ganglio (una vez extraidos), se realiz6 la separacion de
células en una campana de flujo laminar previamente esterilizada. Para ello se utilizaron
un separador celular (100 um) y 2mL de medio RPMI y se maceré con el embolo de una
jeringa y se colocaron las células en tubos Eppendorf. Posteriormente se centrifugaron a
3000 rpm durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y se agregaron 3mL de buffer
de cloruro de amonio (ACK) durante 5 minutos para eliminar eritrocitos restantes en la
muestra. Después, se neutralizd la reaccion con 3mL de medio RPMI y adicionado con
FBS. Finalmente, se centrifugaron las muestras a 3000 rpm durante 5 minutos y se
decant6 el sobrenadante, la pastilla resultante fue resuspendida en 10mL de medio y se
realizd el conteo con ayuda de la caAmara de Neubauer y posteriormente ser ajustd a una
densidad de 1x10° células/mL. Después, se colocaron las células en tubos Eppendorf
con 300uL de Buffer de FACS y se centrifug6 a 3000 rpm durante 5 minutos. Se decanto
el sobrenadante de las muestras y se le colocaron 200uL de Buffer de FACS, la pastilla

fue resuspendida y se adicionaron 10uL de solucién de bloqueo FBS durante diez
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minutos. Posteriormente se colocaron los anticuerpos conjugados. Los anticuerpos

utilizados para las muestras fueron los siguientes:

1rx
CD3-FITC-A 1uL
CD19-APC-A 0.4 uL

PDL1-R-PE-A 0.4 uL

7AAD 3 L

Posteriormente a la adicién de los anticuerpos, se incubaron las muestras a 4°C durante

30 minutos y se utilizé citometro ATTUNE Life Technologies para su analisis.
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7. RESULTADOS
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Figura 4. La deficiencia de ATG16L1 promueve la pérdida de peso en el desarrollo de
cancer asociado a colitis. Se registr6 la ganancia de peso durante el proceso de

carcinogénesis. Se observan los tres ciclos de DSS, asi como las etapas de recuperacion.

El registro del peso de los ratones se llevé a cabo a lo largo de 81 dias, obteniendo el
porcentaje total de pérdida y aumento de peso de los ratones a través de este periodo.
Se pueden observar tres picos de disminucion considerable en un promedio de 4 dias
posteriores a la administracion de DSS. En el caso de los ratones WT, la disminucién
observada fue en promedio de 4.4% comparado con el peso inicial en los tres picos;
mientras que para los ratones ATG16L1"™ la disminucién fue mayor, teniendo un

promedio de 10.2%.
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Figura 5. ATG16L1 disminuye la inflamacién provocada por el desarrollo de cancer
asociado a colitis. A) se observa el colon de los ratones WT y ATG16L1"M. B) gréafica de los

promedios de la longitud de colon de ambos grupos de ratones.

Posterior al sacrificio, se realizo la medicion del colon de los grupos experimentales. La
longitud promedio del grupo WT fue de 7.6, mientras que la longitud de los ratones

ATG16L1"™ fue de 7.2, por lo cual la diferencia no fue significativa.
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ATG16L1HM CAC

Figura 6. ATG16L1 genera resistencia al desarrollo de tumores. Imagenes representativas
de colon obtenidas de animales WT (ay b) y ATG16L1" (c y d) inducidos a CAC, donde se
observan los tumores que se desarrollan en cada grupo de experimentacion. Todas las

imagenes fueron tomadas a través de microscopio estereoscoépico.

Continuando con el analisis macroscopico, se realizd un corte longitudinal para poder
observar los tumores presentes en el tracto del colon de ambos grupos a través del

microscopio estereoscopico. En los ratones WT, se observan tumores individuales,
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pudiendo distinguirse entre si donde inician. En los ratones ATG16L1"M, se puede ver
una cantidad mayor de tumores, ademés de que estos forman masas tumorales, sin

distinguir el comienzo de cada uno de los tumores debido a la fusion entre si (Figura 6).

WT CAC

ATG16L1HM CAC
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Figura 7. ATG16L1 disminuye el dafio provocado por el cancer asociado a colitis. A) Se
puede observar un corte sin dafio, donde se puede ver que la mucosa no tiene
alteraciones. B) Se observa la mucosa de un ratébn WT, la cual presenta tumores formados
(flechas), asi como una porcion donde la estructura se mantiene intacta. C) Se observa la
mucosa de un raton hipomorfico para la proteina ATG16L1, se pueden apreciar los
tumores formados (flechas), sin embargo, la mucosa presenta alteraciones a través de

toda su estructura. Cortes de colon tefiidos con latécnica Hy E con una amplitud de 40X.

El dafio en el tejido se analiz6 a través de cortes longitudinales de colon tefiidos con
H&E y las imagenes obtenidas bajo el microscopio de luz se muestran en la figura 7. En
los cortes es puede observar la mucosa colonica en ratones control (a la izquierda) para
poder realizar la comparacion del dafio desarrollado. Los ratones WT presentan un dafio
a través de la mucosa del colon, pudiendo observarse el desarrollo de tumores a lo largo
del tracto, con separaciones entre ellos por zonas en las que el dafio es minimo, pues se
observa una mucosa moderadamente transformada. En el caso del grupo ATG16L1"M el

colon presenta tumores de mayor tamafio abarcando una mayor porcién, ademas
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Figura 8. ATG16L1 regula la maduracién de células B reguladoras. Del conteo total de

células peritoneales se obtuvo su tamafio y complejidad (a, b), tomando la regién 1 (R1)

para ser analizada. Posteriormente, se tomaron las células positivas para los marcadores

CD19 y CD3, y se eligié la region de células B (c, d). Finalmente se analiz6 las células

positivas para el marcador PD-L1, obteniendo el total de células que son B reguladoras (e,

f).

Al final del experimento se realizo la recoleccién de las células peritoneales (PECs), se

realizo citometria de flujo para poder analizar las células de la respuesta inmune de

interés. En el total de células se obtuvo un total de 80.8% de linfocitos (R1) en los
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ratones WT control (a), mientras los ratones ATG16L1"M control presentaron un 82% (b).
Del total de linfocitos se analizaron con los marcadores CD19 y CD3 y se tomé la regién
de células B, para la cual el grupo WT control presentd un total de 81.6% (c) y el grupo
ATG16L1HM control obtuvo un total de 81.5% (d). Finalmente se analizaron las células B
con marcador PD-L1, obteniendo asi el total de células B reguladoras (Bregs), con un

27.9% en los ratones WT control () y un 42.6% en los ratones ATG16L1"™ control (f).
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Figura 9. ATG16L1 disminuye la maduracién de células B reguladoras durante el proceso
de cancer asociado a colitis. Del conteo total de células peritoneales se obtuvo su tamafio
y complejidad (a, b), tomando la regién 1 (R1) para ser analizada. Posteriormente, se
tomaron las células positivas para los marcadores CD19 y CD3, y se eligi6 la region de
células B (c, d). Finalmente se analiz6 las células positivas para el marcador PD-L1,

obteniendo el total de células que son B reguladoras (e, f).

Posteriormente se analizaron las PECs de los grupos experimentales. Después de
obtener el total de células se analizaron las regiones de linfocitos (R1) en ambos grupos,
mostrando que en el grupo WT CAC hay un total de 72.4% (a) mientras que el grupo

ATG16L1"M CAC tuvo 86.8% (b). Del total de linfocitos, ambos grupos presentaron un
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total de 81.3% de células B (c, d) y de este total, en el grupo WT CAC obtuvo un total de

36.1% de células Breg (e), mientras que el grupo ATG16L1"™ presenté 29.3% de células

Breg (f).
WT control GM
1 = 10 3 10
a0k @) ) 1 ¢
1 E Bregs
< 4 | 5 454
e B cells o
< o 170 g .
%) 2 510
2 5 g
P < 10° i
O - ;
3 g 2
o T
5 E 3
8 - S 0o
o
oo b
3
|
R R . TR R R L B T DR
0 100K 200K 300K 400K 500K 0 0° w0} w0 w° 0 0° 10! w0 1w0°
FSC-AFSC-A Comp-RL1-A:: CD19-APC-A Comp-RL1-A:: CD19-APC-A
ATG16L1"M control GM
1 105_ 10
a0k b) B d) 1
177 . Bregs
R1 < 4 I 476
Q1 B cells o
< 300K ] E E 242 o 0
o} 1 b i}
@ S g
] 1 C.3] Iy b
& 200k T x
2 2 2
= =
£ E 3
100K - s} . 3 ) § o4
1 |
3
D_V_""_'_|_""—'-l T T T Lo e Ty Ty L | T Lae e T Ty L |
D 100K 200K 300K 400K 500K 0 10° 10" w0 w° 0 10° 10" w0 ®
FSC-A: FSC-A Comp-RL1-A:: CD19-APC-A Comp-RL1-A:: CD19-APC-A

Figura 10. ATG16L1 regula la cantidad de células B reguladoras en el ganglio mesentérico.
Del total de células presentes en el ganglio mesentérico (ay b), se analizaron las células
positivas para los marcadores CD19 y CD3 (c y d), eligiéndose aquellas células positivas
para CD19. Finalmente, se obtuvieron las células B positivas para el anticuerpo

monoclonal PD-L1 (ey f).
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Después se analiz6 el ganglio mesentérico para obtener el total de células Breg en los
grupos control. ElI grupo WT control obtuvo un total de 66.3% linfocitos del total de
células (a), mientras que el grupo ATG16L1"™ control presentd un total de 82.2% (b). Del
total de linfocitos, los ratones WT control tuvieron un total de 17% (c) y los ratones
ATG16L1"™ un 24.2% (d). Finalmente, se obtuvo el total de células Breg en ambos
grupos control; siendo un 4.54% para los ratones WT (e) y un 4.76% para los ratones

ATG16L1HM ().
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Figura 11. ATG16L1 promueve la maduracion de células B reguladoras en el ganglio

mesentérico durante el proceso de cancer asociado a colitis. Del total de células

presentes en el ganglio mesentérico, de los ratones experimentales (ay b), se analizaron

las células positivas para los marcadores CD19 y CD3, eligiéndose aquellas positivas para

CD19. Finalmente se obtuvieron las células B positivas para el anticuerpo monoclonal PD-

L1 (ey f) obteniéndose el total de células B reguladoras en el ganglio mesentérico.

Luego se analizé el ganglio mesentérico de los grupos experimentales. Del total de

células se obtuvo que el grupo WT CAC presentaba 81.7% de linfocitos (a), mientras que

el grupo ATG16L1"™ CAC presenté un total de 67.9% (b); de los cuales el total de
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células B fueron 34.7% y 23.5% respectivamente (c, d). Finalmente, del total de células

B, en el grupo WT CAC hubo 4.92% de células Breg (e) y en el grupo ATG16L1HM CAC

un total de 6.35% ().
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Figura 12. La deficiencia de ATG16L1 incrementa la cantidad de células B reguladoras en

el bazo. Del total de células de bazo obtenidas (a y b) se analizaron con los marcadores

CD19 y CD3, eligiéndose las positivas para CD19 (c y d). Posteriormente, se analizaron

con el anticuerpo monoclonal PD-L1, obteniéndose el total de células B reguladoras en

bazo.
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Finalmente se realiz6 el andlisis de las células en bazo. Los linfocitos obtenidos del total

de células presentes en el grupo WT control fue de 85.7% (a) y del grupo ATG16L1HM

control fue de 87.1% (b); de los cuales el total de células B fue de 39.5% y 49.6%

respectivamente (c, d). Posteriormente, se obtuvo el total de células Breg, siendo un

9.29% para los ratones WT control (e) y un 8.7% para los ratones ATG16L1"M(f).
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Figura 13. ATG16L1 regula la cantidad de células B reguladoras en el bazo durante el

proceso de cancer asociado a colitis. Del total de células de bazo obtenidas de los ratones

experimentales (a y b) se analizaron con los marcadores CD19 y CD3, eligiéndose las

células positivas para CD19 (c y d). Posteriormente, se analizaron con el anticuerpo

monoclonal PD-L1 (e y f), obteniéndose el total de células B reguladoras en bazo.
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Posteriormente, se realizo el analisis del bazo en los grupos experimentales. Del total de
células en bazo, el total de linfocitos para el grupo WT CAC fue de 75.7% (a) y para el
grupo ATG16L1HM CAC fue de 83% (b); de las cuales las células B totales fueron 34% y
41.1% respectivamente (c, d). Finalmente, los ratones WT CAC obtuvieron un total de

11% (e) y para los ratones ATG16L1"M fue un total de 8.36% para células Breg.

8. DISCUSION

La Ell puede tener diferentes manifestaciones clinicas, siendo una de ellas la
pérdida de peso, ademas de ser un signo patologico del modelo de AOM/DSS (Snider
A., et al., 2016; Chen S., et al., 2023). Para verificar el desarrollo del avance de la colitis
a lo largo del modelo experimental se registré el peso de los ratones a través de los
ciclos de administracion de DSS, asi como en los periodos de recuperacion. En cada
ciclo de DSS hubo una pérdida de peso aproximadamente de 3 a 5 dias tras la
exposicion, acorde con el desarrollo de colitis. En el primer ciclo hubo una decaida de
1.1% en los ratones WT, mientras que en los ratones ATG16L1"™ el decremento fue de
5.4%, para los otros dos ciclos, el peso disminuy6 un total de 7.9% contra 10.6% y 4.2%

contra 13.6% para los ratones WT y ATG16L1"M respectivamente (Figura 4).

Para analizar el avance de la patologia generada se analizé el colon
macroscopicamente. Se realizé la medicion de la longitud del colon, a partir de la valvula
ileocecal hasta la terminacion del tracto intestinal. Se puede observar que la longitud del
colon de los ratones WT tiende a ser mayor en comparacién con los ratones
ATG16L1"M teniendo una diferencia promedio de 0.5cm en la longitud, sin embargo,

esta disminucion no representa una diferencia significativa para evaluar el dafio en el
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tejido (Figura 5). A su vez, se puede observar la diferencia en la formacién de los
tumores entre ambos grupos. Los ratones ATG16L1"M presentan tumores fusionados,
conformando una masa tumoral, indicando un grado mayor en el avance del desarrollo

de cancer, mientras que los ratones WT presentan tumores individuales (Figura 6).

Posteriormente, para analizar el dafio desarrollado en el tejido se realiz6 la técnica
histolégica en las muestras de colon de los ratones WT y ATG16L1"M. Ambos grupos
presentan un avance en la patologia, mostrando cambios morfolégicos en la
composicién de la mucosa. En los ratones WT, se presentan tumores a lo largo del
colon, siendo regiones donde las criptas estan ausentes y el tamafio de las células ha
incrementado, ademas de presentar regiones donde la mucosa no presenta
modificaciones. En cambio, los ratones ATG16L1"™ presentan una mucosa
completamente modificada. Se pueden observar los tumores de mayor tamafio a lo largo
de todo el corte, siendo continuos y sin presentar regiones en las cuales la mucosa no
presente dafios, ademas de que el tamafio de estos es mayor, presentando a su vez
células de mayor tamafio que en los ratones WT, asi como una mayor cantidad de
infiltrado celular. La ausencia de la proteina ATG16L1 sugiere que el dafio a través del

tejido, asi como el desarrollo de los tumores se ve agravado (Figura 7).

Durante el desarrollo de cancer de colon, la continua exposicion de las células
inmunes hacia el microambiente generado por los factores derivados por tumores
contribuye al avance del crecimiento canceroso en diversas maneras, COmo
promoviendo directamente el crecimiento tumoral, la provocacion de la angiogénesis, el

reclutamiento y expansion de células inflamatorias adicionales y el fomento de la
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metéstasis (Michaud D. et al. 2021). A su vez, la regulacion de la inflamacién juega un
papel de proteccion, pues en caso de que la respuesta persista puede causar dafos a
los tejidos adyacentes, lo cual puede provocar el desarrollo de patologias mediadas por
la respuesta inmune (Medzhitov R., 2008; Rosser E. y Mauri C., 2015). Las células B
reguladoras (Breg) han sido asociadas con la inhibicion de la inflamacién excesiva (Mauri
C. y Bosma A., 2012). Para entender como se comportaba la respuesta inmune en el
desarrollo de cancer asociado a colitis se realiz6 la recoleccion y conteo total de células
peritoneales, de bazo y ganglio mesentérico. Primero, se realiz6 el analisis de las células
peritoneales, obteniendo una cantidad similar de células totales y teniendo un total de
células positivas para el marcador CD19 igualmente similar, sin embargo, se puede
observar que la ausencia de ATG16L1 por si sola provoca un aumento en la maduracién
de las células B reguladoras, obteniendo un total de 27.95% en ratones WT y un 42.65%
para los ratones ATG16L1" (Figura 8). En cuanto al desarrollo de cancer, las células
peritoneales de los ratones ATG16L1"M presentaron un aumento en su conteo total
siendo un 86.8%, contra un 72.4% para los ratones WT. El porcentaje de células B
totales fue similar en ambos grupos, sin embargo, la ausencia de ATG16L1 en ratones
gue desarrollaron céancer asociado a colitis provoc6 que el total de células Breg
disminuyera, obteniendo un porcentaje de 29.3, a diferencia de las células Breg en los
ratones WT, que presentaron un porcentaje de 36.1 (Figura 9). Posteriormente, se
analizaron las células totales en el ganglio mesentérico. En el caso de los grupos control,
los ratones ATG16L1MM presentaron un aumento en el nimero de células totales
(82.2%), a diferencia de los ratones WT (66.3%). En cuanto el total de células B, el
porcentaje del grupo ATG16L1"M fue mayor al grupo WT, siendo un total de 24.2% y un
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17% respectivamente. Sin embargo, el porcentaje total de células positivas a PD-L1 es
similar en ambos casos, teniendo un porcentaje de 4.54% en ratones WT y un 4.76% en
ratones ATG16L1"M (Figura 10). En los grupos experimentales, las células totales de los
ratones WT fue mayor (81.7%) a diferencia del grupo ATG16L1"™ (67.9%), asi como el
total de células B, teniendo un 34.7% y un 23.5% respectivamente. El porcentaje de los
ratones WT para células positivas a PD-L1 fue de 4.92 a diferencia de los ratones
ATG16L1"M que obtuvieron un total de 6.35 (Figura 11). Finalmente, se realiz6 el conteo
de células de bazo. Los grupos control presentaron un conteo de células totales similar,
resultando un porcentaje de 85.7 en ratones WT y un 87.1 en ratones ATG16L1"M, El
total de células B en los ratones WT fue de 39.5% y un 49.6% para el grupo ATG16L1"M,
En cuanto a las células positivas a PD-L1 fue de 9.28% y 8.7% respectivamente (Figura
12). Los grupos experimentales presentaron un total de 75.7% en ratones WT y 83% en
ratones ATG16L1"M. El total de células B en ratones WT (34%) fue menor que el de
ratones ATG16L1"M (41.1%). Finalmente, el porcentaje de células positivas para PD-L1
en ratones WT fue de 11, mientras que en ratones ATG16L1™ fue de 8.36 (Figura 13).
Estos datos sugieren que la ausencia de la proteina ATG16L1 provoca una
desregulacion en la respuesta inmune, provocando un aumento en la maduracion de las
células B en células Breg. Ademas, durante el desarrollo de cancer asociado a colitis se
nota un aumento en la maduracion de las células Breg en el peritoneo y ganglio
mesentérico en los ratones WT, mientras que los ratones ATG16L1"M presentan una
mayor cantidad de estas células, lo cual indica un posible papel protector durante la
carcinogénesis, pues la ausencia de la proteina provoca un avance mayor de la
patologia y, a su vez, las células Breg, cuyo papel se ha demostrado ayuda en la
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regulacion de la inflamacion se ven disminuidas, mientras que se ve aumentado su

numero dentro del bazo.

9. CONCLUSIONES

La proteina ATG16L1 es un componente esencial en la autofagia, al ser parte de
las proteinas que median la formacion de los autofagosomas que ayudaran a que la
célula mantenga una correcta homeostasis. La deficiencia de ATG16L1 en un modelo de
cancer asociado a colitis demuestra que el desarrollo de colitis ulcerativa, asi como el
avance de la patologia del cancer se vean exacerbados, ayudando a proteger de dafios
en el tejido, asi como del avance en el crecimiento de los tumores desarrollados, ademas

de disminuir la inflamacion.

La respuesta inmune se ve afectada durante el proceso del desarrollo de cancer
asociado a colitis, iniciando con la inflamacién previa a la carcinogénesis, asi como una
vez que el ambiente se ve modificado por los tumores. Es asi que, la proteina ATG16L1
sugiere tener un papel en la regulacion de la maduracién de las células Breg durante el

desarrollo de cancer de colon y durante la patogenia provocada por la colitis.
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