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Resumen

El cancer colorrectal es la tercera causa principal de muerte por cancer en
México y el tercero mas frecuente dentro de la patologia oncolégica en la poblacién
general. Las enfermedades inflamatorias intestinales tales como la colitis ulcerativa
y la enfermedad de Crohn incrementan el riesgo de desarrollar cancer de colon
asociado a colitis (CAC) la respuesta inflamatoria juega un papel importante en
la tumorigénesis.

Los macréfagos asociados a tumores (TAM's) son el principal componente
de los infiltrados leucocitarios en el estroma de varios tumores y son reguladores
clave entre la inflamacién y el cancer. Los macrofagos residentes de tejido
circundante son reclutados dentro y alrededor del tumor mediante la secrecion de
moléculas quimio-atrayentes y factores de crecimiento derivados de las células
tumorales. Ademas, los tumores pueden favorecer la infiltracion de monocitos
circulantes al tejido y promover su maduracion hacia TAM’s. Los macréfagos
derivados de monocitos y los macréfagos residentes de tejido pueden coexistir
dentro del estroma tumoral lo que resalta la importante interaccion entre las células
tumorales y las no tumorales.

El transductor de sefales y activador de la transcripcion 1 (STAT1), sefaliza
la accion de varias citocinas, regula la expresion de genes implicados en la divisidon
celular y la apoptosis y participa en la movilizacion y activacion de los monocitos
circulantes que contribuyen a la acumulacién de TAM's durante el cancer. En el
laboratorio, usando un modelo experimental de cancer de colon asociado a colitis
(CAC), se demostré que el desarrollo tumoral en animales deficientes en STAT1
(STAT1-/-) es mucho mas rapido y extenso, y se encuentra acompanado de un
infiltrado importante de células mieloides en comparacion con el encontrado en
animales silvestres (WT), sugiriendo que STAT1 actia como una molécula
supresora de tumores durante el cancer colorrectal. El hecho de que los tumores se
desarrollen de manera mas rapida en deficiencia de STAT1, sugiere que el
microambiente tumoral es distinto y que puede ser propicio para favorecer el
crecimiento de estos. Por lo tanto, en este trabajo se estudié si macerados
tumorales obtenidos de diferentes etapas dentro del crecimiento tumoral de ratones
WT o STAT1-/- podrian influir en la diferenciacion de los macrofagos hacia fenotipos
M1 o M2. Para ello, se obtuvieron células de médula ésea (CMO) las cuales se
diferenciaron in vitro a macrofagos con M-CSF. Posteriormente estos macrofagos
fueron estimulados con LPS o LPS/IFNy como control positivo de diferenciacién a
macrofagos clasicos, o con las citocinas IL-4/IL-13 como control positivo para
macréfagos alternativos. Para analizar la interaccion entre las células tumorales y
los macrofagos, se obtuvieron macerados de tumores de etapas tempranas y




tardias de desarrollo y se analizaron cambios en la produccion de 6xido nitrico en
los sobrenadantes de los cultivos, alteraciones en la expresion de los marcadores
de superficie CD11b, F4/80 y PDL-2, asi como la expresion de los genes para el
oxido nitrico sintasa (iINOS), TNF-a, Arginasa-1 y FIZZ1. Se determin6é que los
macerados tumorales no afectaron la proliferacion ni la produccion de NO en la
diferenciacién de las células en presencia o no de los estimulos positivos. Se
estableci6 que macerados obtenidos de tumores provenientes de animales
STAT1-/- en etapas avanzadas de desarrollo, favorecen un aumento en la expresion
del marcador PDL-2 relacionandolo con un fenotipo alternativo. Por el contrario, la
expresion de Factor de Necrosis Tumoral —alfa (TNF-a) (relacionada con la
activacioén clasica) se vio disminuida mientras que la de Retnla resistin like alpha
(FIZZ1) (relacionada con la activacion alternativa) se vio favorecida en los
macrofagos estimulados con macerados de tumores desarrollados en animales WT.

Estos resultados indican que los tumores WT o STAT1-/- interaccionan de
manera directa con los macréfagos e influyen de manera diferente en la
diferenciacidon de estas células. Esto podria tener implicaciones importantes en el
inicio y/o la progresién tumoral.




INTRODUCCION

El cancer colorrectal es la tercera causa principal de muerte por cancer en
México y el tercero mas frecuente dentro de la patologia oncolégica en la poblaciéon
general (GLOBOCAN; 2018). A pesar de ser una neoplasia frecuente en pacientes
de edad avanzada con una media de diagnéstico a los 50.8 afios, cada dia se
detectan casos en gente mas joven (Sanchez et al., 2008). Las enfermedades
inflamatorias intestinales tales como la colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn
incrementan el riesgo de desarrollar cancer de colon (Tao et al., 2012). Estos
padecimientos se caracterizan por una respuesta inflamatoria exacerbada vy
prolongada en el intestino. Estudios epidemiolégicos indican que el uso de farmacos
antiinflamatorios puede prevenir o retrasar el desarrollo de cancer sugiriendo que la
respuesta inflamatoria juega un papel importante en la tumorigénesis (Rostom A. et
al., 2007).

Los cambios celulares ocurren bajo diferentes circunstancias, lo cual
contribuye a la aparicion de desarrollo de fendmenos que dan como resultado la
enfermedad neoplasica presente en el micro ambiente tumoral, el cual esta
constituido no solo por células malignas, si no también encontramos, células
residentes como células estrénales y células de linaje leucocitario, encontrando
infiltrados como los macrofagos, neutrdfilos, linfocitos y mastocitos (Valdivia et al.,
2011). Los macréfagos asociados a tumores (TAM's), son células del sistema
inmune que se encuentran cerca o dentro de las masas tumorales y juegan un papel
importante en el inicio o desarrollo de la progresion tumoral ya que pueden suprimir
el sistema inmunitario y estimular la formacion de nuevos vasos sanguineos
provocando asi el crecimiento del tumor. Los TAM's son derivados de los monocitos
circulantes o los macroéfagos tisulares residentes, que constituyen el mayor infiltrado
leucocitario encontrado dentro del estroma de muchos tipos de tumores. (Yan-Cun
Liu, et al., 2014). Los TAM's interactuan con una amplia gama de factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas en el microambiente tumoral, los cuales son
importantes para su diferenciacion a los diferentes fenotipos que pueden realizar
funciones segun el tipo de tumor con el que estan asociados. Los macréfagos
asociados a tumores, presentan diferentes fenotipos dentro de las cuales se
encuentran los M1, los cuales favorecen la respuesta inflamatoria, o bien pueden
diferenciarse en fenotipos de activacion alternativa como los M2 que participan en
la reparacion de tejidos con una funcién anti inflamatoria. En respuesta a diferentes
sefales del ambiente tumoral (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-3, M-CSF) contribuyendo al
desarrollo del tumor y su progresién (Wenjuan., et al.,2015). Los TAM’s a menudo
se reportan asociados a un fenotipo M2, sin embargo, se ha reportado que los
factores secretados de las células tumorales no inducia una respuesta completa M1
o M2 de macréfagos, sino que los TAM's pueden presentar un fenotipo “mixto” M1
/ M2 (Edin et al., 2013).




Entender los mecanismos que dirigen la activacion y la diferenciacion de los
macrofagos durante el desarrollo tumoral proporcionara bases para desarrollar
mejores estrategias terapéuticas contra el cancer (Solis et al., 2015).

La familia de proteinas STAT, son a la vez transductores de sefial y factores
de transcripcion. Se ha descrito que la activacion aberrante de ciertas proteinas
STAT, en particular STAT1, STAT3 y STATS5, esta asociada con muchos canceres
humanos (Bousoik et al; 2018). Las proteinas STAT son activadas diferencialmente
de una manera dependiente del contexto en respuesta a factores de crecimiento,
citocinas u otros ligandos polipeptidicos. Tienen papeles importantes en procesos
fundamentales, incluyendo proliferacién, desarrollo, diferenciacion, inflamacién y
apoptosis. La activacion de STAT's se inicia por la fosforilacion sobre un residuo
critico de tirosina (Khandaker et al., 2008).

El transductor de sefiales y activador de la transcripcion 1 (STAT1) se
encarga de regular la expresion de los genes implicados en la division celular y la
apoptosis, siendo importante para el desarrollo de la respuesta Th1 y la activacion
clasica del macréfago mediando la respuesta del IFN-y (Becerra, 2013). Evidencias
recientes han mostrado que STAT1 puede participar de manera importante en la
movilizacion y activacion de los monocitos circulantes que contribuyen a la
acumulaciéon de TAM's durante el cancer (Van et al., 2014).

Reportes previos en el laboratorio, usando un modelo experimental de cancer
de colon asociado a colitis, han demostrado que el desarrollo tumoral (denotado por
un mayor numero y tamafio de adenocarcinomas) en animales deficientes en
STAT1 es mucho mas rapido y extenso, y se encuentra acompanado de un infiltrado
importante de macréfagos, en comparacion con el encontrado en animales
silvestres (BALB/c). Esta informacion sugiere que la ausencia de STAT1 podria
estar asociada con un menor reclutamiento de macréfagos supresores de tumores
y por lo tanto un mayor desarrollo de adenocarcinomas colorrectales esto su puede
observar en los trabajos que aun estan en proceso (Ledn-Cabrera et al., 2018).

Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales STAT1 participa en el
reclutamiento y diferenciacion de TAM’s durante el desarrollo del cancer de colon
son desconocidos.




1.- GENERALIDADES
1.1.-Cancer de colon y recto

El cancer colorrectal (CCR) es el tercero mas comun como neoplasia
diagnosticada y la tercera causa principal de muerte por cancer en el mundo (Figura
1), representando alrededor de 1,8 millones de casos nuevos y 881 000 muertes en
2018. (GLOBOCAN; 2018) donde en este mismo afo fue el cuarto cancer mas
comun en los hombres en el mundo con 746,000 casos, representando el 10.8% del
total de tumores malignos, y el segundo mas comun en mujeres con 614,000 casos,
correspondiendo a un 9.2% del total en el mundo (American Society of Clinical
Oncology 2005-2018 (ASCO).). Cabe mencionar que casi el 55% de los casos de
CCR ocurren en las regiones mas desarrolladas. (Sanchez-Barriga J. J., 2016),con
respecto a las muertes por cancer colorrectal (CCR) se presentan con 484,224
casos para hombres (Figura 2) y para mujeres 396,568 (Figura 3); sin embargo
este fendmeno se encuentra principalmente en las regiones mas desarrolladas
(GLOBOCAN; 2018).

A pesar de ser una neoplasia frecuente en pacientes de edad avanzada con
una media de diagnostico a los 50.8 afos, cada dia se detectan casos en gente mas
joven, de ahi la importancia de realizar un diagnostico oportuno, lo que representa
un gran reto en el conocimiento de la patologia y actualizacion en el manejo
adecuado, con la finalidad de aumentar la sobrevida y mejorar, en lo posible, la
calidad de vida. (Sanchez et al., 2008).

Numero estimado de muertes en todo el mundo ; ambos sexos, de todas las edades para 2018
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Figura 1: Numero estimado de muertes para ambos sexos a nivel mundial
por cada 100000 habitantes; (GLOBOCAN; 2018)
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Numero estimado de muertes en todo el mundo ; Hombres, de todas las edades para 2018
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Figura 2: Numero estimado de muertes en hombres a nivel mundial por
cada 100 000 habitantes; (GLOBOCAN, 2018).

Numero estimado de muertes en todo el mundo ; Mujeres de todas las edades, para 2018
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Figura 3: Numero estimado de muertes en mujeres a nivel mundial por cada
100 000 habitantes; (GLOBOCAN; 2018).




1.2.-Enfermedad inflamatoria intestinal y cancer colorrectal

En los ultimos afos, las enfermedades inflamatorias intestinales (IBD) han
tomado especial relevancia principalmente en los paises desarrollados debido al
aumento de personas afectadas. Las IBD son patologias cronicas complejas que
afectan al aparato digestivo La Colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermedad de Crohn (EC)
son las afecciones intestinales con mayor incidencia y prevalencia dentro de la IBD.
Estas enfermedades cuentan con un elevado grado de similitud en cuanto a
sintomas, factores de riesgo y tratamiento, siendo la principal diferencia la zona del
aparato digestivo donde se produce la inflamacién; mientras que la CU afecta
unicamente al intestino grueso o colon la EC afecta todo el tracto digestivo Las IBD
se han asociado a un aumento en el riesgo de desarrollar tumores malignos
gastrointestinales, destacando el cancer colorrectal (CCR) (L. Meyer et al, 2015).

1.2.1.-Cancer e inflamacion

La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) es un trastorno inflamatorio
crénico en el intestino que implica la sobreproduccion de citocinas pro inflamatorias
y funciones excesivas de las células inflamatorias, las cuales estan presentes en
un microambiente el cual es importante ya que se encarga del mantenimiento de la
homeostasis, la cual requiere un equilibrio de tolerancia inmune y funciones
efectoras, sin embargo una vez que este se ve alterado podria ser el causante del
cancer colorrectal (CCR). Es importante destacar que la inflamacion intestinal a
largo plazo es un factor de riesgo clave para el cancer colorrectal asociado a la
colitis (CAC) (Zhu Y. et al ., 2018).

Asi, la inflamacién crénica predispone a ciertos carcinomas, en especial al
CCR. Cuando las células del sistema inmunitario innato se encuentran en el
microambiente tumoral, actian como un mediador inflamatorio que puede
promuever el desarrollo tumoral, induce la proliferacion de células iniciadas y altera
el estroma; donde el eje TLR4- IL-6 es un vinculo molecular esencial entre
inflamacion y cancer. La inflamacion promueve la proliferacion celular y el estrés
oxidativo que dana el ADN, causando mutaciones, resistencia a la apoptosis y
favorece las metastasis debido a la inestabilidad genética y metilacion aberrante
que interacciona con genes involucrados en vias de carcinogénesis colorrectal,
como TP53, genes reparadores del ADN y factores como NF-kb. La activacion de
NF-kb estimula la IL-6 y contribuye a la carcinogénesis al inducir COX-2, aumentar
la sintesis de prostaglandina E2 y activar la fosforilacion de EGFR, lo cual al estar
aumentados los niveles de estas citocinas nos indican un peor pronéstico para el
paciente (Cuatrecasas., 2011).

El estrés oxidativo también contribuye a la patogénesis de la carcinogénesis
del colon atacando proteinas y acidos nucleicos, lo que produce desnaturalizacion




y una variedad de alteraciones que incluyen modificaciones de la base, lesiones de
doble base y roturas de la cadena. El estrés oxidativo se desarrolla en respuesta a
reacciones inflamatorias en particular porque las células inflamatorias, los
neutrofilos activados y los macrofagos producen grandes cantidades de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (RONS). Los tejidos inflamados de pacientes con
CU o CD activan una mayor expresion de oxido nitrico sintasa (NOS). Los RONS
pueden interactuar con los genes clave implicados en las vias cancerigenas,
como P53y los genes de reparaciéon del des emparejamiento del ADN. Un estudio
previo mostré niveles mas altos de frecuencias de mutacion P53 de ambas
transiciones G: C a A: T en el sitio CpG del coddén 248 y transiciones C: Ga T: Aen
el codon 247 en el tejido inflamado que, en el tejido no inflamado del colon, asi como
en tejido de colon de controles adultos normales. Otro estudio informé que los
niveles no citotéxicos de peroxido de hidrogeno redujeron drasticamente las
actividades del sistema de reparacion del desajuste. (Ran; Kyung., 2014).

2.-Los macroéfagos y cancer colorrectal.

2.1.-Macroéfagos.

Las células presentadoras de antigenos, como los monocitos / macrofagos,
desempenan papeles importantes como centinelas de alertas de primera linea o
como mediadores que dan forma a la respuesta inmune adaptativa (Benoit et al.,
2008). Los macréfagos son una de las poblaciones celulares mas pleiotrépicas del
sistema inmune, presentes en todos los tejidos del cuerpo. Tienen funciones
homeostaticas que incluyen reparacion, modelacidén y angiogénesis de los tejidos y
proveen proteccion al poner en marcha mecanismos inmunes innatos e iniciar el
desarrollo de respuestas inmunes especificas a través del procesamiento y
presentacion antigénicos, la expresion de moléculas coestimulatorias y la
produccion de citocinas.

Los fagocitos mononucleares son producto de un proceso denominado
monocitopoyesis que comienza con la generacion de precursores mieloides en la
médula Osea, el bazo y el higado fetal a partir de células pluripotenciales
estimuladas con interleucina (IL-3). Los precursores mieloides comunes para el
linaje granulocitico y monocitico, al ser estimulados con el factor estimulante de
colonias de granulocito-macréfago (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de
macréfago (M-CSF) e interactuar con el estroma de los 6rganos hematopoyéticos
dan lugar a los promonoblastos y generan la progenie monocito-macréfago (Duque
C. etal., 2007).

Los macréfagos ayudan a mantener la homeostasis durante el desarrollo
embrionario y durante toda la vida. La diversidad y la superposicion de sefales en
el microambiente pueden generar un espectro de fenotipos y funciones de




macrofagos in vivo. Se cree que los fenotipos de los macréfagos de activacidon
clasicos (M1) y alternativos (M2) se encuentran en los extremos de este espectro.
La liberacion de patogenos o patrones moleculares asociados al patogenos (PAMP)
o patrones moleculares asociados al dafio (DAMP) e IFN-y durante la infeccion o
lesion tisular promueve la activacion clasica de los macréfagos y asegura la
esterilidad del tejido. Por el contrario, la IL-4 producida por los linfocitos Th2 durante
las respuestas inmunes a las infecciones parasitarias o alérgenos activa de manera
alternativa a los macréfagos, promoviendo la curacion y reparacion de la herida
(Jablonski et al., 2015).

2.1.1.-Macrofagos clasicamente activados o M1

El fenotipo M1 se caracteriza por la expresion de altos niveles de citocinas
proinflamatorias, alta produccién de intermedios reactivos de nitrégeno y oxigeno,
promocién de la respuesta Th1 y una fuerte actividad microbicida y tumoricida
(Sica., 2012).

La respuesta comun de los macrofagos a las infecciones bacterianas implica
principalmente la regulacion positiva de los genes implicados en la polarizacién M1.
Estos incluyen genes que codifican citocinas tales como TNF, IL-6, I1L-12, IL-1,
receptores de citocinas tales como IL-7R e IL-15RA, quimiocinas tales como CCL2,
CCLS5 y CXCLS, y el receptor de quimiocinas CCXR7. Otros genes regulados
asociados a M1 codifican las enzimas indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenasa y NO-
sintasa 2 (NOS2), que estdn implicadas en la actividad microbicida de los
macrofagos, y moléculas coestimuladoras, tales como CD80 y CD86. Es probable
que esta robusta activacion con desplazamiento M1 corresponda a la sefial de
alarma comun contra las bacterias inducidas en los macréfagos, ya que la mayoria
de estos genes se inducen independientemente de las especies bacterianas (Benoit
et al., 2008).

2.1.2.- Macrofagos alternativamente activados o M2

Se considera que los macréfagos M2 estan implicados en la contencién del
parasito y en la promocion de la remodelacion tisular y la progresion tumoral, para
tener funciones inmunorreguladoras. Se caracterizan por una actividad fagocitica
eficiente, alta expresion de moléculas depuradoras, la expresion de receptores de
manosa (MMR) y galactosa, produccion de ornitina y poliaminas a través de la ruta
de la arginasa, y algunas citocinas IL-12 '°¥ IL-10 " [L-1decoyR hi IL-1RA hi fenotipo
(Sica et al., 2012).Los macrofagos M2 incluyen al menos tres subconjuntos: se
propone denominar como M2a, inducido por IL-4 o IL-13; M2b, inducido por inmuno-
complejos y agonistas de TLR o TGF-B como activador alternativo, otros autores
consideran que esta citocina induce el fenotipo M2c y receptores de IL-1, inducido
por IL-10 y hormonas glucocorticoides (Benoit et al., 2008). Dentro de los genes




tipicos de la polarizacion de los M2 encontramos; receptor de manosa ( MMR), a de
resistina (RENTLB ,Fizz1 ), y quitinasa 3-like 3 (Chi3I3 , Ym1 ) (Sica et al., 2012)
mientras que PDL2 (también llamado B7DC o CD273) se expresa principalmente
en células hematopoyéticas (células dendriticas y macréfagos con respuesta Th2)
por lo tanto consideramos a algunos macrofagos estimulados, donde los receptores
mas comunes para PDL2 son IFN tipo 1 y 2, las citocinas de cadena simple
(IL1,IL17.1L15,IL21) y GMCSF ( Vargas- Rojas et al., 2008).

Muchos de los factores producidos por los macrofagos M2 actuan a favor de
la progresion tumoral, estimulando el crecimiento tumoral (por ejemplo, factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento fibroblastico 1 (FGF1) y factor
de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1), angiogénesis (por ejemplo, endotelio
vascular factor de crecimiento A (VEGFA)) y remodelacion de la matriz (p. ej., FGF1,
fibrina y metalopeptidasas de la matriz (MMP), (Edin et al., 2012).

2.2.-Macréfagos Asociados a Tumores (TAM's)

Las células inflamatorias estan presentes en el microambiente tumoral de la
mayoria de los canceres y se ha informado que afectan el medio de los mediadores
inflamatorios y las sefiales de proliferacion celular, la angiogénesis y la
remodelacion tisular de maneras que podrian promover la progresion tumoral. (Edin
et al., 2012). Los macréfagos asociados a tumores (TAM's) son derivados de los
monocitos circulantes o los macrofagos tisulares residentes, que constituyen el
mayor infiltrado leucocitario encontrado dentro del estroma de muchos tipos de
tumores (Yan-Cun Liu, et al., 2014). Los TAM's interactuan con una amplia gama
de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas en el microambiente tumoral, los
cuales son importantes para su diferenciacion a los diferentes fenotipos que difieren
en sus funciones segun el tipo de tumor con el que estan asociados. Los macrofagos
asociados a tumores, presentan diferentes fenotipos dentro de las cuales se
encuentran los M1, los cuales favorecen la respuesta inflamatoria, o bien pueden
diferenciarse en fenotipos de activacion alternativa como los M2 que participan en
la reparacién de tejidos con una funcion anti inflamatoria (Figura 4) (Capace, et al.,
2013), en respuesta a las diferentes senales del ambiente tumoral (IL-4, IL-10, IL-
13, TGF-B, M-CSF) contribuyendo al desarrollo del tumor y su progresion
(Wenjuan.,et al., 2015). Donde los TAM’s a menudo se reportan con un fenotipo
M2, sin embargo, se ha reportado que los factores secretados de las células con
CCR no inducian una respuesta completa M1 o M2 de macrdéfagos, sino que los
TAM’s de un fenotipo "mixto" M1 / M2. Se ha demostrado previamente que una
mayor densidad de macrofagos podria explicar el papel positivo de los macrofagos
en él CCR lo cual a su vez podria contribuir a una respuesta inflamatoria (Edin et
al., 2012).
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Los TAM's se encuentran dentro y alrededor de la mayoria de los tumores,
los cuales pueden liberar numerosos factores que podrian influir en el
comportamiento de las células tumorales y otras células del estroma tumoral. La
capacidad de los macrofagos para adaptarse a su entorno ha llevado a la
identificacion de dos fenotipos polarizados principales de macrofagos (Edin et al.,
2012). Los TAM’s expresan y liberan numerosos factores de crecimiento pro
angiogeénicos como: VEGF, factor de crecimiento de células endoteliales derivado
de plaquetas / timidina fosforilasa (PDEC-GF / TP), factor de crecimiento de
fibroblastos-2 (FGF-2), factor de crecimiento transformante-a / B (TGF-a / B), factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-1/6/8, factor activador de plaquetas a (PAF-a),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), granulocito (G) -CSF, GM-
CSF, PDEC-GF / TP y quimiocinas (Solis et al., 2015) . En respuesta a la hipoxia,
los TAM’s se acumulan en tumores, a su vez, estimulan la sobreexpresion de
factores proangiogénicos, secretados por todos los componentes del microambiente
tumoral (fibroblastos, células endoteliales y mastocitos), y células cancerosas,
potenciando la sefial angiogénica. Por lo tanto, los TAM’s, que secretan varios
factores proangiogénicos, pueden inducir la remodelacién tisular al producir
activadores e inhibidores de proteinasas que pueden destruir la matriz extracelular,
liberando factores unidos a la matriz [MMP-2, MMP-9, MMP-12 y ciclooxigenasa-2
(COX -2)]. De esta manera, los TAM’s forman parte de los componentes
fundamentales del microambiente que promueve el crecimiento mediado por la
angiogénesis, favoreciendo la progresion tumoral, la invasién y la metastasis
(Marech et al., 2016).

| Microambiente Tumoral |

"u’il 2 IG+TLR/IL-1R Ligandoos
TGFS
= i VEGF
¢ LPS - . M-CSF
,-" Glucocorticoids =

IL-10
L% 1IL-13
=

IL-4 -
-~z Ml ‘ Polarizacion de Maaﬁfag-ng‘& M2

M1 M2
Respuesta Thil Respuesta Th2
Células asesinas de tumores Remodelacidén Tisular
Inmunidad antitumoral Angiogénesis y tumor

Figura 4.- Inagen modificada de (Capace et al., 2013).
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Figura 4: La polarizaciéon fenotipica de los macréfagos en el microambiente
tumoral.

Los macréfagos pueden clasificarse esquematicamente en dos clases principales
segun su polarizacion fenotipica: los macrofagos del fenotipo M1 en respuesta a M-
CSF, IFN y, LPS y otros productos microbianos, mientras que se diferencian en M2
en presencia de TGF-B , VEGF, M-CSF, CCL2, IL-4, IL-10, IL-13, glucocorticoides
y complejos inmunes / ligandos de TLR. M1 y M2 muestran diferentes funciones.
Los macréfagos M1 pueden desencadenar la respuesta inmune Th1 y ejercer
actividad citotoxica hacia los microorganismos ingeridos y las células cancerosas.
Los macréfagos M2 activan la respuesta inmune Th2 y promueven la angiogénesis,
la remodelacion tisular y la progresion tumoral. Imagen modificada de (Capace et
al., 2013).

2.3.-Macréfagos Asociados a Tumores en el Cancer Colorrectal

Con respecto al papel de los TAM's en el CCR, los resultados publicados no
han sido concluyentes. En los modelos murinos y humanos de CCR, se ha
demostrado una relacion entre la angiogénesis y los TAM’s en la progresion
tumoral. Algunos estudios clinicos también han informado que una infiltracién de
TAM's en el CCR se asocié con un aumento del angiogénesis, una diferenciacion
mas pobre, etapas tumorales avanzadas y una mayor tasa de metastasis
ganglionares (Zhong X. et al., 2018). TAM’s de un fenotipo M2, se han asociado con
una disminucién de la supervivencia en pacientes con melanoma, cancer de mama,
el rifidn y el cancer de vejiga (Solis et al., 2015), sin embargo, esto podria no ser
cierto para todos los tipos de canceres ya que se ha demostrado previamente que
un aumento de la densidad de los macréfagos en el CCR se correlaciona con un
mejor pronostico (Cavnar MJ. et al.,2017) también en cancer de estdmago los
pacientes han sido reportados con un mejor pronostico al presentar un elevado
numero de TAM’s. (Edin S. et al., 2012). Por el contrario, pocos estudios clinicos
han descrito que el aumento de TAM's en el frente de invasion de las células
tumorales se correlaciona con un menor numero de metastasis y un mejor
prondstico, por lo que no se sabe si se juega un papel dual el cual podria depender
del balance de citocinas pro o antiinflamatorias, sus concentraciones relativas, la
expresion de receptores de citocinas y el estado de activaciéon de las células
circundantes. (Fuente M. L. et al., 2017).
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3.-Via JAK/ STAT

Las proteinas STAT son activadas diferencialmente de una manera
dependiente del contexto en respuesta a factores de crecimiento, citocinas u otros
ligandos polipeptidicos. Tienen papeles importantes en procesos fundamentales,
incluyendo proliferacion, desarrollo, diferenciaciéon, inflamacién y apoptosis. La
activacion de STAT s se inicia por la fosforilacion sobre un residuo critico de tirosilo
(Khandaker et al., 2008).

La activacion de JAK estimula la proliferacion celular, la diferenciacion, la
migracion celular y la apoptosis. Estos eventos celulares son criticos para la
hematopoyesis, el desarrollo inmune, el desarrollo y la lactancia de las glandulas
mamarias, la adipogénesis, el crecimiento sexualmente di mérfico y otros procesos.
Previsiblemente, las mutaciones que reducen la actividad de la ruta JAK / STAT
afectan estos procesos. Por el contrario, las mutaciones que activan
constitutivamente o no regulan correctamente la sefalizacion de JAK causan
enfermedad inflamatoria, eritrocitosis, gigantismo y una variedad de leucemias
(Bousoik E., et al., 2018).

La activacion de JAK ocurre después de la multimerizacion del receptor
mediada por ligando porque dos JAK se ponen en proximidad cercana, lo que
permite la trans-fosforilacién. Los JAK activados posteriormente fosforilan objetivos
adicionales, incluidos tanto los receptores como los sustratos principales, STAT. Las
STAT son factores de transcripcion latentes que residen en el citoplasma hasta que
se activan. Los siete STAT de mamiferos tienen un residuo de tirosina conservado
cerca del extremo C que esta fosforilado por los JAK. Las STAT fosforilada ingresan
al nucleo por un mecanismo que depende de la importacién de a-5 (también llamado
nucleoproteina interactor 1) y la via de importacién nuclear de Ron. Una vez en el
nucleo, Las STAT dimerizadas se unen a secuencias reguladoras especificas para
activar o reprimir la transcripciéon de genes diana. Por lo tanto, la cascada JAK /
STAT proporciona un mecanismo directo para traducir una sefial extracelular en una
respuesta transcripcional (Abbas, 2004) (Figura 5).
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Figura 5: Via de seializacion de las JAK/STAT (modificado de Abbas;
2004).

Las proteinas STAT son activadas diferencialmente de una manera
dependiente del contexto en respuesta a factores de crecimiento, citocinas u otros
ligandos poli peptidicos. Tienen papeles importantes en procesos fundamentales,
incluyendo proliferaciéon, desarrollo, diferenciacion, inflamacién y apoptosis. La
activacion de STATSs se inicia por la fosforilacion sobre un residuo critico de tirosilo
(Khandaker et al., 2008).

El transductor de sefiales y activador de la transcripcion 1 (STAT1) se
encarga de regular la expresion de los genes implicados en la division celular y la
apoptosis, siendo importante para el desarrollo de la respuesta Th1 y la activacion
clasica del macréfago mediando la respuesta del IFN-y (Becerra et al., 2013).
Evidencias recientes han mostrado que STAT1 puede participar de manera
importante en la movilizaciéon y activacion de los monocitos circulantes que
contribuyen a la acumulacién de TAM’s durante el cancer (Van et al., 2014).

3.1.- STAT1 en la inflamacién y el cancer colorrectal

Un primer estudio de la expresion de STAT1 en la IBD informé un aumento
de los niveles de STAT1 en el tejido intestinal tanto de la (colitis ulcerativa) CU como
de la Enfermedad de Crohn (EC). Activando STAT1 fue aumentando la presencia
de en monocitos y granulocitos (Schreiber et al., 2002). Otra investigacion reveld
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niveles mas altos del total, pero no fosfo-STAT1 en células dendriticas (CD) (Mudter
et al., 2005). Del mismo modo, la expresion del gen STAT1 fue elevada en pacientes
con EC en un estudio gendmico de expresion génica (Wu F. et al., 2007).

Se pueden hacer diferentes sugerencias sobre como esto podria ser
funcionalmente relevante. Aunque se informo una mejoria de la colitis experimental
en una evaluacion inicial con ratones STAT1 knockout (STAT1-/-) y tras la inhibicion
farmacoldgica especifica de STAT1 en células T (Wu X. et al., 2012). Por el
contrario, algunas pruebas sugieren que varias moléculas con propiedades
antiinflamatorias causan una disminucién de la fosforilacion de STAT1 en los
linfocitos (Tao F.et al., 2013). Ademas, el butirato del metabolito bacteriano inhibe
la activacién de JAK2 inducida por IFN-y y la posterior sefializacion de STAT1, lo
que podria interpretarse como un mecanismo potencial de diafonia entre el micro
bioma entérico y el sistema inmune intestinal.

STAT1 también se ha propuesto como importante en CAC. Aqui, parece
tener una funcidn protectora como fibroblastos intestinales normales, pero
fibroblastos no activados o fibroblastos de pacientes con IBD, activan STAT1 en
células de cancer de colon y de ese modo inhiben el crecimiento de las células
tumorales (Kaler P.et al., 2014). Aun no se han realizado mas estudios que aborden
directamente el CAC, pero se pueden hacer algunas deducciones a partir de los
hallazgos relacionados con el cancer colorrectal (CCR) en general ya que estos
hallazgos involucran moléculas que también regulan la inflamacién. Por ejemplo, la
mutacion KRAS frecuente en células CCR conduce a la inactivacion de STAT1 vy la
insensibilidad subsiguiente de las células tumorales a los efectos antitumorales de
IFN-y (Klampfer L.et al., 2003).

El papel preciso de STAT1 en la Enfermedad inflamatoria intestinal (IBD)
sigue sin estar claro ya que esta implicado en las vias pro y antiinflamatorias. Por lo
tanto, la regulacion positiva de la expresion de STAT1 en la IBD humana podria
verse como un defecto primario que contribuye al desarrollo de la inflamacion
intestinal o como el intento secundario del sistema inmune para limitar la
inflamacion. Sin embargo, parece que la activacion de STAT1 en los linfocitos mas
bien favorece el desarrollo de la IBD, mientras que su fosforilacién en los
macrofagos y las células epiteliales parece beneficiosa con respecto a la inflamacién
intestinal. Las variaciones sobre este tema de roles diferenciales en las células
adaptativas e innatas reapareceran varias veces en el curso de la sefalizacion JAK
/ STAT en la IBD (Zundler; F.; Neurath Markus., 2016).

Esto esta en contraste con los hallazgos en un modelo de ratén, donde la
activacion de STAT1 fue critica para el desarrollo espontaneo de CCR en ratones
deficientes en SOCS1, probablemente a través de la inducciéon de enzimas que
conducen al estrés oxidativo. La conexidén que une la activacion de STAT1 con la
produccion de especies reactivas de oxigeno también se ha establecido en
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macrofagos peritoneales murinos in vitro. Sin embargo, en otro modelo murino de
cancer de colon, la formacion de polipos intestinales fue igual en animales con
delecion STAT1 en comparacion con ratones que expresan STAT1, y SOCS1
también se ha propuesto como un oncogén mediando su efecto a través de STAT1-
down regulation. En conclusién, el papel de STAT1 para el desarrollo del cancer
sigue siendo controvertido y requiere mas estudios (Zundler; F. Neurath Markus.,
2016).

3.2.-STAT1 y su relacion con los TAM's

Por lo cual al se evalud el papel que juegan los TAM's en el desarrollo
tumoral, vemos que STAT1 podria estar jugando un papel importante en la
movilizacion y activacion de los monocitos circulantes que contribuyen a la
acumulacién de los TAM's durante el cancer colorrectal. Sin embargo, no ha sido
descrito con claridad cual es la funcidn que lleva a la diferenciacion y mantenimiento
de los fenotipos; proinflamatorio y antiinflamatorio, en presencia del cancer
colorrectal asociado a colitis. Para evaluar estos cambios se consideré el papel de
los TAM’s en presencia de macrofagos extraidos de medula 6sea (BM), para
observar el perfil predominate dentro de los TAM's.

Reportes previos en el laboratorio, usando un modelo experimental de cancer
de colon asociado a colitis CAC el cual utiliza AOM/DSS (Tanaka et al., 2003), han
demostrado que el desarrollo tumoral (denotado por un mayor numero y tamano de
adenocarcinomas) en animales deficientes en STAT1 es mucho mas rapido y
extenso, y se encuentra acompafnado de un infiltrado importante de macréfagos, en
comparacién con el encontrado en animales Wild Type (WT). Esta informacion
sugiere que la ausencia de STAT1 podria estar asociada con un menor
reclutamiento de macréfagos supresores de tumores y por lo tanto un mayor
desarrollo de adenocarcinomas colorrectales (Leodn-Cabrera, et al., 2018).

Sin embargo, se desconoce el rol que juega STAT1 en el reclutamiento y
diferenciacion de TAM's durante el desarrollo del cancer de colon. Asi mismo las
sefales derivadas del epitelio intestinal y los mecanismos moleculares que
determinan el reclutamiento y el fenotipo de activacion de los TAM’s durante la
progresion de colitis a cancer aun no se conocen con claridad.
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4.-HIPOTESIS

Factores derivados de tumores desarrollados en animales deficientes en STAT1-/-
induciran cambios en macréfagos hacia un fenotipo permisivo para el crecimiento
tumoral.

4.1.-Objetivo general:

Evaluar alteraciones en el fenotipo de macréfagos in vitro en respuesta a macerados
de tumores colorrectales en dependencia de STAT1.

4.1.2.-Objetivos especificos:

1. Obtener tumores colorrectales en diferentes etapas de desarrollo de animales
silvestres y deficientes en STAT1 (STAT1-/-).

2. Diferenciar in vitro monocitos de médula ésea a macrofagos adherentes bajo el
estimulo de la citocina M-CSF.

3. Estimular in vitro macrofagos con estimulos asociados a M1, M2 y con macerados
de tumores colorrectales en etapas tempranas y tardias de desarrollo provenientes
de animales silvestres o STAT1-/-.

4. Analizar por citometria de flujo la expresion de marcadores de superficie
asociados con macréfagos M1y M2.

5. Determinar la produccion de 6xido nitrico en los sobrenadantes de los cultivos.

6. Evaluar cambios en la expresion de iINOS y Arginasa en los macréfagos bajo los
diferentes estimulos.
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5..-MATERIALES Y METODOS

5.1.-Material Biolégico

Se utilizaron ratones machos, WT (silvestres) y STAT 1-/-de fondo genético
BALB/c de ocho semanas de edad, los cuales se mantuvieron en un ambiente libre
de patégenos en el Bioterio de la FES-Iztacala, UNAM.

5.2.-Induccién del cancer experimental

Para el desarrollo del cancer de colon asociado a colitis (CAC), los ratones
fueron inyectados con 12,5 mg/kg de Azoximetano (AOM) (Sigma, EE.UU.) via intra-
peritoneal diluido en solucién salina fisiolégica (Sigma, EE.UU..); Cinco dias mas
tarde, se administro Dextran Sulfato de Sodio (DSS), (MW: 35 000 a 50 000, MP
Biomedicals. Soldn, Ohio, EE.UU.). Al 2% disuelto en el agua potable durante 7
dias. Después, los ratones se mantuvieron con agua normal durante 14 dias y se
sometieron a dos ciclos mas de DSS. Los ratones fueron sacrificados los dias 40
(etapa temprana del desarrollo tumoral) y 68 (etapa tardia del desarrollo) para la
extraccion de tumores, para lo cual se extrajo el colon, se lavé para eliminar
cualquier residuo de heces fecales, una vez lavado se corté con sentido proximal
hacia el distal (esto considerando proximal a la parte cercana al ciego y distal la
parte mas alejada del ciego) para abrir y tener la parte interna expuesta, los tumores
obtenidos se encontraban de la parte media-proximal, y se tomaron muestras de 0.5
cm.

5.3.-Porcentaje de peso corporal y DAI de los ratones

Para llevar un indicio de como se desarrolla el CAC en los ratones, fueron
monitoreados dos veces por semana durante el modelo experimental esto se llevd
acabo tomando el peso corporal de los ratones donde el peso inicial fue considerado
como el 100%. Mientras que el indice de dafio de la enfermedad se realizd siguiendo
el protocolo propuesto por (Dae-Sung et al., 2013). El cual sirve para determinar la
severidad de la UC (colitis ulcerativa) durante el tratamiento de AOM/DSS. Para
esto se llevé acabo con la supervision constante de los ratones a lo largo del
tratamiento, tomando en cuenta tanto la pérdida de peso corporal expresado en
porcentaje, como las condiciones de las heces fecales, considerando los
parametros donde 0= a no presentar dafio o heces normales y 3 es el grado mas
alto de dano (figura 8), donde vemos desde diarrea hasta sangrado rectal o
inclusive prolapso rectal, siendo esto el mayor dafo el cual se observa
principalmente en los ratones STAT1-/- en las etapas mas avanzadas del
tratamiento (3 ciclo de la aplicacion de del DSS o en el sacrificio del dia 68).
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5.4.-Obtencion de macerados de tumores de etapa temprana y tardia.

Los tumores obtenidos al momento de los sacrificios se maceraron con ayuda
del politron en tubos eppendorf, de 1.5 ml, esto se llevé acabo con solucion salina
estéril con inhibidores de proteasas al [1x] (Complete ™, mini, céctel inhibidor de la
proteasa libre de EDTA. Tabletas provistas en (EASYpacks by Roche), se
centrifugaron a 13000 rpm por 15 min a 4°C y se recolect6 el sobrenadante el cual
fue conservado a -70°C, hasta su uso. Los sobrenadantes fueron cuantificados
usando el método de Lowry, (tabla 1) en el cual se usa, una curva patrén con una
Solucién Standard de seroalbumina bovina (1 mg/ml), para posterior mente colocar
las muestras con los reactivos de Lowry (Carbonato sédico al 2% en NaOH 0.1 M
B: Sulfato cuprico al 1%: Tartrato sddico-potasico al 2%). En el momento de su uso
se mezclan 50ml de A con 50 ml de B mas 5ul de muestra a analizar; donde solo se
usaron los reactivos A y B, al obtener la coloracién azul, pasados los 5 min de
reposo. Donde en complejo coloreado se desconoces su composicidn, presenta dos
maximos de absorcion a las longitudes de onda de 560 y 680 nm. La eleccién de
una u otra depende de la concentracion proteica de la muestra estudiada, los
tumores obtenidos son de los ratones WT+AOM/DSS y STAT1-/- AOM/DSS tanto
de etapas tempranas como de etapas tardias.

Tabla 1.- Tabla de cuantificacion de proteinas por el método de Lowry. en la
tabla se muestran las concentraciones en mg/ml para posteriormente convertirla a
Mg a las concentraciones que se requieran.

Solution A:(j) Solucion B:(ul)
Sol. Stock Buffer de la muestra Concentracion
10mg/ml de BSA mg/ml
0 200 0
10 190 0.5
20 180 1
40 160 2
60 140 3
100 100 5
120 80 6
160 40 8

Para corroborar el estado de las proteinas presentes en los macerados se
llevd acabo un gel de integridad de proteinas, con esto obtuvimos las
concentraciones a utilizar posteriormente tanto la concentracién de 25 ug y 50 ug,
Por medio de la técnica de electroforesis en gel; la cual se lleva acabo para separar
fragmentos de ADN (u otras macromoléculas, como ARN y proteinas) por su tamafo
y carga. La electroforesis consiste en aplicar una corriente a través de un gel que
contiene las moléculas de interés. Con base en su tamafo y carga, las moléculas
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se desplazaran por el gel en diferentes direcciones o a distintas velocidades
indicando que las moléculas que quedan mas arriba en el gel seran las de mayor
tamafo (por ejemplo, el DNA), asi mismo las moléculas de menos peso molecular
seran las moléculas mas pequefas.

5.5.-Diferenciacion de macréfagos a partir de células de la médula 6sea.

Se extrajeron los dos fémures y las tibias de ratones de los grupos WT vy
STAT 1-/-, los huesos se mantuvieron en solucion salina estéril y posteriormente se
desinfectaron en etanol al 70% durante un minuto y se colocaron un minuto mas en
medio DMEM. Se cortaron los huesos por ambos extremos y se extrajo la medula
por perfusion con solucion salina estéril, se centrifugaron a 1500 rpm x10 min a 4°C.
Posteriormente se decanto el sobrenadante y se obtuvo una pastilla, la cual fue re-
suspendida en 5ml de medio de cultivo (DMEM completo (Medio + SBF +
Antibidtico)). Para el conteo celular en la camara de Neubauer se colocd una
proporcion (1:1) 10ul de Azul Tripano y 10ul de la muestra de células. La
concentracion celular se ajusté a 5x10° de células totales en una placa de seis
pozos con medio de cultivo (DMEM completo, 3ml/pozo) y se le agregaron 20 ng/mi
de factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) (Murine M-CSF cat.#315-
02- PEPROTECH) el medio para diferenciacion celular, se cambio el medio cada
72hr. Se cultivaron durante siete dias a 37°C con una atmdsfera de CO2 AL 5%.

5.6.-Administracion de los diferentes estimulos

Con el objetivo de recuperar la mayor cantidad de células, estas se
removieron con ayuda de raspadores celulares (Fisherbrand™). Posteriormente
fueron recuperadas las células en un tubo de 50 ml el cual se centrifugo a 1500 rpm
x10 min. Después de recuperar las células se determino el numero y la viabilidad al
contarlas en la camara de Neubauer con azul tripano. Un total de 5x105 células
previamente diferenciadas fueron sembradas por pozo en placas de 12 pozos con
medio de cultivo DMEM completo (medio de cultivo + antibiético + SBF) con los
estimulos (Tabla 2). Después de 72 hrs. se obtuvieron los sobrenadantes para
determinar la produccién de éxido nitrico de los cultivos. Las células se despegaron
de la placa para analisis posteriores.

Tabla 2.- Tabla de los grupos de células diferenciadas con los estimulos y
sus concentraciones.

Grupos de células diferenciadas Concentracion de estimulos
CTR
LPS lug/ml
LPS+IFN y 50 ng/ml
IL4/IL13 20ng/ml de cada uno
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WT +AOM/DSS 25ug
Etapa temprana (TE) y Etapa tardia (TA) 50pg
25ug +LPS
25ug +IL4/IL13
STAT1-/- +AOM/DSS 25ug
Etapa temprana (TE) y Etapa tardia (TA) 50pg
25ug +LPS
25ug +IL4/IL13

5.7.-Analisis por citometria de flujo

Las células obtenidas se lavaron con 50 pl de buffer de FAC's (0.5% BSA en
PBS). Posteriormente, se procedid al bloqueo de las regiones Fc de las células con
ayuda del anticuerpo CD16/CD32 incubandolas durante 15 minutos a 4°C,
enseguida se lavaron las células con buffer de FAC’s y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos. Al finalizar el centrifugado, de las células se retiro el
sobrenadante y se resuspendieron las muestras para que enseguida se agregaran
los anticuerpos anti-raton CD11b, F4/80, PD-L2 y MMR (BioLegend). Los
anticuerpos se mezclaron perfectamente con ayuda de un vortex y se incubaron a
4°C durante 30 minutos en completa oscuridad. Se lavd con 500ul de buffer de
FAC's (filtrado) centrifugar a 2500 rpm %10 minutos a 4°C; se repiti6 una vez mas
el lavado, una vez realizados ambos lavados se decantan los tubos y se re
suspenden las células en EDTA 0.5%; agregando asi 500ul de FAC’s y 500ul de
EDTA. Para finalizar, las células nuevamente fueron lavadas con buffer de FAC'S 'y
centrifugadas a 1500 rpm y se resuspendieron en un volumen final de 350pl.
Inmediatamente las células se analizaron enel citbmetro “(Invitrogen
Attune NxT flow cytometer)” y con el software “FlowJo V10’.

5.8.- Extraccion de RNAm y RT-PCR

Con la finalidad de evaluar cambios en la expresion de genes de interés a
nivel de tejido se decidid obtener el RNA total para que a partir del mRNA se
procediera a la sintesis de DNA complementario (cCDNA) y con base en éste, evaluar
los cambios en la expresion de genes mediante una RT-PCR. Se afiadio trizol a las
células que recibieron los diferentes tratamientos. Posteriormente se agregaron
200yl de cloroformo frio (-20°C) por cada ml de trizol utilizado y se homogenizé con
ayuda de un vortex durante 30 segundos, enseguida la muestra ya homogenizada
se dejo reposar durante 10 minutos para después centrifugar a 13,000 rpm durante
15 minutos a 4°C. La fase acuosa (RNA) se separ6 cuidadosamente y se coloco en
un tubo nuevo, inmediatamente después se le agreg6 a cada muestra un volumen
de isopropanol frio (-20°C) equivalente al obtenido en la fase acuosa y se mezclo
manualmente por inversion para posteriormente dejarlo precipitar toda la noche a
4°C. ElI RNA se centrifugd a 13,000 rpom durante 15 minutos a 4°C, y la pastilla se
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lavd con un gradiente de etanol al 100%, 80% respectivamente, adicionando 400 pl
de etanol, re suspendiendo la pastilla manualmente por inversion, centrifugando a
13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y decantando el sobrenadante para cada
lavado. Finalmente se prosiguié al secado de la pastilla para eliminar el exceso de
etanol durante 1 hora y se resuspendio la misma en 20 pl de H20 MilliQ con DEPC
(Dietilpirocarbonato) al 0.01%. EI RNA se cuantifico con ayuda del (Epoch™ Multi-
Volume multi-sample Spectrophotomer Systemy) se verifico su integridad mediante
una electroforesis en gel de agarosa. La sintesis de cDNA se realizé usando el
kit (M-MLV RT, INVITROGEN) siguiendo las instrucciones del proveedor.

La reaccion de PCR se llevé a cabo usando el kit (Amplificasa Tag DNA
polimerasa, BioTechMol) en un volumen final de 25 pl utilizando 1 ug de cDNA bajo
las condiciones que se indican en la Tabla 3.

Tabla 3: Condiciones utilizadas para procesar muestras mediante PCR.

Proceso Temperatura (°C) Tiempo | No. De ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 1 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineacién o anillamiento Tm° especifica 30 seg
Extension 72 30 seg 35
Extension final 72 7 min 1

Se evaluo la expresion de genes asociados al perfil de macréfagos M1 (iNOS,
TNF-a,) y M2 (Arginasa-1, Fizz-1). Se usé como gen constitutivo GAPDH. Las
secuencias de los primers, las condiciones utilizadas durante la reaccion, asi como
el tamano del amplicon se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Secuencias de los primers utilizados para el gen constitutivo
(GAPDH), genes de interés (iNOS, TNF-a, Arginasa-1, Fizz-1) y genotipo de STAT1.
Temperaturas de alineacién (Tm) y Tamano del producto (pb).

TemperaturaAmplicon (pb)
de
Gen alineacion Secuencia 5 --- 3’
(TM)
GAPDH 56°C 201 F CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC
R CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC
iNOS 62°C 449 F CTG GAG GAG CTC CTG CCT CAT G
R GCA GCA TCC CCT CTG ATG GTG
TNF-a 59°C 307 F GGC AGG TCTACT TTG GAG TCATTG C
R ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG
Arginasa- 54°C 250 F CAG AAG AAT GGA AGA GTC AG
1 R CAG ATA TGC AGG GAG TCA CC
Fizz-1 65°C 290 F GGT CCC AGT GCA TAT GGA TGA GAC CAT AG
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R CAC CTC TTC ACT CGA GGG ACA GTT GGC AGC

R ACA ATC GAG GCC ACG CAG GT
STAT1 52°C 172 WT-R CTG ATC CAG GCA GGC GTT
Comun F TAA TGT TTC ATA GTT GGA TAT CAT

5.9.-Determinacion de nitritos en los sobrenadantes.

La cuantificacidn de nitritos en las muestras se realizd, para saber la cantidad
de nitrégeno secretado por las células en tratamiento, esto por el método de Griess.
Se preparo una curva estandar con una serie de concentraciones de la solucién de
nitritos 200ul de NaNO2 el cual se diluira con 100pl de solvente (medio de cultivo
complete DMEM) obteniendo asi una concentracion de 1000pM. Que se coloca en
una placa de 96 pozos donde colocaron 100ul de la solucion de Griess que contiene
(solucion A= naptilen diamina dihidrocloro en H20 + solucion B= Salfanilamida en
5% de H3PO4) mas la solucion estandar de nitritos previamente preparada; mientras
que para la absorbancia de las muestras se colocaron 100 ul de las muestras de
cada uno de los grupos estimulados y 70 pl de solucion de Griess,; dando como
tonalidad un color rosado en los grupos que se produce la liberacion de 6xido nitrico,
y dejando reposar por periodos de 5 min hasta cumplir los 20 minutos. Entre cada
periodo se lee la placa a 540nm; en un lector de micro placas para obtener la
absorbancia (Multiskan Ascent 96/384 Plate Reader - MTX Lab Systems); los datos
obtenidos seran analizados estadisticamente en EXCEL.

5.10.-Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la ayuda del software “GraphPad Prism 67,
aplicando un analisis de ANOVA de una via, seguido de una prueba de Tukey con
multiples comparaciones. Un valor de (P<0.05, 95%) se consider6 como
significativo.
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6.-Resultados

6.1.-Induccidén del cancer de colon asociado a colitis

Con el objetivo de evaluar el desarrollo del cancer de colon asociado a colitis
en animales silvestres y deficientes en STAT1 se usé el modelo experimental que
utiliza AOM y DSS como inductor del cancer. Se registraron cambios en el peso
corporal y en el indice de dafio de la enfermedad (DAI) dos veces por semana
durante 68 dias.

Se observo que los grupos control tanto los WT como los STAT1-/-,
mantienen el peso corporal y aumentan de peso ya que estos ratones se mantienen
sin la administracion del tratamiento. Por el contrario, tenemos a los grupos con
tratamiento WT+AOM/DSS y STAT1-/- AOM/DSS; en los cuales vemos que
presentan una mayor pérdida de peso durante la administracion del tratamiento al
dia 40 una semana después de la segunda administracion del DSS, con respecto a
los grupos CTR (grupo control). Al comparar los grupos con tratamiento nos damos
cuenta que la pérdida de peso de los ratones STAT1-/-+AOM/DSS es mayor en
comparacién con los ratones WT+AOM/DSS ya que al dia 54 se aprecia una pérdida
de peso mayor en los ratones STAT1-/-+AOM/DSS en comparacion con los ratones
WT+AOM/DSS esta condicion se mantiene hasta el dia 68 del experimento (Figura
6).
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Figura 6: Cambios en el peso corporal expresado en porcentaje respecto al peso
inicial, a lo largo del tratamiento (dia 40 etapa temprana (TE) y dia 68 etapa tardia
(TA)) de ratones macho WT y STAT1-/- durante 3 ciclos correspondientes a la
induccion de CAC, con el modelo AOM+DSS en los grupos (WT CTR, WT
+AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-+AOM/DSS). Los datos fueron registrados
dos veces por semana durante 68 dias, los datos corresponden a 5 animales por
grupo los cuales representan el promedio £DS.
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6.2.-Analisis del indice de daio de la enfermedad (DAI) durante el CAC

Al evaluar el indice de dafio de la enfermedad (DAI) en el modelo de
AOM/DSS, en los grupos (WT CTR, WT +AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-
+AOM/DSS) durante el desarrollo del CAC, se observé que los grupos control (CTR)
se mantienen en 0 indicandonos asi que nuestros grupos controles no presentan
dafio en el intestino. Sin embargo, el grupo STAT1-/- + AOM/DSS comienza a
presentar dafio desde el dia 15 y asi se mantiene la condicién mostrando mayor
DAI durante todo el desarrollo del experimento. En las etapas tempranas (TE) dia
40 y tardias (TA) dia 68 del desarrollo tumoral el DAI fue mayor indicando sangrados
y diarreas esto se presenta principalmente en la presencia del DSS, en comparacion
con el grupo de WT+AOM/DSS donde el maximo dafio es de 1 a lo largo de todo el
experimento (Figura 7).

-4 WTCTR
—+ WT+AOM/DSS
8 STAT1-/+CTR
31 = STAT1-/- +tAOM/DSS

NSO DYV R RS R R RIS

Figura 7: indice de dafio de la enfermedad DAI, 0= sin dafio; 1= heces
blandas; 2= diarreas; 3= diarrea con sangrado, en ratones WT y STAT 1-/- siny
con tratamiento de AOM/DSS, durante 3 ciclos correspondientes a la induccion del
CAC. Los datos fueron registrados dos veces por semana durante 68 dias, los datos
corresponden a 5 animales por grupo los cuales representan el promedio £DS.
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6.3.-Obtencion de tumores de etapas temprana (TE) y tardias (TA) del
desarrollo tumoral.

Para la obtencién de tumores, se obtuvo el colon de los animales de cada
uno de los grupos (WT CTR, WT +AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-
+AOM/DSS) durante diferentes etapas del desarrollo tumoral. Una semana después
del segundo ciclo de DSS (dia 40) se consider6 como etapa temprana y dos
semanas después del tercer ciclo de DSS como etapa tardia (dia 68) (Figura 8B).
Al analizar el colon al dia 40 se observo que los animales STAT1-/-+AOM/DSS
presentaron enrojecimiento, sangre y heces reblandecidas, asi como un mayor
numero de tumores distribuidos de la zona media a distal en comparacion con los
animales WT +AOM/DSS (Figura 8B). A los 68 dias se determind que los dos
grupos presentaron tumores en un numero similar, 13 tumores para WT+AOM/DSS
y de 12 tumores para STAT1-/-+AOM/DSS en promedio sin presentar diferencias
significativas entre los grupos, estos tumores se ven distribuidos de la zona media
a la distal del colon (Figura 8A). Sin embargo, se determiné que los tumores de los
animales STAT1-/-+AOM/DSS fueron de mayor tamafio y se distribuyeron en mayor
extension en comparacioén con los ratones WT +AOM/DSS (Figura 8B).
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Figura 8.-lmagen representativa del colon durante el sacrifico en etapas
tempranas (TE) y tardias (TA) A) Imagenes representativas de los colon de los
diferentes grupos (WT CTR, WT +AOM/DSS, STAT1-/- CTRy STAT1-/-+AOM/DSS)
en etapa temprana (TE) dia 40 y etapa tardia (TA) dia 68. B) Media de tumores por
animal para el grupo WT+AOM/DSS a los 68 dias.
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6.4.-Cuantificacion e integridad de las proteinas en los macerados
tumorales.

Para determinar si en los macerados tumorales durante las diferentes etapas
se encontraban proteinas y si estas estaban integras al momento de ponerlas con
los cultivos celulares se analizé la integridad proteica en geles de acrilamida. En el
gel se muestra que las proteinas si estan presentes en los extractos tumorales,
obtenidos a partir de la induccién del CAC de las etapas TE y TA de ratones WT
+AOM/DSS y STAT1 -/- + AOM/DSS (Figura 9A y 9B). Se puede observar que se
tienen presentes proteinas tanto de alto peso molecular como de bajo peso
molecular; esto nos indica que las proteinas presentes de los extractos de tumor de
etapa temprana (TE) si estan integras para ambos grupos, tanto WT+AOM/DSS y
STAT1-/-+AOM/DSS donde cada una de las muestras proviene de un individuo por
lo tanto para cada grupo se tienen 3 muestras Figura 9A. En la Figura 9B
correspondiente a macerados de etapa tardia se observa que de igual manera las
proteinas estan integras ya que tenemos las proteinas de alto peso molecular y las
de bajo peso molecular de ambos grupos WT+AOM/DSS y STAT1-/-+AOM/SS con
4 muestras cada grupo. En el gel de integridad de proteinas, resulta interesante que
las bandas proteicas provenientes de animales diferentes presentan en algunos
casos patrones distintos. En este caso no se analizaron las diferencias entre
ratones, pero resultaria interesante tomar en cuenta el tamafio del tumor y su efecto
en la diferenciacion de los macréfagos.
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Figura 9: Gel de integridad de proteinas

Figura 9.- Gel de integridad de proteinas, tomadas de los extractos
tumorales obtenidos a partir de la induccién del CAC de las etapas tempranas (TE)
y tardias (TA) de ratones WT +AOM/DSS y STAT1 -/-+AOM/DSS. A) Proteinas
provenientes de los extractos tumorales de (TE) de ratones WT+AOM/DSS vy
proteinas provenientes de los extractos de tumor (TE) de ratones STAT1-/-
+AOM/DSS, 3 muestras por grupo. B) Proteinas provenientes de los extractos
tumorales de (TA) de ratones WT+AOM/DSS y proteinas provenientes de los
extractos de tumor (TA) de ratones STAT1-/-+AOM/DSS cada grupo con 4
muestras. Cada muestra representa a los extractos tumorales de un solo raton.

29



6.5.-Diferenciacion y estimulacion de células de la médula 6sea (CMO).

Un elemento importante para evaluar los diferentes estimulos con las
interleucinas y los macerados de tumores, son los macrofagos derivados de médula
o0sea (MDMO). Para ello se efectud la extracciéon de medula 6sea de animales WT,
la cual contiene células pluripotenciales que pueden ser diferenciadas a
macrofagos, por factores de crecimiento y diferenciacion especificos, en este caso,
por medio del Factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF). En la Figura
10, se muestran las células de medula 6sea (CMO) mas el M-CSF a una
concentracion de 20ng/ml, al dia 1 que no estan diferenciadas, al dia 3 tenemos el
segundo estimulo de las CMO+MCSF donde comienzan a presentar la forma
alargada y las células se adhieren al fondo de la placa caracteristica de los
macrofagos y por ultimo tenemos las CMO+MCSF al dia 7 en donde se observan
células de forma estrellada y alargada bien adheridas a la placa correspondientes a
la morfologia de macrofagos.

CMO+ MCSF CMO+ MCSF CMO+ MCSF
DIA 1 DIA 3 DIA 7

A B

Figura 10.- Diferenciacion de células de medula 6sea (CMO) a Macrofagos
con Factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) a 20ng/ml. A) Células
provenientes de médula 0sea sin diferenciar ya que al dia 1 se coloca el 1° estimulo
B) Macrofagos diferenciados a partir de médula ésea con el 2° estimulo de MCSF-.
C) células diferenciadas a macrofagos después del 3° estimulo de MCSF. Células
en medio de cultivo DMEM completo a 37°C en una atmosfera de CO2 al 5%
(Microscopio 6ptico; a un aumento de 20 x).
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6.6.-Macrofagos silvestres estimulados con macerados tumorales de
etapas tempranas y tardias.

Una vez que se determind que las células de medula 6sea se habian
diferenciado a macréfagos a partir de factor estimulante de colonias de macréfagos
M-CSF se les agregaron los estimulos: LPS, LPS+IFNy, IL4+IL13 y los macerados
de los tumores de la etapa temprana (TE) y de la etapa tardia (TA) a diferentes
concentraciones: WT AOM/DSS 25ug, WTAOM/DSS 50ug, STAT1-/- AOM/DSS
25ug y STAT1-/- AOM/DSS 50ug. Ademas, para determinar qué efecto tenian los
macerados tumorales sobre la respuesta de las células a otros estimulos, estos se
administraron a diferentes concentraciones junto con LPS o IL-4/IL-13:
WT+AOM/DSS 25ug + LPS, WT+AOM/DSS 25ug + IL-4/IL-13, STAT1-/- AOM/DSS
25ug + LPS y STAT1-/- AOM/DSS 25ug + IL-4/IL-13. El lipopolisacarido (LPS) y el
interferon gamma (IFNy) son factores estimulantes que favoreceran Ila
diferenciacion a macréfagos M1, por el contrario, las interleucinas 4 (IL-4) y 13 (IL-
13) son usadas para favorecer a los macréfagos con un perfil M2.

En la figura 11 se muestran los macréfagos que recibieron los estimulos
tanto de las interleucinas como los macerados de tumor después de 48hr. Figura
11A donde en el grupo control CTR tenemos la presencia de células previamente
diferenciadas no vemos cambios en los macréfagos, LPS células diferenciadas mas
lipopolisacaridos a 1ug/ml, no presenta un cambio muy claro al observar la placa no
hay presencia de tantas células, LPS+IFNy células diferenciadas mas
lipopolisacaridos a 1ug/ml mas interferén a 50ng/ml, al igual en el tratamiento con
LPS se ven menos células; IL4/IL13 células diferenciadas, mas I1L4=20ng/ml +
IL13=20ng/ml; vemos un aumento de células y la morfologia de los macrofagos se
ve mas definida; WT AOM/DSS 25ug (TE): diferenciadas mas extracto de tumor del
dia 40 a 25ug; las células se mantienen diferenciadas y se ven en buen estado; WT
AOM/DSS 25ug (TA): células diferenciadas mas extracto de tumor del dia 68 a una
concentracion de 25ug; las células se ven en buen estado y con un morfologia
definida, , WT;AOM/DSS 50ug (TE): células diferenciadas mas extracto de tumor
del dia 68 a una concentracion de 50ug; las células no se ven del todo latentes
WT;AOM/DSS 50ug (TA): células diferenciadas mas extracto de tumor del dia 68 a
una concentracion de 50ug; las células no se ven del todo latentes, STAT1-/-
AOM/DSS 25ug (TE) : células diferenciadas mas extracto de tumor del dia 40 a
25ug; las células no se ven latentes y no parecen estar completamente adheridas,
STAT1-/-; AOM/DSS 25ug (TA): células diferenciadas mas extracto de tumor del dia
68 a una concentracién de 25ug; se observa un mayor numero de células con una
buena latencia, STAT1-/- AOM/DSS 50ug (TE): células diferenciadas mas extracto
de tumor del dia 40 a una concentracién de 50ug; las células se ven poco definidas
STAT1-/- AOM/DSS 50ug (TA): células diferenciadas mas extracto de tumor del dia
68 a una concentracion de 50ug; las células se pueden ver sin embargo se observa
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un menor numero de células. En la Figura 11B se observan las células con los
extractos de tumor de los WT+AOM/DSS y los STAT1-/-+AOM/DSS ambos en una
concentracion de 25 ug de etapa temprana mas los controles positivos LPS e
IL4/IL13, para posteriormente poder identificar tanto al perfil M1 y M2. Esto se llevo
acabo para corroborar que las células presentes en el cultivo se habian diferenciado
a macrofagos y que la presencia de los diferentes estimulos, no afectaban a las
células ya que el aumento celular era proporcional al grupo control.
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Figura 11. -Células diferenciadas a macréfagos estimuladas de ratones
provenientes de WT (BALB/c) con los diferentes grupos control y los extractos
de tumores tanto de WT y STAT1-/- (tumores de las etapas temprana y tardia
dias 40 y 68) donde cada uno de los pozos contiene 5x10° células; A) comenzando
por la esquina superior izquierda tenemos; CTR: células sin estimulo WT
diferenciadas con MCSF; LPS: células diferenciadas mas lipopolisacaridos a
1ug/ml; LPS+IFNy: células diferenciadas mas lipopolisacaridos a 1ug/ml mas
interferon gamma a 50ng/ml; IL-4+1L-13: células diferenciadas, mas IL4=10ng/ml +
IL13=10ng/ml; WT AOM/DSS 25ug (TE): diferenciadas mas extracto de tumor del
dia 40 a 25ug; WT AOM/DSS 25ug (TA): células diferenciadas mas extracto de
tumor del dia 68 a una concentracion de 25ug; WT;AOM/DSS 50ug (TA): células
diferenciadas mas extracto de tumor del dia 68 a una concentracién de 50ug;
STAT1-/- AOM/DSS 25ug (TE) : células diferenciadas mas extracto de tumor del
dia 40 a 25ug ; STAT1-/-; AOM/DSS 25ug (TA): células diferenciadas mas extracto
de tumor del dia 68 a una concentracion de 25ug; STAT1-/- AOM/DSS 50ug (TA):
células diferenciadas mas extracto de tumor del dia 68 a una concentracién de 50ug;
B) WT; AOM/DSS 25ug (TE)+LPS: células diferenciadas mas extracto de tumor del
dia 40 a una concentracion de 25ug; STAT1-/-;AOM/DSS 25ug (TE)+IL4/IL13:
células diferenciadas mas extracto de tumor del dia 40 a una concentracion de 25ug;
STAT1-/-;25ug (TE)+LPS: células diferenciadas mas extracto de tumor del dia 40 a
una concentracion de 25ug; STAT1-/-;25ug (TE)+IL4/IL13: células diferenciadas
mas extracto de tumor del dia 40 a una concentracion de 25ug . Cada pozo con 2
ml de medio completo (DMEM+SBF). (Se observé en un microscopio éptico a 20x).

6.7.-Determinacion de la produccion de Oxido Nitrico en los
sobrenadantes de los cultivos.

Después de administrar los diferentes estimulos se determiné la produccion
de 6xido nitrico (ON) en los sobrenadantes de las células (Figura 12). Como era de
esperarse se demostrd que los grupos con LPS o LPS+IFNy presentaron una mayor
produccion de ON en comparacién al grupo control. Los grupos con macerados
tumorales no mostraron una produccion significativa de ON. Sin embargo, los
grupos con macerados tumorales que ademas recibieron LPS fueron capaces de
producir ON, indicando que la presencia del macerado tumoral no inhibe su
capacidad de respuesta a un estimulo como el LPS (Figura 12). La produccion de
nitritos estd mas relacionada con los M1 y siendo el LPS uno de los indicadores de
este perfil vemos que hay una mayor produccion en los grupos que lo presentan
(LPS, LPS+IFNy; WT+AOM/DSS 25ug (TA)+LPS y STAT1-/-+AOM/DSS 25ug
(TA)+LPS).
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Figura 12: Determinacion de 6xido nitrico por el método de Griess,
los grupos (CTR, LPS, LPS+IFNy, IL4/IL13**, WT+AOM/DSS 25ug (TE)**,
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6.8.-Evaluacion de cambios en la expresion de marcadores asociados a
macrofagos M1 o M2 en respuesta a los diferentes estimulos, en células
diferenciadas a partir de medula 6sea de animales WT.

Para corroborar que efectivamente las células presentes en el cultivo se
habian diferenciado a macréfagos en presencia de M-CSF vy si la presencia de los
diferentes estimulos, asi como de los macerados tumorales no afectaban su
diferenciacion, se llevo a cabo un analisis por citometria de flujo (Figura 13A). Para
ello se escogieron los marcadores como CD11b+ (molécula de adhesion propia de
monocitos) y F4/80 (glicoproteina expresada en macréfagos murinos también
conocido como EMR1 o Ly71). En la Figura 13B se observa el porcentaje de células
CD11b+F4/80+ en donde el 96% de las células en el cultivo corresponden a
macrofagos de manera independiente al estimulo que fue administrado. Estos
resultados indican que las células se diferenciaron de manera adecuada y que el
cultivo por 48h en particular con los macerados tumorales no afectdé su
diferenciacion y viabilidad.
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FIGURA 13.- Anadlisis por citometria de flujo de macréfagos
diferenciados a partir de células de medula ésea (CMO) provenientes de
ratones WT y estimuladas. A) Imagenes representativas de dot plot. % de células
Cd11b+F4/80+. B) Grupos analizados por citometria de flujo: (CTR, LPS,
LPS+IFNy, IL-4+IL-13, WT+AOM/DSS-25ug (TE), WT+AOM/DSS-25ug (TA),
WT+AOM/DSS 50ug(TA), STAT1-/-+ AOM/DSS-25ug (TE), STAT1-/-+AOM/DSS-
25ug(TA), STAT1-/-+AOM/DSS-50ug (TA), WT+AOM/DSS-25ug(TE)+LPS, STAT1-
[-+AOM/DSS-25ug (TE)+IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25ug(TE)+LPS, STAT1-/-
+AOM/DSS-25ug(TE)+IL4/IL13). La adquisicion se realizo en el quipo (Invitrogen
Attune NxT flow cytometer).
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Para determinar si los macréfagos diferenciados que estuvieron en contacto
con los macerados tumorales provenientes de diferentes etapas de desarrollo de
animales silvestres (WT) o deficientes en STAT1-/-, afectaban la expresion de
marcadores de superficie relacionados con macréfagos alternativos, se analizé por
citometria de flujo cambios en la expresion del marcador de superficie PDL2. En la
Figura 14 A se muestra la estrategia experimental para seleccionar la region
CD11b+F4/80+PDL2+. En la Figura 14 B se observan los gréaficos representativos
de las células estimuladas con los diferentes tratamientos marcadas con los
anticuerpos F4/80+ PDL2+. En la figura 14B y 14C se observa que los grupos CTR,
LPS, LPS+IFNy expresan en un muy bajo porcentaje PDL2, por el contrario, y como
era de esperarse mas del 65% de los macréfagos estimulados con IL-4/IL-13
expresan de manera importante PDL-2 lo que coincide con un fenotipo M2. En los
grupos que recibieron IL-4/IL13 junto con los macerados tumorales provenientes de
animales WT o STAT1-/- no se afectd la respuesta a estas citocinas mostrando
porcentajes elevados en la expresion de PDL-2 (>60% células F480+PDL2+). De
manera interesante, los macréfagos estimulados con 50ug de macerados tumorales
de un raton STAT1-/-+AOM/DSS de etapa tardia aumentaron la expresion de PDL-
2 en comparacion con las células control (5.50 en el CTR vs 8.85 en STAT1-/-
+AOM/DSS 50ug (TA). Sin embargo, no se observan diferencias significativas.
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FIGURA 14.- Analisis por citometria de flujo de células de medula é6sea
(CMO) provenientes de ratones WT diferenciadas y estimuladas.A) Plot’s de la
estrategia experimental para llevar acabo el analisis de la citometria de flujo
B)Para el analisis de citometria se hizo el analisis de los tratamientos (CTR, LPS,
LPS+IFNy, IL-4+IL-13*, WT+AOM/DSS-25ug (TE), WT+AOM/DSS-25ug (TA)*,
WT+AOM/DSS-50ug (TA), STAT1-/-+AOM/DSS-25ug (TE), STAT1-/-+AOM/DSS-
25ug (TA), STAT1-/-+AOM/DSS-50ug (TA), WT+AOM/DSS-25ug (TE)+LPS,
WT+AOM/DSS-25ug (TE)+IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25ug (TE)+LPS; STAT1-
/-+AOM/DSS-25ug (TE)+IL4/IL13) de las células CD11b+ se seleccionaron las
F4/80+PDL2+ (perfil alternativo). C) Porcentaje de células CD11b+F4/80+PDL2+.
p<0.05 * p<0.01** p<0.001***
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6.9.-El estimulo con macerados tumorales favorece la expresion de FIZZ1 y
disminuye la TNFa en los macréfagos.

Para determinar si los macerados tumorales afectaban la expresion de
marcadores asociados a macréfagos M1 como iNOS y TNFa o M2 como arginasa-
1y FIZZ1, se llevé a cabo un analisis por medio de un RT-PCR. En la Figura 15A,
B, C se observa que las células estimuladas con LPS y LPS/IFNy expresan de
manera importante iINOS y TNFa, por el contrario, las células estimuladas con
IL4/IL13 expresan en mayor medida Arginasa y en menor proporcion TNFa (Figura
15A, D). De manera interesante, los macréfagos estimulados con macerados
tumorales de ratones silvestres disminuyen la expresién de TNFa e iNOS mientras
que promueven una importante expresion de Fizz1 respecto al grupo control (Figura
15A, B y E). Estos resultados indican que los macerados tumorales inciden en la
expresion de marcadores caracteristicos de los macréfagos y podrian favorecer un

perfil M2.
El estimulo con macerados tumorales de animales WT favorece la expresion

de Fizz1 y disminuye la expresion de TNF-a en los macréfagos

wT WT
A) CTR LPS+IFN IL4/1L13 AOM/DSS AOM/DSS B)
25ug (TA)  50pg (TA) ) o )
1.5+ ' Fkk - |
TNFa ﬁ D e — N | = mm CTR
- LPS +INF
- < == WT+AOM/DSS
ARG [ e W D & 2505 (TA)
- S £ 057 . WT+AOM/DSS
F1ZZ1 [ 50ug (TA)
GAPDH| e | s s s wswwn| 00
o)) D) E)
8_
L sk | 104 . 2 |
! . ' T | 2.0 - :
]—' * |} * 1 *
T 6 I * E 84 o ) b ¢
=] | ddekk  ekkek | ekk g T E 1.5
g iy "
< X 61 % o
S 4 = —— <
& < 9 1.04
o * = 44 ~
2 — B N
= 5 (L] = 05
x 2 =
<
0- == 0 . . 0.0

Figura 15.- Analisis de la expresion de marcadores asociados a macrofagos
M1 y M2 en los macréfagos que recibieron los diferentes estimulos. A) Imagen
representativa de la expresién de iINOS, TNF-q, arginasa y FIZZ1 en macrofagos
con los tratamientos CTR, LPS+IFNy, IL4/IL13, WT+AOM/DSS 25ug (TA) y
WT+AOM/DSS 50ug donde tenemos a GAPDH como gen constitutivo. En la Figura
B) tenemos la grafica que muestra la expresién de TNFa, C) iNOS, D) arginasa-1,
E) Fizz1. p<0.05 * p<0.01** p<0.001***.
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6.10.-Macrofagos STAT1-/- estimulados con macerados tumorales de etapas
tempranas y tardias.

Con el objetivo de analizar el efecto de los macerados tumorales en
macrofagos provenientes de animales STAT1-/-, se obtuvieron células de medula
o0sea las cuales se cultivaron con M-CSF durante 7 dias. Posteriormente, se
pusieron en contacto con los diferentes estimulos: LPS, LPS+IFNy, IL4+IL13 o con
los macerados tumorales de etapas tempranas (TE) o tardias (TA) provenientes de
animales WT o STAT1-/-.

En la figura 16 se muestran las células diferenciadas a macréfagos con los
diferentes estimulos a las 48 hr, en donde se observa la morfologia tipica de
macrofagos en respuesta a los diferentes tratamientos. Células de médula ésea
provenientes de animales WT o STAT1-/- cuando se cultivan con M-CSF proliferan
y se diferencian a macrofagos de manera similar.

CTR LPS LPS+IFN IL4/1L13

WT+AOM/DSS WT+AOM/DSS WT+AOM/DSS
25ug (TE) - 50ug (TA)

STAT1-/-+AOM/DSS
25ug (TE)
ST g
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Figura 16.- Células de médula ésea de ratones STAT1-/- cultivadas con
M-CSF durante 7 dias y que posteriormente recibieron los diferentes estimulos.
Comenzando por la esquina superior izquierda tenemos;A) CTR, LPS, LPS+IFNy,
IL-4+IL-13,WT+AOM/DSS-25ug (TE), WT+AOM/DSS-25ug (TA), WT+AOM/DSS-
50ug(TA),STAT1-/-+AOM/DSS-25ug (TE), STAT1-/-+AOM/DSS-25ug(TA), STAT1-
/-+AOM/DSS-50ug(TA) B) WT+AOM/DSS-25ug (TE)+LPS, STAT1-/-+AOM/DSS-
25ug(TE)+IL4/1L13, STAT1-/-+AOM/DSS-25ug (TE)+LPS, STAT1-/-+AOM/DSS-
25ug(TE)+IL4/IL13. Se observo en un microscopio 6ptico a un aumento de 20x.

6.10.1.-Evaluacion de cambios en la expresion de marcadores asociados a
macrofagos M1 o M2 en respuesta a los diferentes estimulos, en células
diferenciadas a partir de medula 6sea de animales deficientes en STAT1
(STAT1-/-).

Para corroborar que efectivamente las células presentes en el cultivo se
habian diferenciado a macréfagos en presencia de M-CSF vy si la presencia de los
diferentes estimulos, asi como de los macerados tumorales no afectaban su
diferenciacidon por tratarse de animales deficientes en STAT1, se llevo a cabo un
analisis por citometria de flujo (Figura 17A). Para ello se escogieron los marcadores
CD11b+ (molécula de adhesion propia de monocitos) y F4/80 (glicoproteina
expresada en macréfagos murinos también conocido como EMR1 o Ly71). En la
Figura 17B se observa el porcentaje de células CD11b+F4/80+ en donde el 60% de
las células en el cultivo corresponden a macréfagos de manera independiente al
estimulo que fue administrado. Sin embargo, es importante mencionar que estas
células no se diferenciaron con la misma eficiencia que las células provenientes de
un animal WT ya que apenas el 13% fue positivo para el marcador CD11b. De este
13% el 62.7% fueron F4/80+.
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FIGURA 17.- Anadlisis por citometria de flujo de macréfagos
diferenciados a partir de células de medula ésea (CMO) provenientes de
ratones STAT1-/- y estimuladas. A) Imagenes representativas de Plot’s. B) % de
células Cd11b+F4/80+: (CTR, LPS, LPS+IFNy, IL4/IL13, WT+AOM/DSS-25ug(TE),
WT+AOM/DSS-25ug(TA), WT+AOM/DSS-25ug(TA)+LPS, WT+AOM/DSS-25ug
(TA) IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25ug (TE), STAT1-/-+AOM/DSS+25ug(TA),
STAT1-/-+AOM/DSS-25(TA) LPS, STAT1-/-+AOM/DSS-25ug(TA)+IL4/IL13. La

CD11b+

adquisicion se realizé en el quipo (Invitrogen Attune NxT flow cytometer).
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Para determinar si los macréfagos diferenciados que estuvieron en contacto con los
macerados tumorales provenientes de diferentes etapas de desarrollo de animales
deficientes en STAT1-/-, afectaban la expresibn de marcadores de superficie
relacionados con macrofagos alternativos, se analizé por citometria de flujo cambios
en la expresion del marcador de superficie PDL2. En la Figura 18 A se muestra la
estrategia experimental para seleccionar la region CD11b+F4/80+PDL2+. En la
Figura 18 B se observan los graficos representativos de las células estimuladas con
los diferentes tratamientos marcadas con los anticuerpos F4/80+ PDL2+. En la
figura 18B y 18C se observa que los grupos CTR, LPS, LPS+IFNy expresan en un
muy bajo porcentaje PDL2, por el contrario, y como era de esperarse un promedio
del 20% de los macrofagos estimulados con IL-4/IL-13 expresan de manera
importante PDL-2 lo que coincide con un fenotipo M2. En los grupos que recibieron
IL-4/IL13 junto con los macerados tumorales provenientes de animales WT o
STAT1-/- no se afectd la respuesta a estas citocinas mostrando porcentajes
elevados en la expresion de PDL-2 (>20% células F480+PDL2+). De manera
interesante, los macréfagos estimulados provenientes de medula 6sea de ratones
STAT1-/-, vemos que se ven disminuidos de manera importante y no se observan
diferencias significativas, esto probablemente se deba al poco numero de células
que se diferenciaron. Seria interesante evaluar si la deficiencia en STAT1 afecta la
diferenciacién de células CD11b.
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FIGURA 18.- Analisis por citometria de flujo de células de medula ésea
(CMO) provenientes de ratones STAT1-/- diferenciadas y estimuladas, A) Plot’s
de la estrategia experimental para llevar acabo el analisis de la citometria de flujo
B)Para el analisis de citometria se hizo el analisis de los tratamientos(CTR, LPS,
LPS+IFNy, IL-4+IL-13*, WT+AOM/DSS 25ug (TE), WT+AOM/DSS 25ug (TA)*,
WT+AOM/DSS 50ug (TA), STAT1-/-+AOM/DSS 25ug (TE), STAT1-/-+AOM/DSS
25ug (TA). STAT1-/-+AOM/DSS 50ug (TA), WT+AOM/DSS 25ug (TE)+LPS,
WT+AOM/DSS 25ug (TE)+IL4/IL13, STAT1-/- AOM/DSS25ug (TE)+LPS, STAT1-/-
+AOM/DSS 25ug (TE)+IL4/IL13) de las células CD11b+ se seleccionaron las
F4/80+PDL2+ (perfil alternativo). C) Porcentaje de células CD11b+F4/80+PDL2+.
p<0.05 *.

47



Discusion

En este estudio se mostré que la induccién de CAC con AOM+DSS no se
desarrolla de la misma manera en animales silvestres (WT) y deficientes en STAT1
(STAT1-/-). Los ratones STAT1-/- podrian ser mas susceptibles, ya que presentaron
una reduccion en el peso corporal considerable y un mayor indice de dano de la
enfermedad en comparacion a los animales silvestres. Estudios previos en el
laboratorio mostraron que los animales STAT1-/- durante el desarrollo del CAC
presentan un aumento en la inflamacién, en la formacion de tumores, asi como en
la proliferacion de las células epiteliales en el colon, indicando que STAT1 actua
como una molécula supresora de tumores durante el cancer colorrectal (Ledn-
Cabrera et al., 2018). El hecho de que los tumores se desarrollen de manera mas
rapida en deficiencia de STAT1, sugiere que el microambiente tumoral es distinto y
que puede ser propicio para favorecer el crecimiento de estos. Los macréfagos
asociados a tumores (TAM’'s) son el principal componente de los infiltrados
leucocitarios en el estroma de varios tumores y son reguladores clave entre la
inflamacion y el cancer (Cavnar MJ et al., 2017). Los macrofagos residentes de
tejido circundante son reclutados dentro y alrededor del tumor mediante la secrecion
de moléculas quimio-atrayentes y factores de crecimiento (CSF-1/M-CSF, GM-CSF,
VEGF y CCL2/MCP-1) derivadas de células tumorales. Sin embargo, cuando el
tumor llega a desarrollarse por completo, monocitos circulantes llegan a infiltrarse
dentro del tejido tumoral mediante la liberacién de CCL2 por parte de las células
tumorales y llegan a madurar a TAM’s. Ademas, existe evidencia que sugiere que
los macréfagos derivados de monocitos y los macrofagos residentes de tejido
pueden coexistir dentro del estroma tumoral. Por lo tanto, en este trabajo se estudié
si los macerados tumorales obtenidos de diferentes etapas dentro del crecimiento
tumoral podrian influir en la diferenciacidén de los macréfagos utilizando marcadores
propios de macrofagos M1 o M2.

La obtencion de tumores tanto de las etapas tempranas como tardias dia 40
y 68 respectivamente, se obtuvieron a partir del modelo experimental (Tanaka et al;
2009- Leodn-Cabrera 2017), sin embargo, en este modelo la etapa temprana es el
dia 20 para este experimento consideramos el dia 40 como etapa temprana debido
que en esta etapa ya tenemos tumores establecidos; y el objetivo es saber si los
macrofagos estan involucrados en el desarrollo tumoral y el microambiente, y cual
es el perfil predominante en este microambiente dentro de los TAM's.

Al obtener extractos de tumor vimos la integridad de las proteinas, donde las
proteinas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio que
tenga un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de
desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La velocidad de migracion
es proporcional a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto
mayor carga por unidad de masa mas rapida sera la migracién. Empleando geles
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de silice o de acetato de celulosa y aplicando las proteinas en una zona estrecha
en torno a los electrodos se pueden determinar diferencias de carga neta (carga
total/masa) entre proteinas (Chen et al; 2010). Por lo tanto, si las bandas quedan en
la parte mas cercana al corrimiento sabremos que son proteinas de alto peso
molecular y por el contrario si se alejan mas podremos decir que son de menos peso
molécula (Bandow J. et al., 2008). En esta ocasion lo unico que nos interesaba era
saber si estaban integras por lo cual nuestro criterio fue que si aprecian las bandas
quiere decir que las proteinas estaban en buen estado.

Por otro lado, tenemos la diferenciaciéon de macréfagos derivados de medula
6sea (MDMO), se trabajo6 este grupo celular por la plasticidad que presentan incluso
después de la diferenciacion, esto les permite adaptarse a un entorno cambiante y
aun asi cumplir con sus funciones inmunitarias (Ruweka et al., 2014), Una vez
diferenciadas las células de medula ésea a macrofagos a partir de factor estimulante
de colonias de macrofagos; se les agregan estimulos de citocinas como LPS,
LPS+INFy, IL4+IL13 y los macerados de los tumores son del dia 40 y 68 de la
induccion del CAC, tanto para los ratones WT como los ratones STAT 1-/-. Los
lipopolisacaridos (LPS) son usados para diferenciar un perfil M1, interferén (IFNy)
ya que es un factor estimulante de macrofagos, interleucina-4 (IL-4) usado para
identificar a los macréfagos con un perfil M2; ya que actua como antiinflamatorio al
bloquear la sintesis de IL-1, TNF-q, IL-6 y la proteina inflamatoria del macrofago y
por ultimo la interleucina-13 (IL-13) también usado para diferenciar el perfil M2; ya
que modula la produccion delL-1, TNFIL-8y de la proteina inflamatoria
del macrofago. Estimula el crecimientoy la diferenciacion de las células B, e inhibe
las células Th1, asi como la produccion de citocinas inflamatorias (Marech et al.,
2016-Benoit et al.., 2008). Al colocarlos extractos de los tumores tanto de ratones
WT (AOM) como los ratones STAT 1-/- (AOM); se busca entender el papel que
juegan los macréfagos y saber hacia qué perfil se dirigen.
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murinos, cambios fagolisosomales y aumento en la expresion de MHC [I, CD86 y
d
e

I
a

Para identificar las células se realizo el analisis por citometria, el cual se llevo
5 cabo a partir de la diferenciacion de las células obtenidas de medula 6sea y
reviamente diferenciadas con el M-CSF, y en presencia de los diferentes
E'atamientos en los cuales se incluyen los macerados de tumor; que incluyen a los
JAM’s; por lo cual inferimos que los TAM's estan involucrados en la liberacion de
numerosos factores como las citocinas los factores de crecimiento que influyen en
el comportamiento de las células tumorales. Se considera que los monocitos tienen
plasticidad funcional y fenotipica que les permite diferenciarse en dos estados de
polarizacion: los macréfagos M1y M2, dependiendo del entorno de las citocinas en
el microambiente tumoral (Lundholm. et al., 2015). En este analisis tenemos los
I8nticuerpos que van desde los que marcamos monocitos circulantes hasta los
anticuerpos particulares para los macréfagos M2; donde CD11B (para monocitos);
4/80 (para macrofagos); MMR receptor de manosa o CD206 (macrofagos de perfil
glternativo M2) y PDL2-PE o B7-DC se denomina también ligando de muerte 2
Rrogramado (macrdéfagos alternativos M2) marcadores de superficie celular, donde
e hizo el analisis en conjunto para CD11B+F4/80+ obteniendo asi las doble
ositivas el cual fue el indicativo de que efectivamente lo macrofagos con
[)ratamiento estaban presentes aproximadamente en un 95%. (Duque et al., 2007-
ouza., 2014). El marcador PDL2 es uno de los mas utilizados para la identificacion
e los macréfagos M2 ya que se ha demostrado que monocitos circulantes
Fstimulados en presencia de IL-4 expresan cantidades importantes de PDL-2 y se
consideran como macrofagos alternativos (Mahesh G.U. et al., 2014 -N. Rozali. E.et
al., 2012). En nuestros experimentos las células CTR no mostraron un aumento en
Ea expresion de PDL-2, por el contrario, como era de esperarse los macrofagos
gstimulados con IL4/IL3 expresaron cantidades importantes. Se observo que una
vez que se colocaban los tratamientos con extractos de tumor en los grupos vemos
que hay un ligero aumento en la expresion de PDL-2 en los tratamientos de etapa
tardia con una concentracion de 50ug tanto en los extractos de tumor provenientes
de ratones WT y STAT1-/-, sugiriendo que los componentes presentes en los
macerados tumorales pueden influir en la diferenciacion de los macréfagos en el
Lrpicroambiente tumoral

a En el analisis de RT-PCR vemos que la expresidn de genes relacionados con
los TAM’s y su polarizacion de los macrofagos hacia un fenotipo proinflamatorio
(M1) o antiinflamatorio (M2), en respuesta a los diferentes tratamientos (CTR,

DPS+IFNy, IL4/IL13, WT+AOM/DSS 25ug (TA) y WT+AOM/DSS 50ug), vemos la
n
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expresion de genes relacionados con ambos perfiles basandonos en trabajos
previos donde vieron que los esplenocitos adherentes enriquecidos para
macrofagos se cultivaron con o sin lipopolisacarido (LPS), una combinacion de
interferon (IFNy) y factor de necrosis tumoral (TNFa) o interleucina (IL-4). Donde el
papel de marcadores M1, fueron el oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), IL-6, IL-
18 y TNF-a y M2, incluyendo arginasa-1 (Arg1), Ym1 y encontrado en la zona
inflamatoria 1 (FIZZ1) (Mahbub S.et al., 2012), donde vemos que efectivamente el
grupo control positivo (LPS+IFNy) para el perfii M1 se denota un aumento
considerable con respecto a los otros tratamientos obteniendo asi diferencias
significativas comparadas para iNOS (McNeill et al; 2015); siendo asi que para
TNFa vemos un aumento en el control positivo lo cual concuerda con estudios
previos, siendo aqui el dato interesante el cual nos lleva a inferir que se esta
expresando un perfil M1 en el control positivo (Campos M. et al., 2006). Para ver la
expresion de los macréfagos M2 se tomd en cuenta la expresion de los genes
arginasa-1 y Fizz1, al medir la arginasa-1 se sabe que esta implicada en relacion
con SOCS1 para que los macréfagos se conviertan en M2 secretando expresando
asi la ARG-1 (Briken V. ; M. Mosser D. 2011), en los resultados presentados vemos
una ligera elevacion de ARG-1 en los grupos (WT+AOM/DSS 25ug (TA) y
WT+AOM/DSS(TA) 50ug) sin embargo no vemos diferencias significativas entre los
grupos; el otro gen implicado en la diferenciaciéon de los M2 es FIZZ1 producen en
grandes cantidades en la inflamacién alérgica y en otros estados patoldgicos en los
que prevalece una respuesta de Th2 altamente polarizada; donde vemos que los
tratamientos con extractos de tumor (WT+AOM/DSS 25ug (TA) vy
WT+AOM/DSS(TA) 50ug); son los unicos que estan expresando este gen (Mahbub
S.et al., 2012); lo cual podria ser interpretado que al presentar la expresion de
ambos genes tenemos la presencia de TAM's sinembrago no podriamos asegurar
en qué medida se estan expresando tanto los M1 como los M2 ya que ambos son
extractos de etapa tardia, y vemos ambos perfiles expresados en ambos extractos
de tumor.

Conclusion

e Durante la induccién del CAC los ratones deficientes en STAT1-/-
presentaron un desarrollo tumoral acelerado acompanado de un mayor
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indice de dafio de la enfermedad, una mayor pérdida de peso corporal y la
aparicion de un numero importante de tumores en etapas tempranas (dia 40)
en comparacion con animales WT.

La proliferacién y la viabilidad celular de los macrofagos cultivados en
presencia de macerados tumorales provenientes de ratones WT o STAT1-/-
no se vio afectada por la presencia de estos.

En el gel de integridad de proteinas, resulta interesante que las bandas
proteicas provenientes de animales diferentes presentan en algunos casos
patrones distintos. En este caso no se analizaron las diferencias entre
ratones, pero resultaria interesante tomar en cuenta el tamafio del tumor y
su efecto en la diferenciacion de los macrofagos.

No se observaron diferencias en la produccion de ON en respuesta a los
macerados tumorales.

En los macrofagos estimulados con macerados de tumores desarrollados en
animales WT, la expresion de TNF-a (relacionada con la activacién clasica)
se vio disminuida, mientras que la expresion de FIZZ1 (relacionada con la
activacion alternativa) se vio favorecida.

Se obtuvo un menor porcentaje de células CD11b+ a partir de la
diferenciacion de células de médula ésea STAT1-/-.

En macroéfagos deficientes en STAT1 no se observaron diferencias en
respuesta a los macerados tumorales.

Estos resultados sugieren que los tumores WT o STAT1-/- interaccionan de
manera directa con los macréfagos e influyen de manera diferente en la
diferenciacion de estas células. Esto podria tener implicaciones importantes
en el inicio y/o la progresién tumoral.
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