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Introduccion

1- INTRODUCCION

1.1 Inflamacidon en autoinmunidad y cancer

El sistema inmunitario protege al organismo de las infecciones y del
desarrollo del cancer, manteniendo la tolerancia hacia los tejidos propios sanos y
las sustancias exdgenas no dafiinas, evitando reacciones autoinmunes y otros
trastornos inflamatorios. Para llevar a cabo este objetivo cuenta con diversas

células, tejidos y una amplia gama de moléculas solubles.

El sistema inmunitario responde a sefales de peligro endogenas y
exdgenas (1). Las sefiales de peligro desencadenadas por moléculas
microbianas extrafias son conocidas como patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs, del inglés “Pathogen-Associated Molecular Patterns”). Por
su parte, las sefales de peligro desencadenadas por componentes celulares,
liberados tras una lesion o muerte celular, son conocidos como patrones
moleculares asociados a dafios (DAMPs, del inglés “Damage-Associated
Molecular Patterns”) (1). Tanto los PAMPs como los DAMPSs son reconocidos por
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés “Pattern-
Recognition Receptors”) (2), expresados por diferentes tipos celulares, lo que
desencadena la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-1a/(3, IL-18, IL-
6 y TNF-a (3, 4). La produccion de estas citoquinas estimula la activacion y/o
perpetuacion de la respuesta inmunitaria, incluidas las respuestas humorales
(generacion de anticuerpos) y celulares, que en JUltima instancia son

responsables de eliminar la célula afectada y/o el patégeno.

La inflamacion es parte de una respuesta biolégica compleja al dafio celular
0 a una infeccion, a traveés de la cual el sistema inmunitario intenta eliminar o
neutralizar los estimulos perjudiciales, iniciando procesos de curacién y
regeneracion en los tejidos dafados. Aunque el papel beneficioso de la
inflamacion es defender al huésped y asegurar su supervivencia, una inflamacion
no resuelta frente a estimulos continuos suscita una respuesta inflamatoria
cronica, que sustenta muchos trastornos como enfermedad cardiaca o accidente
cerebrovascular. También puede conducir a trastornos autoinmunes, como la

artritis reumatoide y el lupus, asi como a la génesis y progresion de diferentes

1
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tipos de cancer (5, 6). Desafortunadamente, los mecanismos moleculares que
median en la eliminacion de patégenos y tumores son los mismos que
intervienen en las enfermedades inflamatorias y autoinmunes (7-11). Asi, el
equilibrio entre la sefializacion pro y antiinflamatoria durante la respuesta
inmunitaria del huésped es el punto crucial que dicta la eliminacion del patdgeno
y la resolucién de la inflamacién o, al contrario, la perpetuacion de la inflamacion

y la enfermedad (Figura 1.1).

X RAGE

(J
77 g

/ ¢ IL18
-1L1
pro-IL1p

N oLt

Citoquinas IFNs Tipo |
pro-inflammatorias

v

Inflamacion

Eliminacion de células

Autoinmunidad/cancer | fi. o tagas/transformadas

Figura 1.1 Principales rutas de inflamacion que conllevan a la activacion de respuestas
protectoras o dafiinas. TLRs: receptores tipo toll (del inglés, “Toll-Like Receptors”). CLRs:
receptores de lectina tipo C (del inglés, “C-type Lectin Receptors”). RAGE: receptor de los
productos avanzados de la glicacion (del inglés, “Receptor for Advanced Glycation end
Products”). NLRs: receptores tipo NOD (del inglés, “NOD-Like Receptors”). RLRs: receptores de
tipo RIG-I (del inglés, “Retinoic acid-Inducible Gene 1”). STING: estimulador de los genes de
interferon (del inglés, “Stimulator of Interferon Genes”). NF-kB: factor nuclear kappa B (del inglés,
“Nuclear Factor kappa B”). IRFs: factores reguladores del interferon (del inglés, “Interferon
Regulatory Factors”).


https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_(biochemistry)
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product
https://es.wikipedia.org/wiki/RLRs
https://es.wikipedia.org/wiki/RLRs
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1.2 Mecanismos de citotoxicidad de las células efectoras del
sistema inmunitario

La principal funcion de las células citotoxicas es la de eliminar células
infectadas o transformadas. A su vez, estas células pueden estar implicadas en
el dafio asociado a enfermedades inflamatorias y autoinmunes al ser importantes
productoras de citoquinas. También pueden inducir a otros grupos celulares para
que produzcan mas citoquinas, favoreciendo de esta forma la perpetuacion de
un ambiente inflamatorio. Dentro de las células citotoxicas se encuentran las
células asesinas naturales (NK, del inglés “Natural Killer”), las células T asesinas
naturales o células NKT (del inglés, “Natural Killer T cells”), los linfocitos T

citotoxicos (Tc o T CD8") y los linfocitos Tyd.

Las células NK, células NKT, los linfocitos Tyd y los linfocitos T CD8"
ejercen sus funciones citotoxicas sobre las células transformadas o infectadas a

través de tres mecanismos comunes (12, 13):

1. Secrecion de citoquinas como IFN-y y TNF-a.

2. Unién de los ligandos de muerte (FasL, TRAIL/Apo2L, TNF-a) a sus
receptores correspondientes, expresados en las células diana (Fas/CD95,
DR4/DR5, TNFR1).

3. La exocitosis granular.

1.2.1 Exocitosis granular

La exocitosis granular consiste en la liberacion de perforina (Perf, una
proteina formadora de poros), y granzimas (Gzms), que son proteinas de la
familia de serina proteasas. La Perf facilita la entrada de Gzms al interior de la
célula diana, permitiendo que estas enzimas cumplan sus funciones bioldgicas

intracelulares.
Este proceso ocurre en varias etapas (14, 15):

1. Sinapsis citotoxica entre la célula efectora y su célula diana. Proceso que
se asemeja a la sinapsis inmunolégica que se forma entre una célula T
CD4" y una célula presentadora de antigeno (APCs, del inglés “Antigen-
Presenting Cells) (16, 17).
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2. Migracion de los granulos citotéxicos, anclados a microtubulos, y del centro
organizador de microtubulos (MTOC, del inglés “MicroTubule-Organizing

Center”) hacia la sinapsis inmunolégica.

3. Fusion de los granulos citotoxicos con la membrana plasmatica de las

células efectoras, y liberacion de su contenido hacia la célula diana.

El primer paso para que se produzca la exocitosis granular es el
reconocimiento de la célula diana. Este reconocimiento se produce a través del
receptor de linfocitos T (TCR, del inglés “T Cell Receptor”) en el caso de los
linfocitos Tc, o a través de los receptores de activacion en las células NK.
Cuando dicho proceso se ha llevado a cabo, la célula citotoxica se adhiere a la
célula diana a través de integrinas como LFA-1 (del inglés, “Lymphocyte
Function-associated Antigen 1”), que reconocen moléculas de adhesion como
ICAM-1 (del inglés, “Intercellular Adhesion Molecule 17), en la superficie de ésta
(18, 19). Esta union se conoce como sinapsis inmunoldgica o agrupacion
supramolecular de activacion (SMAC, del inglés “Supra Molecular Activation

Cluster”).

Para que este proceso tenga lugar, son necesarias la polimerizacion de la
actina y la reorganizaciéon del citoesqueleto en la sinapsis. Esta reorganizacion
implica la acumulacién de filamentos de actina (F-actina) en la regién periférica
de SMAC (del inglés “Supramolecular Activation Cluster”), pSMAC, mientras que
la region central de SMAC (cSMAC) permanece en gran parte libre de actina,
permitiendo a los granulos citotoxicos entrar en contacto directo con la

membrana plasmatica en esta region (20, 21).

La reorientacion de MTOC depende de la sefializacion de proteinas como
ZAP70, LAT, Fyn o SLP76, implicadas en la transduccion de sefiales en los
linfocitos Tc y en las células NK (22, 23). MTOC produce una red de
microtubulos de tubulina orientados hacia la célula diana, que permiten la
translocacion de los granulos hacia la sinapsis (24). Seguidamente, proteinas
como AP-3, Rab27a y Muncl13-4 permiten el movimiento y la liberacién de los

granulos, asi como la fusién de estos con la membrana plasmatica (20, 25-27).
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En ultimo lugar, la esfingomielinasa acida proporciona elasticidad a la membrana

permitiendo que el contenido del granulo sea expulsado direccionalmente (28).

Los granulos citotoxicos estan compuestos tanto por proteinas que
Gnicamente se encuentran en este tipo de granulos, como por otras que se
encuentran también en los lisosomas. En la tabla 1.1 se resume el contenido de
los granulos citotéxicos, asi como la funcidon principal de cada una de estas

proteinas.

Perforina Formacidon de poros

Granzimas Proteasas de serina

Granulisina * Agente antimicrobiano

Calreticulina Inhibidor de la perforina

Catepsina C Activacién de las granzimas
Serglicina Unién a granzimas
Catepsina B Degradacion de la perforina
Serpinas Inhibidores de granzimas

Esfingomielinasa acida Degradacion esfingomielina/exocitosis granular

Catepsina D

Proteasa

Catepsina L

Proteasa

Receptor de manosa 6-fosfato

Tréfico de proteinas

ATPasa-H" Acidificador de los granulos

Arilsulfatasa Degradacion de polisacéaridos

B- Hexosamidasa Degradacion de polisacaridos

B- Glucoronidasa
CD63

Degradacion de polisacéaridos

Marcador lisosomal

Lamp 1 Marcador lisosomal

Tabla 1.1 Contenido de los granulos citotéxicos.*Expresado en rumiantes y primates y
ausente en roedores.

1.2.1.1 Perforina

La peforina (Perf) es una proteina formadora de poros, que media en la
muerte de las células diana. Su peso es aproximadamente 67 kDa y se
almacena en los granulos citotoxicos de las células NK, células NKT, linfocitos

Tc y linfocitos Tyd
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La Perf es una proteina altamente conservada desde los primates hasta los
peces (29), y es crucial para la funcion de los demas componentes involucrados
en la muerte celular mediada por la exocitosis granular, en particular para la
familia de las Gzms. Estas se liberan junto con Perf después de la formacion de
la sinapsis inmunoldgica (30-32). Con el uso de ratones deficientes en Perf, se
ha demostrado la importancia de esta proteina al verse muy comprometida la
capacidad citotoxica de los linfocitos (33), siendo estos ratones mas sensibles a
infecciones virales y al desarrollo de tumores (34). Se ha demostrado, ademas,
que los ratones deficientes en Perf infectados con altas dosis del virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV) desarrollaban linfohistiocitosis hemofagocitica,
similar a la linfohistiocitosis hemofagocitica familiar (FHL, del inglés “Familial
Haemophagocytic Lymphohistiocytosis) en humanos (33).

La Perf presenta homologia estructural con la proteina C9 del
complemento, responsable de la formacién del complejo de ataque a membrana
(MAC, del inglés “Membrane Attack Complex”). Posee un dominio N-terminal con
actividad litica, un fragmento de 150 amino&cidos con funcién desconocida, un
dominio central que forma una estructura de hélice a-anfipatica por la que se
inserta a la membrana, un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico
(EGF, del inglés “Epidermal Growth Factor”) y un dominio C2 en el extremo C-
terminal de unién a Ca?*, determinante para su activacion (35, 36).

La Perf se mantiene inactiva en el interior de los linfocitos citotoxicos. Su
actividad depende del pH y de la concentracién de Ca?*. La glicosilacién de su
zona C-terminal le impide la unién con Ca?* (34, 37). Por otro lado, el bajo pH
(pH <5) en los granulos citotéxicos, mantiene protonados residuos de aspartato
del dominio C2, impidiendo también su unién con el Ca?* intracelular. Ademas, la
proteina calreticulina actia como chaperona, manteniéndola en su conformacion
inactiva (38). La Perf se activa en las condiciones de pH neutro de la sinapsis
inmunolégica. Con respecto al Ca®", la Perf necesita como minimo una
concentraciéon de 100 pM de Ca** para unirse eficientemente a la membrana de
la célula diana. En el medio extracelular, las elevadas concentraciones de Ca®*
permiten que la Perf se una a este por el dominio C2, lo que induce un cambio

de conformacion que le permite a esta proteina unirse a la membrana de la

6
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célula diana y a otros monomeros de Perf, formando un poro de entre 5-20 nm
de didmetro (34, 36, 39).

No estd claro si la Perf en condiciones fisiologicas es suficiente para
provocar la muerte en las células diana debido a que éstas son capaces de
reparar el poro, bien por endocitosis, o bien movilizando membranas internas
(40). La Perf provoca la muerte de una célula por necrosis cuando se adiciona in
vitro a altas concentraciones (41). La funcién de esta proteina seria permitir la
entrada de las Gzms al interior de las células diana, las que seran responsables

de inducir muerte celular (34, 37).

La catepsina B proteoliza a la Perf, siendo este uno de los mecanismos de
proteccidén con que cuentan los linfocitos citotoxicos, que deben de ser capaces
de prevenir los efectos citotdxicos de la Perf y las Gzms (42). Esta proteasa
guedaria expuesta en la cara externa de la membrana del linfocito tras la
degranulacioén y, de esta forma, degradaria a la Perf que se hubiera podido unir a
la membrana del linfocito, antes de que forme el poro (43). Sin embargo, este
mecanismo no se ha podido confirmar con el uso de ratones deficientes en
catepsina B (44). El marcador lisosomal CD107a (Lamp1l), también podria actuar
como defensa frente a la accidén de la Perf en los linfocitos, al quedar también en
la cara externa de la membrana y formar una barrera que impediria la accion de
la Perf (45). Por ultimo, la SerpinaB9, un inhibidor de GzmB presente en los

granulos, podria proteger a los linfocitos de la accion de la GzmB (46).

Mecanismos propuestos para la accion de Perf

El mecanismo a través del cual la Perf permite la entrada de Gzms al
interior de la célula diana, todavia no se ha elucidado completamente. Varios
modelos han sido propuestos para explicar dicho mecanismo, todos basados en

las propiedades membranoliticas de la Perf (Figura 1.2).

En el mecanismo mas simple, la Perf crea poros (16-22 nm) en la
membrana de la célula diana, a través de los cuales las Gzms entran en dicha
célula (47-51). Sin embargo, estudios en los que se ha usado Perf recombinante,
indicaron que los poros formados no permitian el paso de proteinas mucho mas

pequeinas que las Gzms (52).
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Una teoria alternativa sugiere que la Perf y las Gzms se unen a la
membrana de la célula diana y se internalizan rapidamente en endosomas y
posteriormente la Perf forma poros en la membrana del endosoma, liberandose
Gzms al citosol. Inicialmente se propuso que el receptor de manosa 6 fosfato
podria ser responsable de la union de las Gzms a la membrana para su posterior
endocitosis (53). Sin embargo, se ha demostrado que en células deficientes en
este receptor, se produce igualmente la entrada de las Gzms (54).También se
planteé que la union de las Gzms a la membrana no depende de receptor, sino

de la carga neta positiva de estas proteasas (55, 56).

Célula efectora

% ¢ 8

= \ . ¥
o&x & :

CaZ-O-

Célula diana

lﬁ Perf € € Gzms Y Receptor manosa 6-fosfato

Figura 1.2 Mecanismos de accidon propuestos para la Perf. Se indican los tres tipos de
mecanismos propuestos (1, 2 y 3) segun lo descrito en el texto.

Mas recientemente, ha surgido una teoria hibrida que sugiere que la Perf
forma poros en la membrana plasmatica de la célula diana, lo que permite la
entrada de Ca®". Este aumento de Ca*" intracelular induce mecanismos de
reparacion en los gue los lisosomas y endosomas se fusionan con la membrana
plasmatica con el fin de sellarla, produciéndose la endocitosis de la Perf junto
con las Gzms (57). En el citosol se forman endosomas de gran tamafio donde
las Gzms son liberadas por un proceso no conocido que requiere de la formacion

de poro por la Perf (58).
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1.2.1.2 Granzimas

Las granzimas (Gzms, enzimas asociadas a granulos) son una familia de
proteasas descubiertas en los afios 80 (59, 60), originalmente identificadas en
granulos citosolicos (lisosomas secretores especializados o granulos citotoxicos)
de linfocitos Tc y células NK. La Perf, GzmA y GzmB son los constituyentes
predominantes de los granulos citotdxicos. Sin embargo, se han descrito otras
Gzms menos abundantes, con posible significado funcional y con acciones
bioldgicas no esclarecidas del todo, denominadas Gzms huérfanas (12, 34, 61).
Se han encontrado Gzms en células de origen hematopoyético y no
hematopoyético, fundamentalmente en linfocitos T CD8" y células NK, pero
también en otros grupos celulares como linfocitos Ty, linfocitos T CD4", células
T reguladoras (Treg), macrofagos, basofilos, mastocitos, espermatozoides,
células de sertoli, queratinocitos, neumocitos, macrofagos alveolares y células
epiteliales alveolares (62-69). Hasta la fecha, se han descrito 5 Gzms en
humanos (A, B, H, K,y M) y 10 enratén (A, B, C, D, E, F, G, K, My N), siendo la
GzmA y la GzmB las mas abundantes y mejor caracterizadas (13). Las Gzms se
clasifican segun su especificidad de corte y su actividad proteolitica. Estas
proteasas estan reguladas por miembros de la familia de las serpinas
(inhibidores de serina proteasas), que evitan la autolesion de la célula efectora
(70). En la tabla 1.2 se muestran las Gzms expresadas en células de origen
humano y murino, asi como la actividad proteolitica, la especificidad de corte y

las células que las expresan, tanto in vivo como ex Vivo.

Las Gzms son sintetizadas como zimogenos y en su extremo N-terminal
poseen una secuencia de dos aminoacidos (Gly-Glu o Glu-Glu) que deben ser
proteolizados para ser activadas. Posteriormente son transportadas del reticulo
endoplasmatico (RE) al aparato de Golgi y de alli dirigidas a los granulos
citotoxicos. En su interior, la proteasa catepsina C (dipeptidil peptidasa 1)
degrada su secuencia N-terminal, activandolas. Las Gzms permanecen inactivas
en el interior de los granulos debido al pH bajo y a la formacion de complejos con

proteoglicanos como la serglicina (GzmB) y el sulfato de heparina (GzmA) (71).
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GzmA h,m Triptasa Arg, Lys -IID—(r:]e-II;/IrZR/ NK, NKT, GMC,
Tc, Treg, NK, NKT, Mas,

GzmB h,m ASPasa Asp > Glu E/ISSSC(S;“(A@ %aién)'(m’gs(zz:
Pne, Quer

GzmC m Quimasa Asn o Ser* NK

GzmD m Quimasa Phe, Leu GMC

GzmE m Quimasa Phe, Leu* GMC

GzmF m Quimasa Phe, Leu* GMC

GzmG m Quimasa Phe, Leu* GMC

GzmH h Quimasa Phe > Tyr NK

GzmK h,m Triptasa Arg, Lys -(I;%SBNB!E;’m)NKT (h), NK-(h,

GzmM h, m METasa Met > Leu NK, NKT, Tyd.

GzmN m ? ? Sper

Tabla 1.2 Gzms expresadas en células de origen humano y murino.Tc: Linfocitos T
citotoxicos (CD8+ Tap, CD8+ Tys, CD8- Tyd). NK: Células NK. NKT: Células NKT. MDSCs:
Células Supresoras de Origen Mieloide (del inglés “Myeloid-Derived Suppressor Cells”). Mas:
mastocitos. Treg: Células T CD4+ reguladoras. Bas: basdfilos. M@: macrofagos. CDs: Células
Dendriticas. Ser: Células de Sertoli. Sper: Espermatocitos. GMC: Células de la glandula metrial.
Pne: neumocitos. Malv: Macréfagos alveolares. Quer: queratinocitos. * Hipotético pero no
determinado experimentalmente.

Una vez en el citosol de la célula diana, las Gzms ejercen sus funciones
biolégicas al cortar sustratos intracelulares cruciales que controlan la muerte
celular (72, 73), la replicacién viral (74) o la inflamacion (75). También, algunas
Gzms pueden liberarse al medio extracelular (65, 76), donde escinden proteinas
de la matriz extracelular (ECM, del inglés “Extracellular Matrix”), de la union
celular y de la superficie celular. Este proceso esta implicado en la angiogénesis
e integridad vascular, la transmigracion linfocitaria, la funcion de barrera, la
inflamacion o el envejecimiento y cicatrizacion de la piel, asi como en las
enfermedades ampollosas autoinmunes (pénfigo) (77-86). No obstante, en la
actualidad, el papel exacto de cada Gzm en la muerte celular, la inflamacién, o
ambas, no estd completamente descrito. En la tabla 1.3 se muestra una lista de

varios de los sustratos extracelulares identificados para GzmA y GzmB (87).
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Sustrato

GzmA

Fibronectina

Activador de plasmindégeno pro-
uroquinasa

Colageno IV

Proteina béasica de mielina

Proteoglicanos de membrana basal

Receptor similar a la trombina en
neuritas

Desconocido

Receptor de trombina (PAR-1??)
Receptor Activado por Proteasa 2
(PAR-2, del inglés “Protease-
Activated Receptor 2”)

GzmB

Proteoglicanos de agrecano
(cartilago)

Receptor de glutamato neuronal

Fibronectina (células musculares
lisas)

Vitronectina, fibronectina, laminina

Funcién propuesta/comentarios

Migracién de linfocitos

Migracién de linfocitos a través de
coagulos de fibrina

Migracion de linfocitos

Patogénesis de la esclerosis multiple
Migracién de linfocitos

Liberacion del factor basico de crecimiento
de fibroblastos

Retraccion de neuritas

Activacion de monocitos

Produccién de citoquinas por monocitos,
fibroblastos y células epiteliales
Desensibilizacion de plaguetas

Patogénesis de la colitis infecciosa

Patogénesis de la artritis reumatoide

Generacion de autoantigenos en la
encefalitis de Rasmussen

Muerte de células musculares
independiente de la Perf
Patogénesis de la aterosclerosis
Muerte de células endoteliales
independiente de la Perf

Inhibicién de la migracion de células
tumorales, migracion de linfocitos

Tabla 1.3 Sustratos extracelulares de GzmA y GzmB. Adaptado de (87).

Granzima B

La GzmB desempefia un papel relevante en la induccién de apoptosis. Esta
serin proteasa corta residuos de &cido aspartico, siendo la caspasa-3 y la
caspasa-7 alguno de sus sustratos intracelulares. La escision de dichas

caspasas induce la muerte celular por apoptosis (88).

La GzmB puede inducir apoptosis a través de dos mecanismos: activando
directamente a las caspasas (89, 90) o a través de la via apoptética mitocondrial
(89, 91-94) (Figura 1.3).

En experimentos realizados in vitro se ha observado que la GzmB humana
muestra mas afinidad por Bid, mientras que la de ratén es mas afin a la caspasa-
3 (95-97).

11
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Inicialmente, se demostré in vitro que la GzmB purificada era capaz de
activar directamente a la caspasa-3 (98). Asimismo se ha confirmado in vitro,

que la GzmB puede activar a las caspasas-7, 8 y 10 (99).

También se ha descrito que, al igual que la caspasa-3, la GzmB puede
procesar directamente, y sin la mediacién de las caspasas, al inhibidor de la
DNAsa activada por caspasas (ICAD), provocando la activacion de CAD vy

posterior fragmentacion del DNA (100).

Recientemente se ha descrito que la GzmB de raton podria inducir
apoptosis al degradar a la proteina antiapoptética Mcll, liberandose asi la
proteina proapoptotica Bim, que colaborard a su vez en la activacion de Bax y
Bak (101, 102).

Se ha visto ademas, que esta proteasa puede inducir muerte celular al ser
capaz de proteolizar directamente a la a-tubulina y a la filamina, provocando la

desorganizacion del citoesqueleto (99, 103).

La GzmB también puede activar la via apoptética mitocondrial, provocando
la caida del potencial de membrana. Se ha determinado que la GzmB puede
proteolizar a la proteina proapoptética Bid, generando Bid truncado (tBid), con
posterior activacion de Bak y Bax, liberacidén de citocromo c (cit c¢), formacion del
apoptosoma y activacion de la caspasa-9 (89). También se ha visto que la GzmB
induce la caida del potencial a través de una via independiente de Bid, Bak y
Bax, y dependiente de las caspasas-3y 7 (89, 104).

12
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Figura 1.3 Apoptosis inducida por GzmB.

Otras funciones de la GzmB

La GzmB, ademas de funciones citotoxicas, se ha relacionado con
procesos inflamatorios, el envejecimiento cutaneo, la cicatrizacion, las
enfermedades cardiovascularesy también se le han atribuido funciones

antivirales e inmunosupresoras (86).

Se ha visto que la GzmB puede degradar sustratos relacionados con la
coagulacion como el factor von Willebrand o el fibrinbgeno (105). Ademas, la

GzmB puede proteolizar a la decorina, fibronectina y vitronectina (80, 106), por
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lo que se le ha implicado en procesos de reparacion tisular. También se ha
relacionado con enfermedades cardiovasculares como arterioesclerosis o
aneurismas. Se piensa que la GzmB puede actuar sobre componentes de la
matriz extracelular como la fibrilina-1, provocando inestabilidad de las paredes
vasculares (80, 107, 108).

La GzmB también ha demostrado tener efectos antivirales directos.
Ademas de su papel en la induccion de apoptosis en células infectadas, se ha
visto que la GzmB, conjuntamente con la GzmH, puede inhibir la replicacion de
adenovirus y del virus del herpes simple, actuando sobre proteinas necesarias
para la replicacion (109, 110). Por otro lado, la GzmB puede ejercer efectos
antivirales al proteolizar componentes celulares necesarios para replicacion viral,

transcripcion, traduccion, transporte intracelular y latencia viral (74).

Se han detectado niveles elevados de GzmB en suero de pacientes con
enfermedades inflamatorias crénicas como artritis reumatoide (111) y asma (66).
También, se ha visto expresion incrementada de GzmB en basofilos de
pacientes asmaticos (66, 73). Se ha demostrado que la GzmB es capaz de
escindir a la citoquina IL-1a, aumentando su actividad proinflamatoria in vitro
(112), aunque aun no esté claro si este proceso esta involucrado en la regulacion
de las respuestas inflamatorias in vivo. Se han descrito papeles opuestos para la
GzmB, favoreciendo tanto respuestas proinflamatorias (77, 113) como
antiinflamatorias (114, 115), en modelos in vivo de enfermedades infecciosas e

inflamatorias.

También se han descrito efectos inmunosupresores de la GzmB en cancer
(82). En los ultimos afios, se ha descubierto que diversos tipos celulares con
funciones tumorigénicas expresan GzmB, por lo que esta proteasa podria
contribuir a la progresion tumoral, inhibiendo la respuesta de las células

inmunitarias contra el cancer (82).

La GzmB expresada por las células Treg favorece la progresién tumoral en
modelos de ratén (116). Hallazgos recientes indican que una alta proporcion de
células T CD8'/Treg es un marcador de prondstico favorable para varios

carcinomas sélidos y hematoldgicos. Por lo tanto, la GzmB puede tener roles
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opuestos, en referencia al desarrollo tumoral, dependiendo de la fuente celular
(linfocitos Tc/células NK o Treg) y la abundancia relativa de esas células en el

microambiente tumoral (117-119).

Un subconjunto de linfocitos B humanos con funciones reguladoras (Bregs),
también expresa GzmB (120), suprimiendo las respuestas antitumorales de las
células T por un mecanismo no citotoxico que implica la escisidon de la cadena ¢
del receptor de células T (121). Estas células estan presentes en el
microambiente de diferentes tumores solidos y tienen un papel potencial en la
aparicion y/o progresion de los tumores (122). De manera similar a lo que ocurre
para las Treg, la abundancia relativa de linfocitos B citotoxicos GzmB" frente a
linfocitos Breg GzmB™ en el microambiente tumoral puede establecer el papel
anti o protumoral de las células B que expresan GzmB.

Otros tipos celulares con funciones tumorigénicas también expresan GzmB,
incluidas las células dendriticas plasmocitoides (pCDs) y las MDSCs. Las pCDs
humanas que expresan GzmB bloquean la expansion de las células T in vitro
(123, 124), sin embargo el papel protumorigénico de la GzmB expresada por las
MDSCs humanas requiere un mayor estudio (125). Recientemente se ha
descrito que las MDSCs aisladas de ratones de tipo salvaje portadores de
tumores expresaban GzmB y Perf, y que eran capaces de promover mayor
progresiéon tumoral, al compararlas con MDSCs aisladas de ratones deficientes
en GzmB (126).

Los mastocitos, células importantes dentro del microambiente tumoral,
también expresan GzmB en ausencia de Perf (65, 76). Se ha sugerido que este
tipo de células también tiene dos roles opuestos en la progresion del cancer
(127). Por lo tanto, la GzmB de los mastocitos también puede regular
negativamente las respuestas de las células T mediante mecanismos similares al
de la GzmB de las células Breg. Algunos estudios sugieren que la GzmB
derivada de mastocitos puede promover la permeabilidad vascular a través de la
escision de cadherinas y/o la liberacion de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, del inglés “Vascular Endothelial Growth Factor”) (65, 77, 107).
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Granzima A

La granzima A (GzmA) es la proteasa mas abundante. Es expresada por
varios grupos celulares. Presenta actividad triptasa y es secretada por las células
citotéxicas en forma de homodimero (128).

Los ratones deficientes en GzmA carecen de defectos perceptibles en la
citotoxicidad antitumoral (129). Sin embargo, se ha descrito que la GzmA, in
vitro, es un mediador esencial en la citotoxicidad (72, 130). La capacidad
citotoxica de la GzmA se demostré in vitro utilizando modelos heterélogos,
observandose que, mientras que la GzmB necesitaba 4 h para inducir muerte
celular, la muerte inducida por GzmA se producia a las 20 h, usando
concentraciones micromolares (131, 132). Por el contrario, cuando se ensayo la
GzmA en modelos autélogos (Perf, GzmA y células diana de la misma especie),
no se observé que la proteasa indujera muerte celular, incluso a concentraciones
micromolares, mientras que la GzmB inducia muerte celular a concentraciones

nanomolares en las mismas lineas celulares (97, 133).

Como se ha mencionado anteriormente, la GzmA induce muerte celular in
vitro, cuando se utiliza a concentraciones micromolares junto con Perf u otros
agentes de liberacion (72, 130, 133). La citotoxicidad mediada por GzmA se
acompafa de la escision de varios sustratos intracelulares, incluida la proteina
del complejo mitocondrial I, NDUFS3 (del inglés, “NADH Dehydrogenase Fe-S
protein 3”), generando caida del potencial mitocondrial y produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés “Reactive Oxygen Species”) (130, 134). El
aumento del nivel de ROS activa los mecanismos de reparacién celular, incluido
el complejo SET asociado al reticulo endoplasmatico (135, 136). EI complejo
SET activado se transloca al nucleo, donde la GzmA escinde varios
componentes de este complejo (Apel, HMGB2 y SET) (135, 137, 138), lo que
lleva a la liberacibn de la endonucleasa, NM23-H1, que induce dafio
monocatenario en el DNA, lo que produce muerte celular (72, 134, 139, 140).
Ademas, la GzmA puede dejar al DNA mas accesible a la accion de las

nucleasas al proteolizar a la histona H1 (130, 141, 142) (Figura 1.4).

Se ha descrito que la GzmA de raton es capaz de inducir una forma de

muerte celular llamada atetosis. Esta se caracteriza por una cinética mas lenta y
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una morfologia "similar a un gusano"”, totalmente diferente a la apoptosis o
necrosis. La atetosis mediada por GzmA no requiere activacion de caspasas,
disrupcion mitocondrial temprana, generacién de ROS o pérdida de potencial de
membrana mitocondrial, pero si es imprescindible la correcta funcionalidad del

citoesqueleto de actina (143).

Recientemente se han atribuido otras funciones biolégicas a la GzmA
durante una respuesta inmunitaria (Figura 1.4). Hace varios afios se demostré
que la GzmA purificada o las células citotoxicas que expresan GzmA, inducian la
liberacion de IL-1B, TNF-a e IL-6 en monocitos humanos y macrofagos de raton
(133, 144). Otros estudios mostraron que la GzmA extracelular es capaz de
inducir la produccion de IL-6 e IL-8 en fibroblastos, e IL-8 en células epiteliales
(145). La inhibicion de la caspasa-1 reduce la secrecion de IL-1B y TNF-a
inducida por hGzmA en los monocitos, lo que indica que la proteasa podria ser

activadora del inflamasoma (133).

También se ha demostrado que la GzmA esta elevada en pacientes con
varios tipos diferentes de enfermedades infecciosas y trastornos inflamatorios
cronicos, por ejemplo, en la artritis reumatoide (AR), (111, 146). Se ha descrito
que la GzmA puede afectar al crecimiento intracelular de micobacterias en
macréfagos humanos. En un estudio se demostré que la GzmA producida por
células Tyd humanas, o la GzmA recombinante, inhibian el crecimiento
intracelular del patégeno, al inducir la produccion de TNF-a en los macrofagos
(147).

Esta proteasa también esta incrementada durante la endotoxemia
experimental y la sepsis bacteriana (148). Ademas, los ratones deficientes en
GzmA fueron mas resistentes al choque séptico inducido por LPS (133, 149). En
nuestro grupo de investigacion se demostro que la deficiencia en GzmA protege
a los ratones contra la sepsis bacteriana in vivo sin comprometer el control del
patogeno. Esta proteccion estuvo acompafiada por una disminucion de la
produccion de IL-1a/B, TNF-a e IL-6 en ratones GzmA knock-out (KO) (150).

Por otro lado, los pacientes que sufren infecciones por el virus de Epstein-

Barr, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y en pacientes con infecciones
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por Plasmodium falciparum, muestran niveles notablemente elevados de GzmA
en plasma (151, 152). Las concentraciones elevadas durante la infeccion por VIH
serian consistentes con la posibilidad de que la GzmA tenga la capacidad de
interferir con la replicacion retroviral, tal vez al inactivar las transcriptasas
inversas (60). Ademas, la GzmA podria interferir con la reactivaciéon del virus del
herpes simple 1 (HSV-1) al inhibir la diseminacion intraneural del virus dentro de

los ganglios infectados (153).

Fosfatidil
serina

Inflamasoma
Caspasa-1

0]
- 4

Pro-IL1B

QYV OfmmaA B,C
Histona H1

DNA: daiio monocatenario

Figura 1.4 Mecanismos de accién propuestos parala GzmA.

Las evidencias disponibles sugieren que la GzmA pudiera tener un papel
primordial en la tumorigénesis mediada por inflamacion. Es de destacar que en
los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), que tienen un mayor
riesgo de desarrollar cancer colorrectal (CCR), se han encontrado niveles
elevados de linfocitos infiltrantes que expresan GzmA (154). Ademas, se
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demostré que el mMRNA de GzmA estaba regulado positivamente en biopsias
intestinales de pacientes con colitis ulcerativa (UC, del inglés “Ulcerative Colitis”)
(155). Otro estudio, confirmé que la expresion de GzmA en subconjuntos
especificos de células T CD4" se correlacionaba con la eficacia a Etrolizumab,

un anticuerpo monoclonal anti- 37 integrina (156).

Por dltimo, a la GzmA también se le ha atribuido la funcion de inducir
proteolisis de la matriz extracelular (157-159), que produce diversos efectos
biolégicos, incluida la induccion de anoikis, un tipo de muerte celular
desencadenada por el desprendimiento de la matriz extracelular (160). También
podria favorecer la migracion de las células citotoxicas a través de los tejidos
(158). La remodelacion de la ECM inducida por GzmA se ha convertido en un
foco de interés porque pudiera influir en la angiogénesis y la metéstasis tumoral
(Figura 1.4).

Granzimas huérfanas

Existen muy pocos informes sobre las funciones biologicas de los restantes
miembros de la familia de las Gzms, hasta ahora denominadas Gzms huérfanas
(161). No existen datos que puntualicen las funciones biologicas de las GzmD,
GzmE, GzmF y GzmG. Sin embargo, algunos estudios han explorado la biologia
y funciones de las Gzms C, H, Ky M. En la tabla 1.4 se muestra un resumen de

estas funciones.

Actividad no citotéxica
Inflamacion en diferentes tipos
celulares (165).

Produccion de IL-6, IL-8 y MCP-
1 en fibroblastos pulmonares

Gzm Actividad citotéxica

Induce muerte celular in vitro.
No estd claro si la GzmK

humanos, por un mecanismo
dependiente PAR-1 (84, 166).

GzmK expresada por los linfocitos Tc dUCCIG q 1

induce la muerte de las células rir:crlé?giqoons pe?itomlal;leg preen
diana (72, 162-164). ) B

( ) estimulados con LPS (165).
Incremento de los niveles
plasmaticos de GzmK en

pacientes con sepsis (167).
Induce muerte celular (168) Niveles disminuidos de IL-1a/f,
GzmM Desorganiza la red de| TNF-a e IFN-y, en ratones

microtubulos al escindir a-

19

GzmM™, en comparacién con



Introduccion

Gzm Actividad citotéxica Actividad no citotoxica
tubulina (169). los ratones wt, tratados con LPS
Inactiva al inhibidor de GzmB, | (149).
SerpinaB9, aumentando la | Ratones GzmAxM” son maés
susceptibilidad de las células | resistentes a la endotoxemia
diana a la apoptosis inducida por | inducida por LPS que los
GzmB (170). GzmM™ (149).
Ratones GzmM”  muestran | GzmM, in vitro, no es capaz de
actividad citotoxica in vitro @ cortar a la pro-IL-1B (149).
comparable a los ratones Wt | pisminuye la produccién de
(171.),, lo que indica que la MIP-1oa en células NK y
funcion  principal de  GzmM | acr6fagos aislados del higado
podria no estar relacionada con de ratones GzmM™  tratados
la muerte celular in vivo. con LPS o infectados con la
bacteria Gram+ Listeria
monocytogenes (172).
Mayor supervivencia de ratones
GzmM™ durante la infeccién con
Listeria monocytogenes. (172).
Inactiva proteoliticamente a las
Induce la muerte celular in vitro | proteinas adenovirales
GzmH ; . .
(72, 173). necesarias para la replicacion
viral (109, 174).
Induce, in vitro, muerte celular,
con translocacioén de
fosfatidilserina, condensacion de
cromatina y pérdida de potencial
de membrana. No ocurre
GzmC

fragmentacion del DNA, No han sido descritas todavia.

activacion de caspasas, escision
de Bid o liberacion de cit ¢ (175).

La expresion in vivo de la GzmC
no se ha demostrado.

Tabla 1.4 Funciones citotéxicas y no citotéxicas de algunas de las Gzms huérfanas.

1.2.2 Inhibidores de Gzms: Serpinas

Las Gzms estan reguladas por una serie de inhibidores fisiolégicos, dentro
de los que destacan la superfamilia de inhibidores de serina proteasas,
denominadas serpinas. Estas actian formando complejos covalentes
irreversibles con las proteasas, lo que resulta en su distorsion conformacional e
inactivacion (revisado en (176)). Se ha demostrado que los linfocitos citotoxicos
sintetizan sus propias serpinas, que actldan en el citosol para neutralizar a las
Gzms y protegerse de sus efectos (46). Recientemente se han descrito nuevas

serpinas intracelulares, y es posible que los linfocitos Tc y las células NK se
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protejan con serpinas especificas para cada una de las Gzms que expresan
(177, 178).

El mecanismo inhibidor de las serpinas utiliza una regidn expuesta
denominada bucle central reactivo (RCL, del inglés “Reactive Center Loop”) que
se parece mucho al sitio de escision del sustrato de la proteasa diana. La
escision del RCL inicia un cambio conformacional en el pliegue de la serpina que

atrapa la proteasa en un complejo covalente 1:1 (176).

Se ha propuesto, aunque existen controversias, que en el entorno
extracelular la GzmB es inhibida eficazmente por la proteina plasmatica al-
antitripsina, y en menor medida por a2-macroglobulina (179-181). Un estudio
mas reciente demostré la presencia del inhibidor de la GzmB, SerpinaB9 o
inhibidor-9 (PI-9), en plasma humano de pacientes sanos (182). La fuente de
dicha SerpinaB9 circulante no esta clara, ya que la misma es normalmente una
proteina nucleocitoplasmatica que carece de una secuencia de sefal
convencional para la secrecion, y no se libera al medio en las células
transfectadas (183, 184).

Hasta la fecha, no se han identificado inhibidores extracelulares de GzmB
humana, y varios estudios demuestran que la GzmB mantiene su actividad en el
plasma humano (70). Sin embargo en ratones, la actividad extracelular de la
GzmB es inhibida por la Serpina3n (a1-antiqguimotripsina). Se ha confirmado que
la Serpina3n reduce la tasa de ruptura aértica y muerte en un modelo de raton
de aneurisma adrtico abdominal, inhibiendo la degradacion de la decorina
mediada por GzmB (185). Ademas, se ha demostrado que la administracion
topica de Serpina3n acelera la reparacion de tejidos y la cicatrizacion de heridas

en un modelo de raton con diabetes (78).

Se ha demostrado que la GzmM forma complejos estables con SerpinaB4,
suprimiendo la muerte celular mediada por esta proteasa (177). Por otro lado, se
ha identificado a la SerpinaB1 como inhibidor intracelular de GzmH humana, a

través de un mecanismo suicida de cambio conformacional (178).

La GzmA puede ser inhibida por el inhibidor de proteasas o2-

macroglobulina. También, serpinas extracelulares como la antitrombina Il (AT
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o SerpinaCl), el inhibidor C1 y el inhibidor de tripsina secretora pancreatica de
tipo Kazal, han demostrado ser capaces de inhibir a esta proteasa (159, 186,
187). Ademds, la serpina extracelular SerpinE2 (PN-I o Nexin-1) inhibe
parcialmente a la GzmA de raton, formando complejos irreversibles estables en
SDS (dodecilsulfato de sodio), con una o ambas subunidades de la proteasa

homodimérica (188-190). La inhibicion es mayor en presencia de heparina (188).

Recientemente se ha identificado a la Serpinab6b como un inhibidor répido
y eficiente de la mGzmA, pero no de la hGzmA (191). Serpinab6b se identificé
originalmente en células NK (192), y es una proteina nucleocitoplasmatica que

protege, in vitro, contra la muerte inducida por mGzmaA.

En este mismo estudio se indicé que para una inhibicién eficiente de
mGzmA por Serpinab6b, era necesaria tanto la interaccion en el exositio, como
una secuencia RCL favorable. La Serpinab6b no puede inhibir a la mGzmA
monomerica, en la que se pierde la interaccion en el exositio. La incapacidad de
la Serpinab6b para inhibir hGzmA es curiosa ya que la presentacion en fagos
sugiere que el RCL deberia ser escindido por hGzmA, y la interaccién con el

exositio también deberia estar presente (191).

Estudios anteriores han identificado inhibidores de hGzmA en plasma
humano. La SerpinaCl inhibe la hGzmA en plasma, de manera similar a la
inhibicién observada para Serpinab6b y mGzmA (186). También se demostré
que el SerpinaC1l de ratdn, in vivo, inhibia a mGzmA. De estos datos se deduce
que la hGzmA tiene un inhibidor extracelular eficiente y ningun inhibidor
intracelular, mientras que mGzmA tiene inhibidores tanto extracelulares como
intracelulares, lo que respalda la posible diferencia en las funciones de mGzmA

en relacién con hGzmaA.
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1.3 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad croénica, inflamatoria,
autoinmune y de etiologia desconocida. Aproximadamente el 1 % de la poblacion
mundial la padece (193). Afecta principalmente a la cavidad sinovial de las
articulaciones. Se caracteriza por inflamacion crénica e hiperplasia sinovial, que
lleva a la destruccion de cartilagos y huesos (193). Ademas, la inflamacién
sistémica correspondiente puede dar lugar a trastornos de mdltiples sistemas de
organos (193, 194).

Pasados 10 afios del inicio de la enfermedad, mas del 50 % de los
enfermos sufre discapacidad grave (Blumberg y Fox 2001), reduciéndose en
muchas ocasiones la esperanza de vida de estos pacientes (195). Se ha visto
que la mortalidad en pacientes con AR es 60-70 % mas alta en comparacién con
la poblaciébn general, una diferencia en supervivencia que parece estar

aumentando (194).

Otro aspecto muy importante es la gran carga econémica asociada con la
progresion de la enfermedad (196). Un estudio que siguié a pacientes con AR
desde las etapas iniciales del diagndstico, encontré una prevalencia del 39 % de
discapacidad laboral después de 10 afios (197). Ademas de los enormes costes
indirectos, cada vez son mayores los recursos que se destinan a la atencion
médica de pacientes con AR (198). Los estudios mas recientes demuestran que

estos datos no han mejorado en los ultimos afios (199).

1.3.1 Epidemiologia

La prevalencia mundial general de la AR es aproximadamente del 0,5 % al
1 % en la poblacién caucasica, pero varia entre 0,1 % (en africanos rurales) y 5
% (en poblaciones de nativos americanos) (194). En 2005, se estim6 que la AR
afectaba a 1,3 millones de adultos en los Estados Unidos, lo que representa el
0,6 % de la poblacién (200). En 2007, se estimé que 1,5 millones de adultos
tenian AR (201). En Espafa, la enfermedad tiene una prevalencia del 0,5 % y

una incidencia de 0,08 a 0,20 casos/1000 personas al afo (202).
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Las mujeres tienen dos o tres veces mas probabilidades de verse afectadas
gue los hombres. Una de cada 12 mujeres y 1 de cada 20 hombres desarrollaran

una enfermedad reumatica autoinmune inflamatoria durante su vida (194).

1.3.2 Etiologia

La etiologia de la AR no se conoce por completo y se supone que se ve
afectada por causas ambientales, predisposicion genética y sexo. La hipotesis
principal es que la AR es el resultado de una exposicion ambiental o
"desencadenante” en un individuo genéticamente susceptible (194, 203).

Los factores de riesgo ambientales propuestos incluyen: género,
tabaquismo, exposicion a silice, agentes infecciosos, deficiencia de vitamina D,
obesidad y cambios en la microbiota, aunque los estudios para algunos de estos
factores no son muy solidos (194, 204).

1.3.2.1 Factores genéticos

Estudios llevados a cabo en hermanos gemelos han estimado que la
heredabilidad de la AR es de aproximadamente un 60 % (193).

Diversos estudios han demostrado una fuerte correlacion entre la presencia
de AR y algunos alelos del antigeno leucocitario humano (HLA)-DR. Los alelos
HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*04 (que codifican para la molécula DR4) son los
méas comunmente encontrados en AR y Su presencia se asocia con una

enfermedad mas severa y con alta mortalidad (205).

Los mecanismos epigenéticos, incluidos la metilacion del DNA y la
acetilacion de histonas, podrian tener un papel importante en el desarrollo de la
AR. La metilacion del DNA proporciona un mecanismo a través del cual los
factores ambientales pueden inducir cambios en la actividad celular. Por
ejemplo, en pacientes con AR positivos para anticuerpos antiproteinas
citrulinadas (ACPAs, del inglés “Anti-Citrullinated Protein Antibody”), que ademas
eran fumadores, se encontraron niveles de metilacion mas elevados cuando
portaban el alelo de riesgo HLA-DRB1, en comparacién con los que no lo
portaban (194, 206).
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1.3.3 Sistema inmunitario v artritis reumatoide

1.3.3.1 Autoanticuerpos en la patogenia de la AR

Una caracteristica destacada de la AR es la presencia de varios tipos de
autoanticuerpos dirigidos hacia numerosos antigenos. La mayoria de esos
anticuerpos no son especificos para AR (207). Los mismos contribuyen a la
patologia de la AR uniéndose directamente a sus antigenos, induciendo la
formacion de complejos inmunes, la activacion del complemento y de receptores
Fc, la produccion de factores quimiotacticos y el reclutamiento de células
polimorfonucleares. Estas participan en la reaccion inflamatoria mediante la

produccion de proteasas que ocasionan dafio tisular (208, 209).

El autoanticuerpo mas conocido es el factor reumatoideo (FR). Este
biomarcador, fue incluido en los criterios de clasificacion del Colegio Americano
de Reumatologia (CAR) (1987) (210, 211). El FR es una inmunoglobulina (IgM)
dirigida contra la porcion Fc de la IgG (211, 212). Es importante tener en cuenta
que no en todos los casos de AR se expresa el FR, sin embargo, aquellos con
FR positivo tienden a manifestarse con erosion 6sea y peor prondstico (213). El
FR posee una gran sensibilidad para el diagndstico de AR (de un 65 % a 85 %),
el problema es su baja especificidad (50 % a 80 %), ya que puede detectarse en
otros trastornos inflamatorios agudos y crénicos de tipo autoinmune o infeccioso,

e incluso en poblaciones sanas, principalmente en mayores de 55 afios (211).

La citrulinacién es una modificacion post-traduccional que ocurre en los
residuos de arginina contenidos en proteinas y péptidos. Este es un proceso
normal, requerido en varias funciones fisioloégicas. La peptidil arginina
desaminasa tipo IV (PAD4), es la enzima responsable de la citrulinacién post-

traduccional de los residuos de arginina (193, 214).

En la citrulinacion ocurren procesos fisico-quimicos, que conducen a
cambios en la masa molecular del péptido y llevan a la pérdida de la carga
positiva de la arginina, adquiriendo la carga neutra de la citrulina. Esta nueva
estructura del péptido es reconocida por el sistema inmunitario cuando es
presentada por moléculas del HLA de clase Il (215). Los residuos arginina

citrulinados, con carga neutra, se unen con mas eficacia a las moléculas HLA-
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DR4. De esta forma se lleva a cabo la presentacion de antigeno a las células T,
gue a su vez estimulan a las células B para sintetizar una gama de anticuerpos

que reconocen autoproteinas, las proteinas citrulinadas (216, 217).

Se han descrito distintas proteinas citrulinadas incluidas proteinas
intracelulares (como las histonas) y proteinas de la matriz (fibronectina,
colageno, fibrindbgeno, enolasa y vimentina) (218). La microbiota también puede
inducir la citrulinacion. Por ejemplo, P. gingivalis, comiun en la enfermedad
periodontal, expresa la enzima peptidil arginina deiminasa (PAD) y puede inducir
la citrulinacion y, por lo tanto, promover la generacion de ACPAs (219). Los
ACPAs poseen una especificidad del 98 % y una sensibilidad del 80 % (220) y
pueden detectarse hasta 15 afios antes del inicio de los sintomas clinicos de AR.
Esto indica una fase preclinica de la enfermedad en la que la activacion

inmunologica ya esta en curso, lo que les confiere un alto valor predictivo (212).

Otros anticuerpos también se han asociado con la AR. Por ejemplo, los
anticuerpos contra antigenos carbamilados, también denominados anti-CarP
(221), asi como, el anticuerpo contra queratina K8 o anti-K8 (222), el anticuerpo
anti-p68 y anti-Sa (223). Otros anticuerpos asociados con AR son anti-RA33,
anti-calpastatina, anticuerpos citoplasmaticos  anti-neutréfilos  (ANCA),
anticuerpos contra antigenos nucleares (ANA), anti-coladgeno tipo II, anti-
fibronectina y anti-GPI (Glucosa 6-Fosfato Isomerasa) (224). La mayoria de
estos autoanticuerpos no son especificos de la AR, ya que también se
encuentran facilmente en otras enfermedades autoinmunes como el lupus

eritematoso sistémico (LES) y la osteoartritis (223).

1.3.3.2 Fisiopatologia de la AR

Una articulacién sana esta compuesta por dos extremos 6seos adyacentes
cubiertos por una capa de cartilago (Figura 1.5 izquierda). El espacio entre los
extremos se llama cavidad articular, la cual esta delimitada por la membrana
sinovial en ambos lados y contiene liquido sinovial. Por el contrario, en la AR
(Figura 1.5 derecha), la membrana sinovial se vuelve hiperplasica e infiltrada por
los leucocitos, causando inflamacién cronica de la sinovial (sinovitis reumatoide),

lo que causa desgaste en el cartilago y erosion 0sea.
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Figura 1.5 Cambios articulares en la artritis reumatoide. lzquierda: articulaciébn sana.
Derecha: articulacion artritica.

La confluencia de la susceptibilidad genética y los factores ambientales
determinan el desarrollo de una respuesta autoinmune que precede a la artritis
clinica. Las modificaciones post-traduccionales, como la citrulinacién (o
carbamilacion), pueden generar neoepitopos que el sistema inmunitario
adaptativo es capaz de reconocer (193, 225, 226). Estos péptidos alterados son
presentados por las APCs, activando asi una respuesta inmunitaria adaptativa, lo
que provoca la formacion de autoanticuerpos. Las células B secretan estos
autoanticuerpos, como por ejemplo ACPAs, ademas de citoquinas
proinflamatorias que potencian la AR. La funcién principal de las células T es
activar macréfagos y fibroblastos y transformarlos en células destructoras del
tejido 6seo. El infiltrado sinovial incluye células del sistema inmunitario innato y
adaptativo (226) y crea un microambiente donde los sinoviocitos similares a
fibroblastos (FLS, del inglés “Fibroblast Like Synoviocytes”) y los macrofagos
adquieren un fenotipo invasivo e inflamatorio, lo que conduce a la hiperplasia del

revestimiento sinovial (227, 228). Los FLS, ademas de citoquinas, secretan
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metaloproteasas (MMPs, del inglés “Matrix Metalloproteinases”) y colagenasa,
promoviendo la destruccidn del cartilago (226, 229). La infiltracion de leucocitos
y la secrecién de citoquinas proinflamatorias como TNF-a 0 RANKL (Ligando del
Receptor Activador para el Factor Nuclear kB) favorecen, directa e
indirectamente, la maduracién de pre-osteoclastos a osteoclastos, lo que
conduce a la erosion d6sea (226). Las citoquinas y los factores de crecimiento
liberados por las células infiltradas, junto con la hipoxia resultante de la
hiperplasia sinovial, desencadenan la angiogénesis (226, 230), estableciendo un
circuito de retroalimentacion que favorece la infiltracion constante de leucocitos y

la inflamacién crénica (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Fisiopatologia de la AR. Adaptado de (231).

1.3.3.3 Papel patogénico de las células del sistema inmunitario
en la AR

Como se ha mencionado anteriormente, en la patogénesis de la AR, como

trastorno autoinmune, participan una gran variedad de diferentes poblaciones de
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células inmunitarias, incluidos los linfocitos B y T, los macrofagos, ademas de los

FLS y los osteoclastos.

Linfocitos B

Las células B, en el caso de la AR, funcionan como uno de los factores
subyacentes del inicio de la AR (232). Las células B autorreactivas identifican los
antigenos del huésped, desencadenando la destruccion de células o tejidos
(232). En individuos sanos las células B autorreactivas se eliminan a través de
procesos que estan muy regulados por la tolerancia central y periférica (233).

En pacientes con AR, ambos puntos de control son generalmente
defectuosos, lo que lleva a la gran produccion de células B maduras
autorreactivas. Se ha demostrado, que los pacientes con AR no tratados,
muestran un aumento de células B autorreactivas en la sangre periférica 3,4
veces superior en comparacion con los pacientes sin AR (234). Tal defecto
puede ser causado por una mutacion en el gen PTPN22 que interrumpe la via de
sefalizacion de BCR en el punto de control central de tolerancia de células B
(235). Por otra parte, la mayor frecuencia de células B polirreactivas y
autorreactivas en pacientes con AR, evidencian el deterioro de la tolerancia
periférica (234). La disfuncién de la tolerancia periférica propicia el aumento de la

supervivencia y resistencia a la apoptosis de las células B (236).

Las células B autorreactivas también pueden actuar como APCs para
estimular la maduracion y diferenciacion de las células T en células T CD4" de
memoria (237). También se ha encontrado que la sintesis local de citoquinas
como TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23 e IL-1, inducida por células B autorreactivas,
actua sobre otras células con relevancia patolégica en la AR, lo que conduce a la

disfuncion inmune, inflamacion y dafio 6seo (238).

Un estudio demostréo que la produccion de RANKL esta elevada en las
células B de memoria de sangre periférica, el liquido sinovial y tejidos de
pacientes con AR, en comparacion con individuos sanos (239, 240). El mismo
estudio también sugiri6 que las células B que expresan RANKL estaban
altamente asociadas con la diferenciacion de OCs (239).
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Linfocitos T CD4"

Las células T CD4" son los linfocitos mas abundantes en el infiltrado
sinovial (241), donde regulan otros tipos de células y desempefan un papel

central en la respuesta inmunitaria patologica que conduce al dafio articular.

Existen evidencias convincentes que respaldan que las células T CD4"
contribuyen significativamente a la respuesta autoinmune cronica durante la AR
(242). Se pensaba que las células Thl, productoras de citoquinas
proinflamatorias, eran las células principales en la patogénesis de la AR. El
descubrimiento del papel de otros subtipos de células T CD4" durante la AR,
como las células Th2, Thl7 y Treg, ha dejado claro que la patogénesis de la

enfermedad es mucho mas compleja.

Durante su activacion, las células T CD4" interactGan con HLA de clase |,
asi como con moléculas coestimuladoras como CD28, que se expresan en la
superficie de las APCs (243). El papel de las células T CD4" en la inflamacion
cronica durante la AR también esta respaldado por su asociacién con los alelos
MHC-II especificos, como el HLA-DR4. Como se menciond anteriormente, esta

interaccién conduce a una forma mas agresiva de AR (244).

Las evidencias sugieren que las células T CD4" (Th) contribuyen a la
patogénesis de la AR principalmente a través de la secrecion de citoquinas y

quimioquinas (Figura 1.7) (242).

Las células T CD4" tipo 1 (Thl) estan altamente activadas en la AR vy
secretan IFN-y, IL-2 y TNF-a (242). Ademas, las células Thl activan a los

macrofagos para que actien como APCs (244).

Otro tipo de células T CD4" son las de tipo 2 (Th2). Este grupo celular
produce IL-4 e IL-5, citoquinas que juegan un papel central en la activacion de
células B y en el cambio de isotipo de inmunoglobulinas (Igs) a IgE (245).

30



Introduccion

Por otra parte, las células Th1l7 contribuyen al desarrollo de AR en cada
una de las fases de la enfermedad, es decir, en la iniciacion, inflamaciéon y
destruccion 0sea. Las células Th17 producen principalmente IL-17, que estimula
la produccion de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y MMPs (246).
Ademas, estimulan a los linfocitos B para que produzcan autoanticuerpos, y

activan a los FLS para que produzcan citoquinas y MMPs (247, 248).

Th1
|:(> TNFa, IFNy
TGFB, IL10
IL12, IFNy
Th17
. TGFB
@ Tho |TGFB,ILS,
Treg IL21,1L23
IL4
IL17, IL21,
IL4, IL5, IL22
IL10
Th2

Figura 1.7 Células T CD4+ en la patogénesis de la AR. Adaptado de (249).

Se ha detectado un mayor numero de células Th1l7 y un incremento en los
niveles de expresion de IL-17 en el suero de pacientes con AR en comparacion
con individuos sanos (250). Algunos estudios han mostrado que tanto la IL-17
sérica como las células Th17 circulantes se correlacionan con la puntuacion de
actividad de la enfermedad en 28 articulaciones (DAS28, del inglés “Disease
Activity Score 28-joint counts”) (251), asi como con marcadores comunes de la
AR, como la proteina C reactiva (PCR) y la tasa de sedimentacion eritrocitaria
(TSE) (251, 252). Varios estudios han demostrado que IL-17 contribuye al

crecimiento del pannus, la osteoclastogénesis y neoangiogénesis sinovial (253).
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Ademas de las Thl7, los macréfagos, los mastocitos y las células Tyd del

infiltrado sinovial, también producen IL-17 (254).

Por otro lado, las células Treg CD4"CD25", previenen la autoinmunidad al
suprimir los linfocitos autorreactivos, a través de la produccion de IL-10 y TGF-
(255). Sin embargo, las células Treg solo actian en la supresion de la
proliferacion de células T efectoras, pero no inhiben la secrecion de citoquinas
proinflamatorias, como el TNF-a o IL-6, producidas a partir de monocitos y
células T activadas (256). Se han detectado células Treg en sangre y liquido
sinovial de pacientes con AR (257). Sin embargo, el porcentaje de células Treg
en pacientes con AR en comparacion con individuos sanos es muy controvertido.
Del mismo modo, se han observado resultados contradictorios en pacientes con
AR cuando el porcentaje de células Treg se correlacion6 con multiples
caracteristicas clinicas como DAS28, edad, sexo, TSE, PCR, FR y duracion de la
enfermedad (257).

Las células T también desempefian un papel fundamental en la
estimulacion de las células B y la produccion de autoanticuerpos, lo que en
consecuencia, contribuye a la patogénesis de la AR (258). Las células T
auxiliares foliculares (Tfh) son la poblacion dominante de células T que
interactia con los linfocitos B, generalmente dentro de los foliculos de los
organos linfoides secundarios (SLOs, del inglés “Secondary Lymphoid Organs”)
y los tejidos periféricos inflamados (258). En general, las Tfh tienen como
caracteristicas fundamentales la expresion del receptor inducible y coestimulador
de linfocitos T (ICOS), el receptor de quimioquina 5 (CXCR5), el receptor de
inhibicion de respuesta de muerte celular programada 1 (PD-1), y el factor de
transcripcion Bcl-6 (258, 259). Los linfocitos Tfh proporcionan sefiales de ayuda
a los linfocitos B del foliculo via CD40L, y las citoquinas IL-21, IL-4 e IL-10 (260).
Existe otro tipo de células T auxiliares de células B en la membrana sinovial
durante AR, conocidas como células T auxiliares periféricas (Tph), que no
expresan CXCR5 y solo expresan moderadamente Bcl-6. Las células Tph
CXCR5PD-1", una vez activadas, secretan CXCL13 para reclutar células B y
producen IL-21, lo que propicia la supervivencia, proliferacion y maduracion de
las células B (258-260).
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Macrofagos

Los macréfagos son fundamentales en la fisiopatologia de la AR (261, 262).
Son muy abundantes en la membrana sinovial inflamada y en la unién cartilago-
pannus. Se ha demostrado correlacion entre la progresion radioldgica de la
destruccion articular y el grado de infiltracion de macrofagos sinoviales (263).
Ademas, existe relacion entre la eficacia terapéutica de la terapia antirreumatica
convencional con la regulacion negativa de las funciones del sistema de
fagocitos mononucleares (264, 265). También, se ha demostrado la eficacia de
las terapias biolégicas dirigidas contra las citoquinas producidas

predominantemente por macrofagos (266, 267).

En una articulacion inflamada, los macrofagos secretan TNF-a, IL-13, IL-6,
IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, IL-8 y el factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF, del inglés “Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating
Factor”) (226). Ademds, estan involucrados en la liberacion de enzimas de
degradacion de la matriz, en la produccion de ROS y especies reactivas de
nitrogeno (RNS, del inglés “Reactive Nitrogen Species”), también en procesos de
fagocitosis y presentacion de antigeno (193), todo lo que conduce a la
destruccion articular (193, 226, 261). Este patrén de expresion de citoquinas
proinflamatorias y oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS, del inglés
“Inducible Nitric Oxide Synthase”) sugiere un fenotipo predominante de
macréfagos M1. Ademas, los macréfagos también median multiples procesos
biologicos relacionados con la AR, como el reclutamiento de linfocitos,
angiogénesis y proliferacion de FLS (193, 226, 261). Similar a las células B, los
macrofagos actian como APCs y se ha demostrado que expresan HLA-DR vy
moléculas de adhesion de leucocitos, lo que permite a los macrofagos participar
en la activacion de las células T junto con las células B (238). La activacion de
células T mediada por macrofagos da como resultado la produccién de células T
efectoras, que a su vez expresan mediadores proinflamatorios como IL-1a, IL-13

y MMPs, que incrementan la patogénesis de la AR (268).

Sinoviocitos tipo fibroblasto

Los FLS son un componente importante de la arquitectura de la

articulacion. En una articulacion sana, los FLS forman el revestimiento sinovial y
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producen liquido sinovial. Los FLS adquieren un fenotipo invasivo en la AR,
causando hiperplasia del revestimiento sinovial. Esta hiperplasia origina un
ambiente hipdxico, por lo que se propicia la angiogénesis, favoreciendo la
perpetuacion de la inflamacion. Ademas, en AR, los FLS secretan grandes
cantidades de proteasas y citoquinas proinflamatorias, que desencadenan la

destruccion del cartilago (226-229).

La sintesis de MMPs por FLS (particularmente MMP-1, 3, 8, 13, 14 y 16)
promueve el desensamblaje de la red de colageno tipo Il, un proceso que altera
el contenido de glicosaminoglicanos y la retencion de agua y conduce
directamente a la disfuncion biomecéanica. La MMP-14 parece ser la MMP
predominante expresada por FLS para degradar la matriz de coldgeno del
cartilago (226, 269).

Las células T CD4", activadas en presencia de autoantigeno, afectan a la
funcién de los FLS mediante la interaccion directa célula-célula. Por ejemplo, las
células T CD4" inducen la produccion de IL-15, TNF-a e IL-18 por FLS (247).
También se ha demostrado que la acciéon de las células T CD4" activadas,
propicia la disminucion de la sintesis de colageno por FLS, un proceso mediado,
al menos en parte, por IFN-y, TNF-a e IL-1a (226, 248).

Osteoclastos

La homeostasis 6sea depende del equilibrio entre la actividad de resorcion
continua de los OCs y la formacién de huesos por los osteoblastos (Figura 1.8)
(270). El hallazgo patoldgico de un mayor numero de OCs en la sinovial de las
articulaciones durante la AR (271), sugiri0 que estas células podrian tener un
papel trascendental en la resorcion 6sea durante la enfermedad. Los OCs
pueden producir proteasas, incluida la catepsina K (272), en un microambiente
local acidificado, y asi degradar la matriz 6sea mineralizada. La destruccion de
estos tejidos da lugar a fosas de resorcion profundas, que se llenan de tejido

inflamatorio (273).

Las citoquinas sinoviales, particularmente M-CSF (del inglés, “Macrophage
Colony-Stimulating Factor”) y RANKL, promueven la diferenciacion de

osteoclastos e invasion del periostio adyacente al cartilago articular (274).
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Estudios recientes indican que los osteocitos expresan una mayor cantidad de
RANKL que los osteoblastos y, por lo tanto, son la principal fuente de RANKL en
la remodelacion 6sea in vivo (275, 276). El TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17 y otras
citoquinas, incrementan la diferenciacion y activacion de OCs (277). Se ha
demostrado que la inhibicidn clinica de TNF-a, IL-6 y RANKL retrasa la erosion
O0sea en AR. En patrticular, el blogueo de RANKL actia solo sobre el hueso, sin

ningun efecto sobre la inflamacién o la degradacién del cartilago (278).

Célula madre ‘ f/'/: Célula madre
hematpoyética ?/ s mesenquimal
RANK '

/(— '\- RANKL
@
Precursor de OCs ® 0. Precursor de
— — osteoblastos
o OPG Aﬁ?klr"—_-———-
RANKL o
- Factores de TGFB, IGF1,
crecimiento BMPs
Q9% YN R YLE O
R . Osteoblasto 37
Activo steocito
Reabsorcion o0sea Formacion osea

Figura 1.8 Remodelacion ésea. IGF: factor de crecimiento insulinico 1 (del inglés, “Insulin
Growth Factor 1”). BMPs: proteinas morfogenéticas del hueso (del inglés, “Bone Morphogenetic
Proteins”). OPG: osteoprotegerina.

Las células precursoras de OCs expresan receptores para las citoquinas
proinflamatorias, lo que potencia la inflamacion y también promueve
osteoclastogénesis al aumentar la sefializacibn RANK-RANKL. Es importante
destacar que TNF-a y TGF-B inducen osteoclastogénesis incluso en ausencia de
RANK (279).

En la tabla 1.5 se resumen las funciones de las células anteriormente
mencionadas, asi como de otras células del sistema inmunitario con relevancia
en la AR.
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Producen anticuerpos y citoquinas.
Linfocitos-B - Actlan como APCs.
Activan células T.

Thi Producen citoquinas (IFN-y, IL-2 y TNF-a).
Activan macrofagos.
Producen citoquinas (IL-4, IL-5).
Th2 Activan células B.
Promueven cambio de isotipo a IgE.
Producen citoquinas (fundamentalmente IL-
17).
Estimulan la sintesis de MMPs.
Thl7 Estimulan produccion de autoanticuerpos.
Activan a los FLS.
Promueven crecimiento del pannus,
neoangiogénesis y osteoclastogénesis.
Suprimen linfocitos autorreactivos.
Producen IL-10 y TGF-.
Tth Supervivencia, proliferacion y maduracion de
Tph las células B.
Producen citoquinas (fundamentalmente IL-
17).
Favorece a la presentacion antigénica.
Activa a las células Tap.
Actian como APCs.
Activan células T.
Producen citoquinas (TNF-a,, IL-1, IL-6, IL-12,
IL-15, IL-18, IL-23, IL-8, GM-CSF).
Promueven la angiogénesis y la proliferacion
de FLS.
Hiperplasia del revestimiento sinovial.
Propician ambiente hipoxico y angiogénesis.
Fibroblastos (FLS) - Secretan MMPs (MMP-1, 3, 8, 13, 14 y 16).
Producen citoquinas proinflamatorias (IL-15,
TNF-o e IL-18).
Producen proteasas (ejemplo catepsina K),
favoreciendo la resorcion osea.
Mastocitos - Producen citoquinas proinflamatorias.

APCs.
DCs i Activan células T.
Células NK - Producen citoquinas proinflamatorias (IFN-y).

Linfocitos-T

Treg

Linfocitos-T yd Tyd17

Macréfagos -

Osteoclastos -

Tabla 1.5 Células del sistema inmunitario y su papel en la patogénesis de la AR.

1.3.3.4 Citoquinas en AR

Como ya se ha mencionado, en la AR varios tipos celulares producen

niveles elevados de las citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a. Estas
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citoquinas a su vez, ejercen sus efectos de manera directa e indirecta,
propiciando la produccién de citoquinas y quimioquinas adicionales, asi como de
enzimas que degradan la matriz, lo que resulta en una "tormenta" de citoquinas
en la membrana sinovial inflamada. En la tabla 1.6 se muestra la contribucién de

las principales citoquinas implicadas en la patogenia de la AR.

Se ha demostrado que TNF-a e IL-6 desempefian papeles esenciales en la
patogénesis de la AR (280). El TNF-a estimula la proliferacién y diferenciacion
de linfocitos B, linfocitos T y células NK, asi como la produccién de quimioquinas
y citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y de otros mediadores que causan
la destruccion del tejido (249). TNF-o también promueve la expresion de
moléculas de adhesion en las células endoteliales y suprime las células Tregs.
Ademas, estimula la angiogénesis y la sensacion de dolor (280, 281). La IL-6
promueve la activacion local de leucocitos y la produccién de autoanticuerpos y
es responsable de las respuestas de fase aguda que incluyen anemia, disfuncion
cognitiva y desregulacion del metabolismo lipidico (280, 282). Tanto TNF-a como
IL-6, asi como RANKL, amplifican la activacién y diferenciacion de osteoclastos
(193).

Las citoquinas IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23 contribuyen a la erosion ésea
debido a la inflamacién sinovial (249). La expresiéon de IL-17 aumenta en el tejido
sinovial de pacientes con AR (250), correlacionandose sus niveles con la
actividad de la enfermedad (251), por lo que desempeiia un papel esencial en la
patologia reumatoide (252). Se ha demostrado que la IL-17 estimula la
produccion de MMP1 y MMP3, TNF-a, IL-6, IL-8 y otras citoquinas
proinflamatorias, aumentando asi la infiltraciébn de células inmunitarias en la
membrana sinovial (249). IL-17 estimula la osteoclastogénesis, induciendo la
produccion de RANKL por los FLS y de manera indirecta al actuar sobre las
células precursoras de osteoclastos (283). Las citoquinas IL-21 e IL-22,
estimulan la osteoclastogénesis principalmente favoreciendo la sobreexpresiéon
de RANKL en fibroblastos sinoviales (284, 285). Por su parte, la IL-23 induce la
expansion de células Th1l7 (286). Se han encontrado cantidades elevadas de IL-
23 en pacientes con AR (287), niveles estos que se han correlacionado con la
actividad de la artritis temprana (288).
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Citoquina

TNF-a

IL-6

IL-17

IL-1a
IL-1B

IL-21
IL-22
IL-23

RANKL

IFN-y

Células que
la producen

M@, DCs,
células Thly
células NK

M@, DCs 'y
Sinoviocitos

Linfocitos T
CD4" Th17,
células Tydy
Mas

M@, Mas y
Sinoviocitos

Linfocitos T
CD4* Thi7y
células NK

M@, DCs
Sinoviocitos,
Osteoblastos y
Linfocitos T
CD4" Th17,
FLS

Linfocitos T
CD4" Thly
células NK

Efectos en AR

Activacion de leucocitos, células
endoteliales, FLS y osteoclastos
Produccién de citoquinas,
quimioquinas, moléculas de
adhesion y MMPs

Supresion de la funcion de células
Treg.

Activacién de leucocitos y
osteoclastos

Diferenciacion de linfocitos B
Regulacion del metabolismo
lipidico y la respuesta de fase
aguda

Activacion de FLS y condrocitos
Osteoclastogénesis

Produccion de citoquinas,
quimoquinas y MMPs.
Reclutamiento de neutrdfilos

Activacion de leucocitos, células
endoteliales, FLS y osteoclastos
Produccién de MMPs

Osteoclastogénesis
Activacion de células Thl7y
linfocitos B

Expansion de células Th17

Maduracion y activacion de
osteoclastos.

Presentacion antigénica
Activacién de macréfagos
Produccion de quimioquinas.

Terapias
disponibles y
en estudio

Infliximab
Etanercept
Adalimumab
Certolizumab
Golimumab

Tocilizumab (se
une al receptor
celular de la IL-
6)

Secukinumab
(Estudio de fase
[l completado)
Ixekizumab
(Estudio de fase
Il completado)

Anakinra (anti-
IL-18)

NNC114-0005
(anti-IL-21,
estudio de fase
| completado )
Denosumab
(varios ensayo
clinicos
completados y
€n curso)

Tabla 1.6 Citoquinas implicadas en la patogenia de la artritis reumatoide.

1.3.4 Modelos murinos para el estudio de AR

Los modelos animales para el estudio de AR proporcionan herramientas

importantes para entender los diversos mecanismos celulares y moleculares que

conducen a la AR. Comunmente se usan ratas y ratones para estudiar la

progresion y la patogénesis de la AR. Los modelos de roedores se utilizan

ampliamente debido al bajo costo, la homogeneidad del fondo genético y la

facilidad de manejo. Otro beneficio del uso de modelos animales, especialmente
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ratones, para el estudio de AR, es la posibilidad de modificar selectivamente el

genoma de estos y generar cepas knockout para genes especificos (289).

Las caracteristicas clinicas de la artritis inducida en muchos modelos de
ratones se parecen a las de la AR humana. Se ha demostrado que diversas
manipulaciones, tanto genéticas como ambientales, producen AR en ratones.
Ademas, varios agentes pueden inducir la enfermedad en cepas de ratones
endogadmicos con predisposicion genética. La induccion de AR se realiza,
esencialmente, a través de un compuesto con propiedades artritogénicas, por
ejemplo, componentes bacterianos (290), aceites (291), antigenos ubicuos (292)
o proteinas especificas del cartilago (290, 293-295). Ademas de los modelos de
artritis inducida, existen modelos donde se desarrolla espontaneamente la
enfermedad. En estos modelos se utilizan ratones deficientes o transgénicos
para un gen especifico y brindan informacion sobre el papel de determinados
genes en el proceso de inflamacion. Son una herramienta muy util para estudiar
el efecto de la terapéutica en ratones propensos a desarrollar espontaneamente
inflamacion articular (290).

Por tanto, y de forma general, los modelos para el estudio de AR se pueden
clasificar en dos grandes categorias: modelos inducidos y modelos genéticos. En

la tabla 1.7 se muestra un resumen de los modelos usados en ratones.

Artritis inducida por
colageno (CIA, del | Colageno tipo I, autélogo
inglés “Collagen o heterdlogo

Induced Arthritis”)

Artritis inducida por | Transferencia de
anticuerpos anti-Cll | anticuerpos especificos

H2%9= H2"> H2P

Independiente
de MHC

(CAIA) de colageno tipo Il

_I\/Iode[os Artritis inducida por | Polimero de

inducidos . .
la pared celular peptidoglicano (PG-PS), K L1nq Lynd

. . H2"%, H2",H2

estreptocécica producido por
(SCWIA) Streptococcus pyogenes
Artritis inducida por | Pristano (2,6,10,14- Nd
pristano (PIA) tetrametilpentadecano)

Artr,|t|s inducida por BSA u ovoalbimina Independiente
antigeno de MHC
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Artritis inducida por
proteoglicanos
(PGIA)

Artritis inducida por
glucosa.6.fosfato G6PI heterdloga

Proteoglicano de Independiente
cartilago humano de MHC

Independiente

isomerasa (G6PI) de MHC
TCR especifico para para
Ratones K/BxN un epitopo de H29"
ribonucleasa de
pancreas bovino (KRN)
Dominio SH2 del gen
Ratones SKG Nd
Modelos ZAP-70
genéticos Ratones

transgénicos para

el gen del factor de | TNF-a humano Independiente

) de MHC
necrosis tumoral
humana (HTNFG)
Ratones IL-1ra™ Receptor de IL-1 Nd

Tabla 1.7 Modelos utilizados para la inducir AR. Nd= no determinado

1.3.4.1 CIA

Este es el modelo de artritis inducida mejor caracterizado y mas utilizado.
Comparte muchas caracteristicas patolégicas e inmunoldgicas similares con la
AR humana (Tabla 1.8) (296-298). En el modelo CIA, la respuesta inmunitaria se
dirige contra el antigeno articular colageno tipo Il (CIl) (299). La induccion de
artritis en CIA esta mediada por las respuestas Thl y Thl7, siendo las células
Thl7, al parecer, las que desempefian el papel patolégico dominante (300).
También, se observa falta de tolerancia y la generacion de autoanticuerpos
contra colageno (301).

En 1977, se inmunizaron por primera vez ratas con una emulsion de ClI
humana, de pollo o de rata, en adyuvante completo de Freund (CFA, del inglés
“Complete Freund’s Adjuvant”), lo que condujo al desarrollo de una poliartritis
erosiva asociada con una respuesta autoinmune contra el cartilago (302).
Posteriormente, otros grupos de investigacion describieron protocolos similares
para la induccion de CIA en ratones (293) y primates no humanos (303).
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La susceptibilidad a CIA en ratones, al igual que en AR, esta asociada con
la expresidon de moléculas de MHC de clase Il especificas. Las cepas que
expresan haplotipo H-2q (DBA/1) o H-2r (B10.RIII) son susceptibles a CIA (304,
305). Los DBA/1 (H-2q) responden a CII de pollo, murino, bovino, porcino y
humano (306) y los B10.RIll (H-2r) responden exclusivamente a CIl bovino y
porcino (307, 308). No obstante, estudios posteriores han demostrado que es
posible inducir artritis en ratones C57BL/6 (H-2b), utilizando CIl de pollo (309,
310).

Enfermedad poliarticular
Susceptibilidad asociada al MHC-II
Patologia articular:

Compromiso articular no simétrico Hiperplasia de la membrana
Enfermedad transitoria sinovial

No manifestaciones sistémicas. Infiltracién inmune sinovial
Neutrofilos en el liquido sinovial
Formacion Pannus

Destruccion ésea por osteoclastos
Marcadores seroldgicos:

FR

Anticuerpos anti-ClI

ACPAs

Caracteristicas inmunolégicas:

Aumento de la expresion de
citoquinas

Generacion de autoanticuerpos
Mediado por células T

Compromiso articular simétrico
Enfermedad cronica

Manifestaciones sistémicas
extraarticulares.

Tabla 1.8 Similitudes y diferencias entre la AR humanay la CIA.

Papel de los linfocitos T en CIA

Como se mencioné anteriormente, las células T juegan un papel importante
en la patogénesis de la AR (298). Desde el punto de vista experimental, las
evidencias han demostrado que la administracién de células T especificas de ClI
puede inducir artritis en ratones sanos (311). Ademas, los ratones deficientes

para células T CD4" son menos susceptibles a CIA que los ratones de tipo
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salvaje. Se ha demostrado que la deficiencia de células T CD8 no afecta la
susceptibilidad a CIA (312). La administraciéon de colageno tipo Il induce una
fuerte activacion de los linfocitos T, que a su vez, estimulan a los linfocitos B a

producir anticuerpos (313).

Anteriormente, se considerd que las respuestas inmunitarias, tanto en la
AR como en CIA, estaban mediadas por células Thl. Sin embargo, los estudios
sobre el papel del IFN-y enddgeno, citoquina prototipo de la respuesta Thl,
mostraron resultados contradictorios. Se descubrié que los ratones que carecen
de IFN-yR funcional no estan protegidos sino que desarrollan una forma mas
severa de CIA (314). Recientemente, se ha implicado a las células Thl7, que
producen IL-17 e IL-22, en la patogénesis de CIA (315). La diferenciacion a Th17
esta mediada por TGF-B, IL-6 e IL-23, mientras que IFN-y suprime su
diferenciacion (316). La IL-17 promueve la inflamacién en el modelo CIA al
favorecer la produccion de otras citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1[3,
IL-6 y RANKL (317). Otros estudios han mostrado que la neutralizacion de la IL-
17 endbgena por anticuerpos (318, 319) o la eliminacion del gen IL-22 (320),
protege contra la enfermedad, proporcionando asi evidencia adicional sobre el

papel de las células productoras de IL-17 en CIA.

Papel de los linfocitos B en CIA

Las células B pueden contribuir a la artritis inducida por CIA, al igual que en
la patogénesis de RA, a través de la produccion de autoanticuerpos, pero
también promoviendo la secrecion de citoquinas, como IL-6, o haciendo
funciones de APCs para activar células T especificas frente a,
fundamentalmente, Cll. En el suero de animales artriticos, se han detectado
anticuerpos contra diferentes proteinas, ademas del colageno tipo Il (313). Los
isotipos de anticuerpos anti-Cll que se encuentran elevados en CIA son IgG1 e
lgG2a/c (309, 321) y dependen de la concentracion de Mycobacterium
tuberculosis del CFA (321). En ratones C57BL/6 se requieren dosis altas de M.
tuberculosis para la activacion y maduracion de las CDs (322). Los anticuerpos
especificos frente a Cll producidos por las células B activadas inducen respuesta
local inflamatoria mediada por macréfagos, granulocitos y células T, dando lugar
a la destruccion de hueso y cartilago (323).
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Se ha demostrado que los ratones deficientes en células B son resistentes
a la artritis inducida por CIA (324). También, que la transferencia de suero de
ratones artriticos a ratones sanos induce inflamacion severa, y aunque el
anticuerpo ya no se detecte, la respuesta inflamatoria persiste. Esto indica que la
respuesta humoral tiene un papel fundamental en el establecimiento de la

respuesta autoinmune en este modelo (325).
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1.4 Cancer colorrectal

1.4.1 Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de mortalidad
y morbilidad en el mundo. Es el tercer cancer mas comunmente diagnosticado a
nivel mundial, con una incidencia de 1,8 millones de casos nuevos en 2018.
Representa la cuarta causa de muertes relacionadas con el cancer en todo el
mundo, con aproximadamente 881.000 muertes (326, 327). Sin embargo, en los
Estados Unidos y en otros paises desarrollados, el CCR es la segunda causa
mas comun de muerte por cancer, a pesar de los importantes avances en

deteccion temprana, cirugia y tratamiento de esta patologia.

Con respecto al género, la prevalencia de CCR se comporta de manera
muy similar en ambos sexos, aungue es ligeramente mayor en hombres (10,9 %)
que en mujeres (9,5 %) (327). Ademas, el riesgo de desarrollar CCR aumenta
con la edad. De hecho, mas del 90 % de los pacientes diagnosticados tienen
mas de 50 afios y la edad promedio de diagndstico del CCR es de 64 afios. La
raza es también un factor que influye en la incidencia del CCR, siendo mas

elevado en personas de raza negra (327, 328).

Segun la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) y la Asociacion
Espafiola Contra el Cancer (AECC), en la poblacion espafiola el CCR es uno de
los mas frecuentemente diagnosticado (15 % del total), siendo detectados en
2017 aproximadamente 34.331 casos. En hombres, es el segundo mas frecuente
después del cancer de prostata. En mujeres, el cancer de mama es el mas
frecuentemente diagnosticado y en segundo lugar se sitia el CCR. Con respecto
a mortalidad, el primero en ambos sexos es el cancer de pulmén, seguido del
CCR, con 15.923 defunciones al afio (329).
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1.4.2 Clasificacion

1.4.2.1 Estadificacion

Los carcinomas colorrectales son clinicamente estadificados utilizando la
clasificacion TNM (tumor, ganglios linfaticos, metastasis), establecido por The
American Joint Committee on Cancer (AJCC) (330).

La categoria T describe la extension de la propagacion a través de las
capas que forman la pared del colon y el recto (Tis, T1, T2, T3, T4). La categoria
N indica si el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos (NO, N1,
N2). La categoria M indica si hay metastasis a 6rganos distantes (MX, MO, M1).

En la figura 1.9 se esquematizan las etapas del CCR segun la clasificacion TNM.

{} ‘—
"';;r.:.ﬁ l(Mucosa

“.."" Submucosa
~ |Capas
: Jmusculares

~ Serosa

Metastasis

Figura 1.9 Estadios del CCR segun la clasificacion TNM establecida por AJJC. Estadio O:
cancer en la etapa mas temprana; No ha crecido més alla de la mucosa del colon o del recto.
Estadio I: el cancer ha crecido a través de la muscularis mucosa hasta la submucosa o también
puede haber crecido en la muscular propia. Estadio II: el cancer ha crecido en las capas mas
externas del colon o del recto, o las ha atravesado, pero no ha llegado a ganglios u érganos
cercanos. Estadio Ill: el cancer ha crecido a través de la mucosa hacia la submucosa, y también
puede haber crecido hacia la muscularis propia. Se ha diseminado a ganglios linfaticos cercanos
0 en areas de grasa cerca de los ganglios linfaticos. No se ha propagado a sitios distantes.
Estadio IV: el cancer se ha diseminado a 1 o mas organos distantes, 0 a un grupo distante de
ganglios linfaticos, y puede o no, haberse diseminado a partes distantes del peritoneo.
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1.4.2.2 Clasificaciéon segun Moleculares de

Consenso de CCR (CMSs)

los Subtipos

El CCR es una enfermedad heterogénea desde el punto de vista biologico y
las variadas tasas de respuesta a los regimenes terapéuticos estandar sugieren

que es molecularmente heterogéneo.

En un esfuerzo por relacionar el fenotipo de las células cancerosas con el
comportamiento clinico de la enfermedad, y con el objetivo de establecer un
tratamiento racional usando terapias especificas, el consorcio de subtipos de
CCR unifico, en un unico sistema de consenso, a seis sistemas de clasificacion
molecular independientes (331, 332). Este consenso dio lugar a la conformacion
de cuatro grupos diferentes, conocidos como subtipos moleculares de consenso
(CMS, del inglés “Consensus Molecular Subtypes”) (333) y su clasificacién se
basa en las caracteristicas epigenomicas, transcriptébmicas, microambientales,

genéticas y clinicas de los tumores.

CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
Nombre . canonica, - .
alternativo MSI, inmune epitelial metabdlico Mesenquimal
MSI CIN CIN CIN
Activacién MSS Baja SCNA MSS
inmunolégica | Alta  SCNA | Moderada Alta SCNA
Hiper- Baja metilacion Baja
metiIaCioneS metiIaCién Mutaciones en metilacién
Hiper- Activacion de | KRAS Activaciéon de
Caracteristicas mutaciones Wnty MYC | Bajo CAFs TGF-B
Mutaciones en | Muy bajo | Altamente Alto CAFs
BRAF CAFs iNMuNogeéni-co | |nflamacion
Bajo CAFs Poco Desregula- EMT
Inmunogéni- | cign .
Co metabdlica Invasion
estromal y
angiogénesis
Incidencia 14 % 37 % 13 % 23 %

Tabla 1.9 Resumen de las principales caracteristicas de los CMSs del CCR establecidos en
el consorcio internacional. MSI: inestabilidad de microsatélite (del inglés, “Microsatellite
Instability”). CAFs: fibroblastos asociados a cancer (del inglés, “Cancer-Associated Fibroblasts”).
CIN: inestabilidad cromosémica (del inglés, “Chromosomal Instability”). MSS: estabilidad de
microsatélite (del inglés, “Microsatellite Stability”). SCNA: alteraciones somaticas del numero de
copias (del inglés, “Somatic Copy-Number Alterations”). EMT: transicion epitelio mesénquima (del
inglés, “Epithelial Mesenchymal Transition”).
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En la tabla 1.9 se muestra un resumen de las principales caracteristicas del
CCR segun la clasificacion de los CMSs establecidos en el consorcio

internacional CRCSC (del inglés, “Colorectal Cancer Subtyping Consortium”).

1.4.3 Etiologia. Factores de riesgo

El CCR es una enfermedad heterogénea, con respecto a la localizacion
anatdmica del tumor, las diferencias genéticas, raciales y también por la
influencia del el estilo de vida implicadas en su desarrollo. Por tanto, el CCR se
considera una enfermedad compleja en donde participan factores de riesgos

genéticos y ambientales.

1.4.3.1 Factores hereditarios

La mayoria de los CCR se diagnostican en personas sin antecedentes
familiares de CCR y son de origen esporadico, los restantes se relacionan con la
historia familiar y/lo enfermedades intestinales inflamatorias (334).
Aproximadamente una tercera parte de todos los casos familiares de CCR tienen
una etiologia genética bien definida (335). El riesgo de padecer CCR en
personas con antecedentes familiares varia en funcion del grado de parentesco
con el familiar afectado y la edad en la que dicho familiar desarroll6 el cancer
(336).

Los principales sindromes hereditarios asociados con el CCR son: el
sindrome de Lynch (CCR hereditario sin poliposis o HNPCC), que es la forma
mas comun de cancer de colon hereditario, responsable de aproximadamente un
2 % de todos los casos de CCR (337), y la poliposis adenomatosa familiar (FAP,
del inglés “Familial Adenomatous Polyposis”), causada por mutaciones en el
gen APC (338). También hay otros sindromes hereditarios menos comunes que

incrementan el riesgo de CCR.

Existe un 20-30 % de todos los casos de CCR que se presenta en
pacientes con antecedentes familiares de CCR, sin embargo estos no cumplen
los criterios de CCR hereditario, lo que indica cierta susceptibilidad genética. A

aguellos CCR con diverso grado de agregacion familiar se les denomina CCR
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familiar, y se distingue de los sindromes mencionados anteriormente por no

seguir un patron de herencia tan bien definido (339).

1.4.3.2 Factores ambientales o factores relacionados con el estilo
de vida

Dieta

La dieta contribuye al desarrollo del CCR, jugando un papel adverso o
protector en su desarrollo, independientemente de la obesidad. La dieta tiene un
impacto significativo en el microbioma del colon, donde las bacterias superan en
namero a las células huésped (10:1). Diferentes alimentos tienen efectos

variados sobre la microflora y la inflamacién intestinal (340).

El consumo de carne roja, carne procesada y carne cocinada muy hecha o
en contacto directo con el fuego se ha asociado a un mayor riesgo de sufrir CCR
(341). En 2015, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)
otorgd a la carne procesada la categoria de "carcindgena" y la carne roja como
"probablemente carcindgena”, principalmente debido a su impacto en el riesgo
de CCR (342).

Por otro lado, una dieta rica en fibra, vegetales, frutas, leche u otros
productos lacteos (el calcio que estos alimentos contienen) parece ejercer un
efecto protector. Una dieta rica en fibra puede reducir el riesgo de CCR al
disminuir el pH del colon sigmoide, reducir el tiempo de transito del colon y, por
lo tanto, minimizar la exposicion a posibles carcinogenos (343). Se ha
demostrado asociacion entre el aumento del consumo de frutas y verduras y la
reduccion del riesgo de CCR (344). El efecto protector contra el CCR es debido a
la gran cantidad de fibra, &cido fdlico, antioxidantes y vitaminas que poseen

estos alimentos (345).

Actividad Fisica y Obesidad

Diversos estudios, realizados en diferentes poblaciones, muestran que los
individuos fisicamente mas activos, especialmente si lo son durante largos
periodos de tiempo, presentan un menor riesgo de CCR, con una reduccion de la
incidencia de hasta un 50 % (346).
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Por otro lado, un gran nimero de estudios epidemiologicos sugieren que la
obesidad, es un factor de riesgo para el CCR, mientras que la pérdida de peso

se convierte en un factor protector (347).

Tabaquismo
Estudios recientes muestran que el consumo de tabaco, es un factor de
riesgo para el CCR en ambos sexos, existiendo una clara asociacion entre el

tabaquimo, los adenomas colorrectales y el CCR (348).

Consumo de alcohol

El consumo moderado a alto de alcohol se asocia con un mayor riesgo de
CCR (348). Los mecanismos por los cuales el alcohol actuaria como
carcindgeno en el colon incluyen: el incremento de la proliferacion mucosa, la
activacibn de sustancias pro-carcinégenas en el intestino, cambios en la

composicion de la bilis y elevacion de la concentracion de nitrosaminas (349).

En la tabla 1.10 se muestra un resumen de los factores relacionados con el
estilo de vida y que influyen aumentando o disminuyendo el riesgo a padecer
CCR.

Aumentan el riesgo de CCR Disminuyen el riesgo de CCR
Dieta rica en fibra, frutas y verduras
Calcio y suplementos de calcio en la

Carnes procesadas y carnes rojas Modo dieta

de coccion. Niveles adecuados de vitamina D
Niveles adecuados de acido félico

ObeS|dad_ Actividad fisica

Sedentarismo

Tabaquismo

Consumo moderado-elevado de alcohol

Tabla 1.10 Resumen de los factores relacionados con el estilo de vida que influyen en el
riesgo de CCR.

1.4.3.3 Antecedentes médicos personales

Uso de medicamentos

Varios estudios han demostrado que el uso prolongado de aspirina, y otros
farmacos antiinflamatorios no esteroides (AINES), reduce el riesgo de CCR (348,

350-352), debido a que disminuyen la inflamacion intestinal. Sin embargo, el
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alcance del beneficio no se ha cuantificado, y los AINEs se asocian con un
mayor riesgo de hemorragia gastrointestinal (350, 351, 353), por lo que no se

recomiendan para la prevencion del CCR en la poblacion general (348, 354).

Los efectos protectores del uso de hormonas posmenopausicas y los
anticonceptivos orales siguen siendo controvertidos (355). Otros medicamentos
han sido asociados a un menor riesgo de padecer CCR, por ejemplo, los
bifosfonatos orales (BPs) (356) y los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECAs) (357).

Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell)

Enfermedad inflamatoria del intestinal (EIl) es un término amplio, que
describe un grupo de entidades clinicas, que se caracterizan por ser procesos
infamatorios cronicos, de etiologia desconocida y que, fundamentalmente,
afectan al intestino. Las dos enfermedades inflamatorias mas comunes del
intestino son la colitis ulcerosa (UC, del inglés “Ulcerative Colitis”) y la
enfermedad de Crohn (EC).

Los pacientes con EIll tienen un riesgo doble de desarrollar CCR. La
inflamacion, caracteristica fundamental en estas afecciones, provoca la
liberacion crénica de citoquinas, exceso de flujo sanguineo, radicales libres y
otros factores que predisponen a la carcinogénesis (358). EI CCR es
responsable de 1/6 de las muertes relacionadas con UC y de 1/12 de todas las
muertes en pacientes con EC (359). Hay otros factores que pueden estar
asociados con el riesgo de desarrollar CCR en pacientes con Ell, por ejemplo, el
riesgo aumenta con el inicio temprano de la enfermedad (antes de los 15 afios)
(360) y en enfermedad extensa de larga duracion. Ademas, la gravedad y
persistencia de la inflamacion también es un factor clave que aumenta el riesgo
de CCR (361).

Los pacientes con UC presentan un mayor riesgo de padecer CCR que los
pacientes con EC (362). En la UC, el riesgo de desarrollar CCR depende de la
duracion y el alcance de la enfermedad. Ademas, otros factores, como el sexo
masculino, la edad joven en el momento del diagnéstico, la presencia de

colangitis esclerosante primaria y la extension de la colitis aumentan el riesgo de
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CCR. Un metaanalisis, donde se incluian ocho estudios diferentes, mostrd que la
UC aumenta el riesgo de CCR en 2,4 veces (363). En general, el riesgo de CCR
en pacientes con UC tiene una tendencia creciente. Por ejemplo, a los 10, 20 y
30 afos después del diagndéstico de UC, el riesgo de CCR es de 2 %, 8 % y 20
%, respectivamente (364, 365).

1.4.4 Mecanismos mutacionales asociados al desarrollo de CCR

Dentro de los mecanismos mutacionales asociados al CCR se hallan los
epigenéticos (metilacion del DNA) y la inestabilidad gendmica, la cual se divide
en: inestabilidad cromosomica (CIN) e inestabilidad de microsatélites (MSI) (334,
366).

1.4.4.1 Mecanismos epigenéticos

Se trata de cambios epigenéticos en el DNA, que inactivan la expresion
génica e incluyen la metilacion de las islas CpG (del inglés, “Cytosine preceding
Guanine”) en secuencias promotoras, modificaciones en proteinas como las
histonas e hipometilacién global. La metilacion del DNA es la segunda via
genética mas comun en el CCR esporadico, se presenta aproximadamente en
15 % de los casos (367, 368). Se ha descrito que estos ocurren en estadios
tempranos de la carcinogénesis colorrectal (369). La hipermetilacién de
secuencias promotoras conlleva al silenciamiento transcripcional de genes
supresores de tumor y genes involucrados en el control del ciclo celular, la
reparacion de DNA y la apoptosis. La metilaciéon de las islas CpG es un
mecanismo que afecta a la expresion de los genes de reparacion de DNA,
(MMR, del inglés Mismatch Repair) (369, 370). La hipometilacion de los
promotores de algunos genes ocurre en estadios avanzados del CCR y se

caracteriza por el aumento en la transcripcién génica (368).

1.4.4.2 CIN

La inestabilidad cromosOmica es el mecanismo que mas comunmente
ocurre en el CCR esporadico (70-85 %); también conocido como la via
supresora. Es el mecanismo mas acorde con el modelo genético propuesto por
Fearon y Vogelstein (371). La inestabilidad cromosémica conlleva diversos
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cambios en el nimero de copias y la estructura cromosémica, ocasionando
pérdida de heterocigocidad (LOH, del inglés “Loss of Heterozygosity”) y
mutaciones en genes supresores de tumores y protooncogenes (372).

1.4.4.3 MSI

Conocida como la via mutadora, ocurre en el 15 % de los casos de CCR.
Se caracteriza por fallos en los mecanismos de reparacion de bases mal
apareadas del DNA (MMR), principalmente por fallo en la complementariedad de
bases. Esto genera la aparicion de mutaciones puntuales e inserciones-
deleciones (IDL) que cambian el marco de lectura y producen un codén de
parada prematuro, que codifica para una proteina no funcional (373). El sistema
MMR esta conformado por siete genes: hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMSH3,
hMSH6, hPMS1 y hPMS2; hasta la fecha se han descrito mas de 500
mutaciones diferentes en estos genes MMR. Los genes hMLH1 y hMSH2 son los
mas importantes del sistema MMR relacionados con el CCR, en los cuales

ocurren mas del 90 % de las mutaciones (373).

1.4.5 Inflamacion y cancer colorectal

La conexién entre la inflamacion y la tumorigénesis esta bien establecida,
por lo que la inflamacién crénica se ha convertido en una de las caracteristicas
distintivas del cancer (374). Muchos tumores surgen después de una inflamacién
prolongada o muestran caracteristicas de inflamacion cronica a lo largo de su
progresion (375, 376). El CCR es uno de los mejores ejemplos de un tumor
estrechamente asociado con la inflamacion cronica, que puede estar presente

desde las primeras etapas de la aparicion del tumor.

La Ell es un factor de riesgo importante para el desarrollo del cancer de
colon y también la inflamacién esta involucrada en otras formas de cancer de
colon esporadico y hereditario. A pesar de que los casos de CCR hereditarios
rara vez estan precedidos por una inflamacion cronica manifiesta, se pueden
prevenir o retrasar con medicamentos antiinflamatorios (348, 350, 377, 378), lo

gue sugiere la participacién de procesos inflamatorios en el desarrollo del tumor.
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El cancer asociado a colitis (CAC) es la complicacién mas grave de la Ell, y
aunqgue constituyen solo un 1-2 % de todos los casos de CCR, es dificil de tratar,
tiene una alta mortalidad y con frecuencia se diagnostica en etapas avanzadas
de la enfermedad (348). El riesgo de padecer CAC es de 1,5 a 2,4 veces mayor
en los pacientes con EIll que en la poblacién normal (348, 379). Este riesgo se
incrementa con los afos, siendo del 18,4 % a los 30 afios después del inicio de
la UC (364, 379). Aproximadamente el 10-15 % de los pacientes con Ell morira
de CAC (380). Sin embargo, las ultimas evidencias parecen indicar que la
deteccién temprana de la Ell y el tratamiento con antiinflamatorios reducen el
riesgo de CAC, lo que confirma la implicacion de la inflamacion en la

carcinogénesis colorrectal (379, 381).

1.4.5.1 patogenia molecular del CAC. Diferencias con el CCR
esporadico y hereditario

El desarrollo de CCR generalmente sigue varios pasos consecutivos.
Algunas de estas etapas esenciales del desarrollo del cancer, incluida la
formacién de focos de criptas aberrantes (FCA), pdlipos, adenomas vy
carcinomas, son similares entre CAC y el CCR no inflamatorio. Sin embargo, se
han propuesto algunas secuencias patégenas diferentes para el CAC, incluida la
inflamacion crénica y la displasia, que surge sin la formacion de un adenoma
bien definido. Asi, la secuencia de "adenoma-carcinoma" establecida para el
CCR esporadico, se convierte en la secuencia de “inflamacion-displasia-

carcinoma" en la Ell pre-existente (371) (Figura 1.10).

Las vias genéticas y de sefializacibn comunes, como las relacionadas con
Wnt, B-catenina, K-ras, p53, APC, TGF-B y las proteinas MMR, estan alteradas
tanto en el CCR como en CAC. Sin embargo, las diferencias en el tiempo y la
frecuencia de mutaciones y silenciamiento en p53 y APC, asi como la activaciéon
de K-Ras pueden diferir entre CCR y CAC (380).
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Por ejemplo, la pérdida de funcion de APC, considerada como un evento
temprano muy comun en CCR esporadico, es mucho menos frecuente y
generalmente ocurre tarde en la secuencia de displasia-carcinoma asociada a
Ell (382). Por otro lado, varios estudios sugieren una mayor implicacion de p53,
lo que indica que juega un papel fundamental en CAC. En el contexto de la
colitis, las mutaciones de p53 son un cambio molecular que ocurre de manera
temprana y a menudo se detectan en la mucosa de pacientes con UC, sin
displasia o indefinida para la displasia (382).
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tardio
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MSI o CIN SMAD4 STAT3

Figura 1.10 Comparacion de alteraciones moleculares en CCR esporadico y CAC.
(Adaptado de (383)).

1.4.5.2 Inflamacion en la iniciacion de CAC

En el caso del CAC, la inflamacién pre-existente en pacientes con Ell, es la
primera etapa que induce los cambios celulares pre-neoplasicos. El microentorno
inflamatorio localizado puede promover la acumulaciéon de mutaciones y cambios

epigenéticos, favoreciendo transformaciones neoplésicas adicionales.

Las células inflamatorias activadas producen ROS y RNS, que pueden
inducir dafio y mutaciones en el DNA. Ademas, las citoquinas y otros factores,
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pueden estimular la produccion de ROS dentro de las células epiteliales, lo que
aumenta la probabilidad de mutaciones y silenciamiento epigenético de genes

supresores de tumores (384, 385) (Figura 1.11A).

Aun no han sido completamente esclarecidos los mecanismos moleculares
por los cuales la inflamacién promueve el desarrollo del cancer (386, 387). Sin
embargo, se sabe que la exposicion a ROS, a los mediadores producidos por la
actividad de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), como la prostaglandina E2 (PGE2), y
varias citoquinas pro-inflamatorias, causa la inactivacion de genes supresores de
tumores o, por el contrario, la activaciéon de los oncogenes. También pueden
causar inactivacion o represion de los genes MMR y las ROS pueden oxidar e

inactivar directamente las enzimas reparadoras de dafos (388, 389).

Por su parte, el silenciamiento epigenético, a través de la metilacién del
DNA vy las histonas, o el silenciamiento mediado por microRNA, reduce la
expresion de proteinas que mantienen la fidelidad durante la replicacion del DNA
0 actan como supresores de tumores, promoviendo el desarrollo de CAC (386-
388).

En conjunto, las alteraciones genéticas impulsadas por la inflamacién y los
cambios epigenéticos son aspectos importantes de la iniciacion del tumor en el

CCR Yy, especialmente, en la CAC.

1.4.5.3 Inflamacion en la progresion de CAC

La promocién tumoral es el proceso de crecimiento de un tumor a partir una
Unica célula transformada hasta la formacion de wun tumor primario
completamente desarrollado. Tanto el crecimiento inicial como continuo del
tumor depende del aumento de la proliferacién celular y la reduccion de la

muerte celular, ambas estimuladas por la inflamacién (390) (Figura 1.11B).

Los factores de transcripcion NF-kB y STAT3 se activan en CAC y actuan
como oncogenes no clasicos, cuya activacion en células malignas rara vez es el
resultado de mutaciones directas. Esto indica que estos factores de transcripcion
se activan de manera paracrina o autocrina, o tras la activacion de componentes

de sus vias de sefalizacion. NF-kB y STAT3 activan los genes que controlan la
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supervivencia, proliferacion y crecimiento de las células, asi como la
angiogénesis, la invasividad, la motilidad, la produccion de citoquinas y
quimioquinas (391, 392). Se ha detectado activacion aberrante de ambos
factores de transcripcion en aproximadamente el 50 % de los CCR y CAC (393,
394).

Existe amplia evidencia que demuestra que STAT3 desempefia un papel
primordial en la progresion del CAC. Se ha demostrado que citoquinas como la
IL-6, IL-11 o la IL-22 y varios factores que influyen en el crecimiento del tumor,
como factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés “Epidermal Growth
Factor”), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, del inglés “Hepatocyte
Growth Factor”) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés
“Vascular Endothelial Growth Factor”), directa o indirectamente causan la
activacion de STATS3 (6, 395). La activacion de STAT3 induce la expresion de
genes antiapoptoéticos, como Bcl-2 o Bcl-xL, ademas induce la expresién de
genes proliferativos como la ciclina D1 o c-Myc, y VEGF, que es un potente
factor proangiogénico (396). STAT3 activado también puede inducir una
activacion prolongada de NF-kB, una peculiaridad importante en la patogénesis
del CAC, ya que estos dos factores de transcripcion activan los genes

necesarios en cada paso del desarrollo del cancer (394, 397).

Se ha encontrado que la activacion de NF-kB en las células mieloides
(especialmente los macréfagos y CDs de la lamina propia), da como resultado la
produccion de citoquinas que son fundamentales en el crecimiento y proliferaciéon
del tumor, promoviendo la supervivencia de células epiteliales pre-malignas
generadas durante las etapas tempranas de la tumorigénesis del CAC (398). Se
conoce que la actividad antiapoptotica de NF-kB esta mediada por la activacion
de Bcl-2, Bel-xL y cFLIP, junto con otros genes (399). La inactivacion de NF-kB
en células mieloides mediante la ablacion de IKK, la quinasa requerida para su
activacion, inhibié la produccion de mediadores inflamatorios, incluidas
citoquinas como la IL-6 y el TNF-o, e impidio la proliferacion de células
epiteliales durante la induccion de CAC. Como resultado, la carga tumoral se

redujo debido a la aparicion de menos tumores, de menor tamafio (398).
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1.4.5.4 Inflamacion en lainvasion y metastasis del CAC

Desde la perspectiva clinica, la metastasis es la situacion mas critica del
cancer, ya que mas del 90 % de la mortalidad por cancer es causada por
metastasis. Estudios recientes muestran que la metastasis requiere una
colaboracion estrecha entre las células cancerosas, las células inmunitarias e

inflamatorias y los elementos del estroma.

El microentorno inflamatorio puede influir en varias etapas claves de la
metastasis. El primer paso que debe ocurrir es la EMT (del inglés, “Epithelial
Mesenchymal Transition”), en la que las células cancerosas adquieren
caracteristicas fibroblastoides, por tanto aumentan su motilidad y capacidad de
invasion (400, 401). Este proceso esta regulado por varias citoquinas pro-
inflamatorias, incluida la IL-1, TNF-a, IL-6, el factor 1a inducible por hipoxia (HIF-
1a, del inglés “Hypoxia-Inducible Factor 1a”) y, principalmente, por TGF- (400-
402) (Figura 1.11C).

La activacion de la sefializacion de NF-kB y/o STAT3 puede facilitar la EMT
al aumentar significativamente la movilidad de las células premetastasicas,
favoreciendo su migracion e invasion. Este proceso esta mediado por el efecto
de estos factores de transcripcion sobre la expresion de los reguladores de la
EMT, y también por la capacidad de ambos para regular el citoesqueleto (400-
402).

En el segundo paso hacia la metastasis, las células cancerosas se
introducen en vasos sanguineos y linfaticos. La inflamacion puede promover esto
a través de la produccion de mediadores que aumentan la permeabilidad
vascular. Posteriormente, las células que inician la metastasis sobreviven y
viajan a través de la circulacién. Por otra parte las integrinas permiten la
extravasacion de células cancerosas circulantes vy, finalmente, los progenitores
metastasicos individuales interactian con las células inmunitarias, inflamatorias y

estromales y comienzan a proliferar (403).

Las quimioquinas pueden estimular directamente la migracion de las
células malignas hacia los vasos sanguineos y 6rganos distantes. El receptor de

guimioguina CXCR3 es fundamental para la metastasis en los ganglios linfaticos
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(404) y sus niveles se incrementan drasticamente durante la malignizacion (404).
Dentro de las quimioquinas que activan el receptor CXCR3 durante la metastasis
se incluyen CXCL9, CXCL10, CXCL11 y CCL21, las cuales se regulan mediante
la sefializacion de proteinas oncogénicas tales como Ras (405).

Las sefiales inflamatorias, ademas, regulan la produccion y actividad de las
MMPs, y facilitan la invasion y extravasacion de células cancerosas (406). Los
CCR humanos sobreexpresan MMPs 1, 2, 3, 7, 9 y 13. Varias citoquinas pro-
inflamatorias pueden aumentar la expresion de distintas MMPs, lo que
proporciona un estimulo para el aumento de la migracion celular. Las citoquinas

mas implicadas, aunque no las Unicas, son TNF-a.y TGF- (6).
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Figura 1.11 Papel de la inflamacién en la iniciacion (A), promocién (B) y metéastasis (C) de
CCR.

1.4.5.5 Citoquinas en CCR

Las citoquinas producidas por células inmunitarias, fibroblastos, células
estromales y células epiteliales cancerosas tienen funciones diversas y
pleiotrépicas en las diferentes etapas de la progresién del CCR. En las primeras

etapas de la tumorigénesis, varias citoquinas potencian las respuestas
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citotoxicas de los linfocitos T CD8+ y las células NK. Ademas, pueden inducir la
liberacion de IFN-y, inhibir la angiogénesis e impedir el crecimiento y la
diseminacién de las células cancerosas. Todos estos efectos mediados por
citoquinas inhiben la progresion del tumor. Sin embargo, en tumores bien
establecidos, muchas citoquinas pueden promover la progresion del tumor
favoreciendo la proliferacion, inhibicion de la apoptosis, la angiogénesis, la
reorganizacion estromal, facilitar EMT, asi como la metastasis y supresion de
inmunidad antitumoral. En la mayoria de los casos, las citoquinas promotoras de
tumores actlan de manera paracrina, aungue varios tipos de células cancerosas
producen sus propias citoquinas, incluida la IL-6, para lograr el mismo efecto (6,
407). De forma general, las citoquinas promotoras de tumores son producidas
por los macrofagos de la ldmina propia y las CDs durante los estados tempranos
del desarrollo de la CAC o por las células T durante la progresion del tumor y en
etapa tardia (6, 395).

Las citoquinas, como el TNF-a e IL-6, son consideradas trascendentales en
el CCR, debido al papel que desempefian en la activacion de los factores de
transcripcion oncogénicos NF-kB y STAT3, respectivamente, en células
epiteliales intestinales (IECs, del inglés “Intestinal Epithelial Cells”), promoviendo
la proliferacion y resistencia a la apoptosis (391). Por el contrario, otras
citoquinas, como el IFN-y y la IL-15, promueven la inmunidad protectora mediada
por las células citotoxicas. Por otra parte la producciébn de las citoquinas
antiinflamatorias IL-10 y TGF-f3, por las células Treg, son esenciales en el control
de la inflamacién intestinal. No obstante, el papel supresor de las células Treg
puede ser perjudicial debido al deterioro de las respuestas inmunitarias
protectoras (408). En la figura 1.12 se muestra los efectos de las principales

citoquinas involucradas en CCR.
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Figura 1.12 Propiedades de las citoquinas en la patogenia del CCR (adaptado de (409).

INF-a

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a, del inglés “Tumor Necrosis Factor”)
es una citoquina proinflamatoria, que desempefia un papel importante en
diversos eventos celulares, incluida la proliferacion celular, la diferenciacion y la
muerte celular (410). Aunque el TNF-a se identific6 por primera vez como una
citoquina supresora de tumores, debido a su capacidad para inducir muerte
celular en ciertos tipos de células, las evidencias han demostrado que también
puede actuar como agente promotor de tumores que vincula la inflamacion vy el
cancer (411, 412). Las principales fuentes de produccion de TNF-a en procesos
inflamatorios son de linaje monocitos/macréfagos. Sin embargo, otros tipos de
células también pueden producir TNF-a, incluidos mastocitos, linfocitos T y B,
células NK, neutrofilos, células endoteliales, células musculares lisas y

cardiacas, fibroblastos y osteoclastos (413).

La unién del TNF-a a sus receptores TNFR1 y TNFR2 conduce al

reclutamiento de proteinas intracelulares que activan mudltiples vias de
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transduccion de sefiales: las sefiales asociadas a FAS, a través del dominio de
muerte (FADD)/caspasa 8/caspasa 3, la via de la proteina quinasa activada por
mitdgenos (MAPK, del inglés “Mitogen Activated Protein Kinase”), de la quinasa
Jun (INK)/proteina de activacion 1 (AP-1), y la via NF-kB (409, 410). La
activacion de MAPK, JNK/AP-1 y NF-kB inducen la expresién de varias
moléculas que incluyen las citoquinas IL-1, IL-6, varias quimioquinas, moléculas
de adhesion, COX-2 y MMPs. Cuando el TNF-a. se une a su receptor TNFR1
también puede ocurrir un tipo de muerte programada denominada necroptosis.
Que la necroptosis se desencadene dependera de diferentes factores como el
nivel de activacion de la caspasa-8 y la fosforilacion de proteinas como RIPK1
(del inglés, “Receptor Interacting Protein Kinase 17), RIPK3 (del inglés,
“‘Receptor Interacting Protein Kinase 3”) y de MLKL (del inglés, “Mixed Lineage
Kinase domain-Like protein”) (414).

Se ha comprobado expresion incrementada de TNF-o en el colon de
pacientes con UC activa y CCR avanzado, pero no en la mucosa normal.
Ademas, los niveles séricos de TNF-a se han correlacionado de manera directa
con la progresion de CCR y la supervivencia reducida de los pacientes con CCR
(415, 416).

El TNF-a aumenta la permeabilidad vascular, lo que facilita la intravasacion
y extravasacion de nucleos metastasicos (417, 418). La sefializacion del TNF-a
también induce EMT, por tanto favorece metéstasis, ya que estabiliza al factor de

transcripcion SNAIL-1, previniendo su degradacion (419).

IL-1

La familia de citoquinas IL-1 comprende 11 miembros. Estos incluyen
citoquinas con actividad agonista (IL-1a, IL-1B, [L-18, IL-33, IL-36a, IL-368, IL-
36y), miembros con actividad antagonista del receptor (IL-1Rqa, IL- 36Ra, 1L-38),

y con actividad antiinflamatoria (IL-37) (420).

Las citoquinas de la familia IL-1 se expresan en todo el tracto
gastrointestinal (TGI), desempefiando un papel esencial en la regulacién de la
inmunidad de la mucosa contra los patégenos intestinales (420, 421). Las mas
estudiadas de la familia son IL-1f3, IL-1a., IL-18 e IL-33.
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IL-1a

A diferencia del precursor de IL-1, el precursor de IL-1a es completamente
activo y funciona como una "alarma" al iniciar rapidamente una respuesta
inflamatoria, mediando asi las fases tempranas de la inflamacion (422). Ademas
del precursor de IL-1la liberado por las células necroticas, hay una forma de

membrana de IL-1a presente en los monocitos activados (420).

La propia IL-1a puede actuar como una oncoproteina, y la expresion de la
misma induce cambios neoplasicos en las células. La IL-1la de macrofagos y
CDs puede inducir el reclutamiento de neutréfilos (420, 421). La IL-1a producida
por las células cancerosas del colon puede aumentar la angiogénesis mediante

la modulacion de las células estromales en el microentorno tumoral (423).

IL-18

Durante la Ell, las CDs y los macréfagos de la lamina propia secretan
ingentes cantidades de citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-1B y la IL-18,
después de ser activadas por el inflamasoma, en respuesta a la presencia de
microbiota comensal o a la sefalizacién de receptores tipo Toll (TLR, del inglés
“Toll-Like Receptors”) (424).

El inflamasoma es un complejo proteico, formado basicamente por una
molécula sensora (generalmente un receptor NLR), la proteina adaptadora ASC
(del inglés, “Apoptosis-Associated Speck-like Protein Containing a CARD) vy la
procaspasa-1. La activacion del inflamasoma posibilita la protedlisis de la
caspasa-1, que se encuentra en forma de procaspasa-1 inactiva (425). Una vez
activada, la caspasa-1 proteoliza a la pro-IL-1B y a la pro-IL-18, generandose las
formas activas de estas dos importantes citoquinas proinflamatorias (Figura 1.1)
(425).

Se han encontrado niveles altos de IL-1B en varios tipos de cancer y
durante la progresion de CCR (426). Esta citoquina es un potente activador de la
via NF-kB (427, 428). La IL-13 puede también activar la ruta de Wnt-B-catenina
en el CCR, inactivando GSK3pB, induciendo EMT vy caracteristicas de célula
madre, como la capacidad de formacion de colonias, la expresién de genes de

células madre (BMI1 y NES) y el incremento a la resistencia frente a la
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quimioterapia. En este proceso juega un papel primordial el factor de

transcripcion pro-mesenquimal ZEB1 (426, 427).

Ademas, se ha reportado que los transcritos de IL-13 estan aumentados en
las biopsias de tumores de pacientes con CCR metastasico (429) y que
polimorfismos en el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) pueden asociarse
con CCR (430).

El bloqueo in vivo de IL-1B usando IL-1Ra recombinante disminuyo
significativamente el desarrollo de tumores en el modelo DSS/AOM (431), lo que
indica un papel pro-tumorigénico de IL-1B en este contexto. La IL-18 puede
actuar directamente sobre las IECs (431) y sobre las células tumorales (427)
para inducir su proliferacion. Asimismo, IL-1B promueve el reclutamiento de
MDSCs, lo que promueve la progresion de CCR (6, 391, 407, 420).

La IL-1B también desempefa un papel importante en la angiogénesis del
tumor, actuando indirectamente sobre las células endoteliales (432, 433). IL-13
favorece la supervivencia de las células endoteliales mediante la estimulacién de
las células del musculo liso vascular para secretar VEGF (434). En resumen, la
evidencia sugiere que IL-1B es un activador indirecto de las células endoteliales
y la angiogénesis, a través de la regulacion de las moléculas pro-inflamatorias y
angiogénicas.

IL-18

Descrita por primera vez en 1989 como "factor inductor de IFN-y", la IL-18
esta estrechamente relacionada con la IL-13, ya que ambas se sintetizan primero
como precursores inactivos, necesitando caspasa-1 para su escision (420). Las
dos pueden ser procesadas extracelularmente por proteinasa-3 y ambas tienen
receptores sefiuelo. Similar a IL-1a, el precursor de IL-18 se encuentra en casi

todas las células mesenquimales en humanos y ratones (435).

La IL-18 es un componente importante de la respuesta de las células Thly
de las células NK. Estudios recientes sugieren un efecto protector de la IL-18 en
el CAC, al favorecer la respuesta Thl y la activacion de los CTL (436, 437). No
obstante, la IL-18 se ha implicado en varias enfermedades, incluyendo Ell (420,
438).
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IL-23

La IL-23 es una citoquina de la familia de la IL-12, producida por las APCs
durante la inflamacion intestinal. Es considerada regulador critico de la Ell en
humanos y en varios modelos murinos de colitis (424, 439).

Los niveles de IL-23 se elevan en el suero de pacientes con CCR, y se
correlacionan positivamente con la expresion de VEGF (440). Altos niveles de IL-
23, en tejido tumoral primario, fueron predictivos de una mayor tasa de
metéstasis del CCR (441).

La IL-23 prolonga la actividad de las células Thl7 locales (442) y
posiblemente suprime la funcion de las células Tregs (443). Es posible que la IL-
23 controle la expresion de varias citoquinas pro-inflamatorias y pro-
tumorigénicas, como la IL-6, la IL-17 y la IL-22, y estas citoquinas transmitan el
efecto oncogénico de la IL-23 en el microambiente tumoral (444, 445). Estas
citoquinas pueden a su vez activar la proliferacion de células tumorales a través
de STAT3 y NF-kB.

IL-17

La IL-17 es una citoquina que une a los sistemas inmunitarios adaptativos e
innatos. La familia de la IL-17 contiene 6 miembros: IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E e IL-17F (446). Las células Th17 desempefian un papel importante
en la defensa del huésped contra los microorganismos extracelulares, pero
también participan en patologias cronicas como las enfermedades inflamatorias

y las enfermedades autoinmunes (6, 391, 407).

Los miembros de la familia IL-17, como IL-17A, IL-17C e IL-17F, regulan las
funciones de las células epiteliales del colon en la Ell y CAC. Se ha demostrado
que IL-17A esta elevada en las biopsias de tejido de pacientes con Ell (6, 391,
407). IL-17A es el miembro mas ampliamente estudiado de esta familia en el
contexto de la Ell y la tumorigénesis intestinal. IL-17A parece ser protector contra
la colitis, mientras que favorece el desarrollo del cancer de colon. Por ejemplo, el
bloqueo de IL-17A fue ineficaz e incluso exacerbo la Ell en algunos pacientes,
debido al papel critico que desempefa IL-17A en el mantenimiento de la

homeostasis de la barrera epitelial (447). Por el contrario, la expresiéon de IL-17A
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estd elevada en CAC y CCR esporadico y empeora la progresion de la
enfermedad (448, 449).

Aunque en general se acepta que las células Thl7 son la fuente principal
de IL-17A en el microambiente tumoral, los CTLs, las células T yd y las ILCs
también son importantes productores de IL-17A (409). Las CDs que se infiltran
en el tumor pueden promover la produccion de IL-17 en células T yd a través de
IL-23 y, de forma similar a los estudios en modelos de raton, las células T yd
intratumorales humanas promueven el reclutamiento y expansion de MDSCs
(450, 451). Por lo tanto, IL-17A puede contribuir indirectamente al silenciamiento
inmune en el microentorno tumoral. Ademas de las células hematopoyéticas, los
CAFs también pueden expresar IL-17A en respuesta a quimioterapia en CCR
humano y en modelos murinos de xenotransplante (452). La IL-17A puede actuar
sobre las células del estroma tumoral, promoviendo la resistencia a terapias

antiangiogénicas (453).

IL-22

La IL-22 es una citoquina de la familia IL-10 producida por ILCs del grupo 3,
células Thl7, células Th22 y posiblemente neutréfilos (454, 455). La IL-22 tiene
un papel crucial en la resolucién del dafio tisular inducido por la lesion
microbiana, las ROS vy otros estimulos dafiinos ya que aumenta la proliferacion,
la supervivencia y la regeneracion de las IECs (454). Se cree que las acciones
multifacéticas de la IL-22 preservan la integridad del epitelio intestinal al prevenir
el dafio tisular causado por la infeccion y la inflamacién (456-458). Sin embargo,
esta citoquina también puede promover colitis en algunos entornos al favorecer
la secrecion de otras citoquinas pro-inflamatorias y perpetuar la respuesta

inflamatoria (454).

En humanos, se han asociado niveles séricos elevados de IL-22 con la
resistencia a la quimioterapia en pacientes con CCR, resistencia mediada por la
secrecion autocrina de IL-8 dependiente de STAT3 (459). Kryczek et al
recientemente demostraron que la IL-22 promueve CCR activando STAT3 (460).
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IL-11

IL-11, un miembro de la familia IL-6 (383, 409), esta implicada en la
patogénesis del CCR. Se ha demostrado que tanto la IL-11 como su receptor
estan sobreexpresados en muestras de CCR (461, 462). Multiples tipos de
células sobreexpresan IL-11 durante el desarrollo de CCR, incluidas las células
hematopoyéticas, los CAFs y también las células tumorales (461, 463). Se
encontré que el efecto pro-tumorigénico de la IL-11 es mas fuerte que el de la IL-
6, tanto en los modelos de CAC como en los de CCR esporadicos (461). Esta

citoquina media en la tumorigénesis intestinal dependiente de STAT3.

TGF-B

EI TGFB es una citoquina compleja con importantes funciones en la
homeostasis, la curacién de heridas y el cancer (383). La citoquina y sus
receptores TGFBR1 y TGFBR2 se expresan comunmente en células epiteliales
(464), pero otras células en el microentorno del tumor, incluidos los CAFs,

responden o secretan TGF-§3 (465).

TGF-B tiene una doble funcion durante la tumorigénesis intestinal.
Generalmente se acepta que el TGF-B es un potente supresor de tumores, que
induce la interrupcion del ciclo celular en etapas tempranas del cancer (466,
467). La frecuente aparicion de mutaciones que inactivan componentes
moleculares de la sefalizacion de TGF- en CCR corrobora la relevancia de esta

citoquina en la patologia (383, 409, 468).

A pesar de restringir la tumorigénesis en etapas tempranas, los niveles
altos de TGF-B en el tumor primario o suero de pacientes, se asocian con un
pronéstico desfavorable y disminucion de la supervivencia, particularmente en

pacientes con CCR localmente avanzado (383, 409, 463).

El TGF-B puede promover la secrecion de IL-11 por los CAFs (463), lo que
a su vez activa STAT3 e impulsa la proliferacion de células tumorales y aumenta
la metastasis en multiples 6érganos (461, 463).
IL-10

La IL-10 desempefia un papel protector durante la inflamacion intestinal

(469). La citoquina inhibe la produccion de IL-1B, IL-6, TNF-q, y otras citoquinas
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pro-inflamatorias en monocitos y macréfagos (470). Ademas, IL-10 disminuye la
expresion de MHC II, asi como de moléculas co-estimuladoras, como CD80 y
CD86 en monocitos (471). Las mutaciones en el gen IL-10 se han relacionado
con el desarrollo de la EIll tanto en humanos como en ratones. Los seres
humanos que tienen mutaciones que conllevan a la pérdida de funcién en los
componentes genéticos de la via de sefializacion de IL-10, desarrollan
enterocolitis de inicio temprano e hiperinflamacion en el colon (472, 473). La IL-
10 también juega un papel protector en modelos animales de CCR. Los ratones
deficientes en IL-10 desarrollan colitis espontanea en el colon, que depende de

la presencia de una microflora especifica (474-476).

En contraste, se ha encontrado, en muestras de pacientes, niveles séricos
crecientes de IL-10 durante la progresién del CCR (409, 477). Ademas, los
niveles séricos preoperatorios altos de IL-10 se correlacionaron con una mala
supervivencia de los pacientes (478), lo que sugiere un papel promotor de

tumores de la IL-10 en pacientes con CCR.

Varias células, incluidas las células T, los monocitos, los macrofagos y las
IECs, producen IL-10 (409). Sin embargo, la IL-10 la producen principalmente las
células Treg, que desempefian un papel esencial en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal (479). La unién de IL-10 a su receptor activa STATL,
STAT3y STAT5 (409, 480).

IL-6

La IL-6 es una citoquina inflamatoria claramente implicada en el desarrollo
de CCR y CAC (481). La mayoria de los efectos de la IL-6 en las células
cancerosas estan mediados por el factor de transcripcion STAT3 (482). La IL-6
es producida por varios tipos de células, por ejemplo, los monocitos, macréfagos,
fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, células B, células T y también
varias células tumorales (483). Los monocitos y macrofagos parecen ser los
principales productores de IL-6 durante la inflamacion aguda y las células T
durante la inflamacion crénica (484). Las células T de la lamina propia, los TAMs,
y CAFs también pueden secretar IL-6 en el estroma del CCR (395, 485, 486).
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La sefalizacion de IL-6 activa a las proteinas Janus quinasas (JAKs), con
una posterior induccion de STAT3. También activa las vias oncogénicas
Ras/MAPK y PI3K/Akt (482). Como ya se menciond, la activacion de STAT3 es
un paso importante para la promocion y la progresion del CCR, induciendo la
expresion de varios genes diana involucrados en la supervivencia, proliferacion,
angiogénesis, metastasis, adhesion celular, resistencia a drogas e inflamacion
(392, 424, 487) (Figura 1.13). Esta citoquina ademas, promueve directamente la
acumulacion de MDSCs en los tumores, lo que facilita la progresion del tumor
(409, 488).

También se ha demostrado que la IL-6 regula de forma negativa el gen
supresor tumoral p53 en las células epiteliales del colon, lo que favorece la EMT
y la resistencia a la apoptosis (489). Se ha descrito que la IL-6 también provoca
inactivacién o represion de los genes MMR, por tanto induce dafio en el DNA
(490).

Niveles elevados de IL-6 en suero se han correlacionado con el aumento
del tamafio tumoral, la aparicion de metéstasis hepéticas y una supervivencia
reducida en pacientes con CCR (409). Debido a la correlacion entre la expresion
de IL-6 con el pronostico de CCR y al aumento de la expresién de IL-6 en
pacientes con Ell, se piensa que la IL-6 actia como un vinculo entre la

inflamacion crénica y el desarrollo del tumor.
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Figura 1.13 Papel de la IL-6 en CCR. IL-6 activa las vias JAK/STAT-3, Ras/MAPK y PI3K/AKT,

induciendo la modificacién de la expresion de varios genes que afectan la proliferacién celular, la
supervivencia, la migracion, la invasion, la angiogénesis e inflamacion.

1.456 La via COX-2/PGE2: inflamacion y tumorigénesis
colorrectal

La expresion aberrante COX-2, que ocurre en la mayoria de los tumores
colorrectales, desempefia un papel crucial durante desarrollo del CCR (6, 491-
493). La desregulacion de la expresion de COX-2 conduce a la sobreexpresion
de su principal producto metabdlico, la PGE2, cuyos efectos pleiotrépicos
parecen mediar en la mayoria de las caracteristicas distintivas del cancer (6,
494-496). Se han encontrado niveles elevados de PGE2, tanto en adenomas
como en carcinomas colorrectales humanos (494). También se ha descrito que
los niveles de PGE2 aumentan de forma dependiente al tamafio de los
adenomas de pacientes con FAP (495), asi como en los adenomas de ratones
ApcMin+ (6).

Los mecanismos protumorigénicos de la via COX-2PGE2 incluyen la
inhibicion de la apoptosis, al aumentar la expresion de Bcl-2 a través de las vias
de sefializacion MAPK o PISK/AKT (6). La PGE2 también activa la sefializacion

69



Introduccion

dependiente de B-catenina, lo que promueve la supervivencia y proliferacion
(497). La via COX-2/PGE-2, ademas, puede estimular la angiogénesis tumoral
mediante la induccion de la produccion de VEGF y el factor de crecimiento de
fibroblasto basico (bFCF) (498), y ademas aumenta la migracion y la invasion
tumoral al alterar las propiedades adhesivas de las células y la actividad de las
MMPs (499). En las células mieloides, la sefializacion de PGE2 reduce la
expresion de la citoquina antitumorigénica IL-12 y aumenta la expresion de la

citoquina protumorigénica IL-23 (500).

1.4.6 Células del sistema inmunitario en CCR

Al igual que otras neoplasias malignas sélidas, los tumores colorrectales

estan infiltrados por varios tipos de células inmunitarias.

El desarrollo y la progresion de los tumores colorrectales, estan
determinados de manera crucial por el microambiente del tumor, incluidos los
componentes celulares (por ejemplo fibroblastos, células del sistema inmunitario
y células endoteliales), la microbiota intestinal y los factores no celulares (matriz
extracelular, citoquinas y factores de crecimiento) (501-503). Todos estos
componentes interactdan constantemente entre si, lo que influye en el desarrollo

del tumor.

Las células del sistema inmunitario innato, como los neutrofilos, las células
NK, las células linfoides innatas (ILCs, del inglés “Innate Lymphoid Cells”), los
mastocitos, las CDs y los TAMs pueden detectarse facilmente en estos tumores
(504).

Ademas, los tumores avanzados reclutan subconjuntos mieloides
especificos que representan una poblacion fenotipicamente heterogénea, pero
funcionalmente similar, de células CD11b+Grl+, son las llamadas MDSCs (505).
Estas células comparten algunas caracteristicas con monocitos, macréfagos,
neutréfilos y CDs y facilitan la supresion de las respuestas inmunitarias

antitumorales y la angiogénesis tumoral (505).

En resumen, durante el CCR, la inmunovigilancia (ejecutada por las células

T CD8+, las células NK y las células T CD4+) podria mediar la deteccién

70



Introduccion

temprana y la eliminacion de células transformadas y focos de cripta aberrantes,
y también mantener pequefios tumores en estado latente. La inmunovigilancia
también puede ser importante durante la metéstasis, cuando un ndamero
pequefio de células metastasicas viajan y pueden ser atacadas por células
inmunitarias antitumorales. En muchas otras etapas de la tumorigénesis
colorrectal, la inflamacion protumorigénica (ejecutada por las células inmunitarias
innatas, las células B y varios subtipos de células T), contrarresta y supera la
inmunidad antitumoral mediante efectos inmunosupresores directos, asi como
mediante la regulacion de la supervivencia, proliferacion y angiogénesis de

células tumorales [revisado en (6)].

En la tabla 1.11 se muestran las funciones de las diferentes subpoblaciones

del sistema inmunitario en el microambiente tumoral.

Eliminacion de células | Inmunosupresion. Produccion
tumorales. Produccion de | de citoquinas, quimioquinas,
citoquinas (506, 507). MMPs y factores
angiogénicos (508-510).

Macrofagos

Eliminacion de células | Produccibn de citoquinas
Linfocitos T CD8" tumorales. Produccion de | (513).
citoquinas (503, 511, 512).
Linfocitos T CD4" Produccion de citoquinas | Produccion de citoquinas
Thl (503). (503).
Produccion de citoquinas.

Linfocitos T CD4"
Th2

Polarizacién de macro6fagos a
fenotipo M2. Activacion de
células B (514, 515).

Linfocitos Treg

protumorigénica (516, 519).

Linfocitos T CD4" Activacion de linfocitos T | Producciéon de citoquinas (IL-
Th17 CD8" (516). 17) (517, 518).
Supresion  de inflamacion | Inmunosupresién. Produccion

de citoquinas (IL-10, TGF-B)
(520, 521).

Linfocitos T y®

Citotoxicidad de células
tumorales (Perf, GzmB,
ADCC). Produccion de
citoquinas (IFN-y, TNF-a).

Produccion de anticuerpos.
Presentacion de antigenos a
linfocitos T af. Maduracién
CDs. Activacion de células
NK (522, 523).

Produccion de citoquinas (IL-
17, TGF-B, IL-10, IL-4).
Reclutamiento de MDSCs.
Favorecen las funciones
inmunosupresoras de
neutrdéfilos. Inhiben funciones
antitumorales de linfocitos T
af y CDs (522, 523).
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Presentacibn antigénica a
linfocitos T. Activacion de

Sefiales inhibitorias de
linfocitos T (PD-L1, PD-L2).

de origen mieloide
(MDSC)

CDs células T CD8". | Diferenciacion de células
Diferenciacion de células Thl | Th2, células Thl7 y células
(IL-12) (524, 525). Treg (524, 526).
Disminucién de la
Células proliferacion de linfocitos T.
| Induccion de apoptosis de
nmunosupresoras

linfocitos T y células NK.
Produccién de IL-10 y TGF-.
Produccion de MMPs vy
factores angiogénicos (505).

Neutrdfilos

Neutrofilos  proinflamatorios
N1. Eliminacién de células
tumorales. Produccion de
ROS, TNF-a, IL-12, CCL3.
Reclutamiento y activacion de
células T CD8" (527, 528).

Neutréfilos  antinflamatorios
N2. Produccion de ROS.
Quimiotaxis de células Th2 y
células Treg (529-531).

Células B

Produccion de anticuerpos
antitumorales. Produccion de
IFN-y o IL-12. Citotoxicidad
directa (516, 532).

Produccion de IL-10, TGF-B.
Reclutamiento de MDSCs.
Polarizacion a macrofagos de
fenotipo M2. Diferenciacion
de células Treg (533).

Células NK

Eliminacion de células
tumorales (Perf, GzmB, FasL,
TRAIL). Produccion de
citoquinas (IFN-y y TNF-a).
Quimiotaxis de CDs (CCL5 y
CXCL1) (534-536).

Células NKT

Produccion de citoquinas.
Activacion de células T CD8"
(537, 538).

Produccion de citoquinas.
Polarizacién de macrofagos a
fenotipo M2. Aumento de la
proporcion y actividad de
células Treg (538, 539).

ILCs

Eliminacién de células
tumorales. Producciéon de
citoquinas (IFN-y y TNF-a)
(540)

Produccion de citoquinas.
Produccion de Areg
Polarizacion de macrofagos a
fenotipo M2. Reclutamiento
de MDSCs (540, 541).

Tabla 1.11 Papel de las diferentes subpoblaciones del sistema inmunitario en la inmunidad
antitumoral y en la inflamacion que favorece CCR. Areg: anfirregulina, ADCC: citotoxicidad
mediada por anticuerpos (del inglés, “Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity”).
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1.4.7 Papel de la microbiota intestinal en el desarrollo del cancer

En el intestino humano hay 500 tipos diferentes de microorganismos y el
colon contiene mas de 10 células bacterianas (542). La microflora intestinal
tiene importantes funciones inmunitarias, metabdlicas y homeostaticas, afecta la
proliferacion y supervivencia de las células epiteliales y proporciona proteccion
contra los patégenos (543). La microbiota intestinal metaboliza los carbohidratos
no absorbidos, las células epiteliales muertas y el moco. También produce
metabolitos que influyen en la funcion de las células epiteliales, el balance de
energia y las respuestas inmunitarias (544, 545). Ademas produce vitaminas,
acidos grasos de cadena corta que regulan la respuesta inflamatoria en Ell y

metaboliza los acidos biliares (546).

Los estudios han demostrado que el desarrollo de CAC depende cualitativa
y cuantitativamente de la microflora intestinal (547-549). La interrupcion de la
homeostasis de la microflora intestinal podria promover el cancer de varias
maneras. Los patdgenos microbianos pueden causar inflamacion intestinal a
través de la activacion de PRRs o por endocitosis, también por adherencia y
secrecion de toxinas o invasion (550). La inflamacion intestinal puede ser el
resultado de un equilibrio aberrante entre la microflora protectora (tolerogénica) y
microflora agresiva (proinflamatoria, inductora de dafio, protumorigénica). Los
cambios en el numero, la diversidad y la estabilidad de las bacterias comensales
(disbiosis), particularmente Clostridia spp, pueden alterar los procesos
fisiolégicos normales y provocar enfermedades, incluido CCR (551); asi que, la
cantidad y calidad de la microbiota gastrointestinal afecta el desarrollo de CAC
(548). La especie Bacteroides fragilis enterotoxigénica puede promover la
tumorigénesis del colon, si es capaz de inducir dafo tisular y colitis, con la
activacion posterior de STAT3 y la produccion de IL-17 (552). Es posible que
solo las bacterias que inducen una combinacién de lesion tisular e inflamacién
promuevan el cancer, mientras que la inflamacién sin ciclos continuos de lesion y
reparacion es insuficiente para la induccion tumoral. Otros patdgenos o
comensales condicionales también contribuyen a la tumorigénesis, por ejemplo,
la especie Enterococcus faecalis puede promover la produccion de ROS. En el

caso de Streptococcus bovis, Bacteroides fragilis y otras bacterias producen
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citoquinas que favorecen supervivencia y angiogénesis (IL-6, IL-8, IL-17) (553).
Asimismo, se ha encontrado, en muestras de tumores colorrectales y en tejidos

adyacentes a tumores, la acumulacion de muchas especies bacterianas (547).

En la tabla 1.12 se muestra un resumen de los microorganismos

relacionados con el CCR vy la Ell.

En CCR

Bacteroides fragilis enterotoxigénica

Activacion de STAT3. Lesiones en la
estructura y funcibn de IECs.
Produccién de IL-17. Activacion de
NF-kB y Wnt.

Bacteroides vulgates

Sefalizacién dependiente de
MyD88. Activacion de NF-kB.

Bifidobacterium longum
Clostridium butyricium
Mitsuokella multiacida

Aumento de presencia bacteriana en
tumores colorrectales y en tejidos
adyacentes a tumores.

Escherichia coli productora de colibactina

metabolito
colibactina.

Producen el
carcinogénico
Colonizacion intracelular.

Enterococcus faecalis

Producciéon de ROS y dafio en el
DNA.

Streptococcus bovis

Produccion de IL-8. Formacion de
criptas aberrantes. Aumento de la
proliferacion de IECs.

Fusobacterium Nucleatum

Aumento de presencia e invasividad
bacteriana en tumores colorrectales.
Lesiones en la estructura y funcién
de IECs. Activacion de Wnt. Dafos
en DNA, MSI. Inhibicién de la accién
citolitica de las células NKs.

Condicion: libre de gérmenes

Resistencia al cancer de colon.

En Ell

Bacteroides fragilis

Estimulacion de la produccion de IL-
17.

Bacteroides thetaiotaomicron

Cambios de glucosilacion (adhesion
defectuosa y migracion)

Clostridium difficile

Aumento de presencia bacteriana en
el tejido.

Clostridium leptum y
coccoides

Alteracion de la diversidad de la
microbiota con cambio a potencial
proinflamatorio/pro-tumorigénico.

Escherichia coli invasiva

Colonizacién de IECs. Produccion
de IL-8, IFN-y, TNF-a y de la
molécula de adhesién celular
relacionada con el antigeno
carcinoembrionario 6 (CEACAMG6).

Tabla 1.12 Microorganismos relacionados con el CCR y Ell. Adaptado de (6).
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1.4.8 Modelos experimentales para el estudio de CCR

Existen varios modelos, tanto in vitro como in vivo, para el estudio del CCR.
Estos han proporcionado herramientas importantes para investigar el desarrollo y
la patogénesis, los mecanismos etioldgicos y fisiopatolégicos, asi como el

tratamiento del CCR humano.

1.4.8.1 Modelos in vivo

El estudio de la carcinogénesis de colon en roedores tiene una larga

historia, que se remonta a casi 80 afios (554).

Estos modelos ofrecen muchas ventajas: son altamente reproducibles, son
utiles para estudiar la influencia de factores genéticos y ambientales que influyen
en el desarrollo del CCR y, ademds, recapitulan la patogénesis del CCR
humano, al menos en las primeras etapas (555). Los modelos murinos para
estudiar la patogénesis del CCR son relevantes dada la alta frecuencia de
tumores generados en la porcion distal del colon de ratones, asi como la
histogénesis de mdltiples adenomas con el posterior desarrollo de
adenocarcinomas (556). Otra gran ventaja de los modelos murinos es la
disponibilidad de informacion genética extensa sobre lineas individuales de
ratones, la existencia de paneles de ratones endogamicos recombinantes y el
namero cada vez mayor de modelos genéticos transgénicos, knockout y knockin,

disponibles (557). Una desventaja notable de estos modelos es la falta general
de fenotipo invasivo y metastasico (558). Recientemente, se ha desarrollado un

modelo de CCR en ratones transgénicos, con mutaciones en cuatro genes
implicados en CRC humano: APC, K-ras, TGFBR2 y p53. Estos ratones
desarrollaron tumores intestinales metastasicos, con caracteristicas de los CCR
MSS humanos, incluida la baja carga mutacional, invasion estromal y activacion
de TGF-( (468).

Se han desarrollado muchos modelos in vivo para estudiar el CCR:

e Animales genéticamente modificados
e Modelos de xenotransplantes

e Modelos quimicamente inducidos
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Modelos inducidos por agentes quimicos

En la tabla 1.13 se muestran los carcinogénicos usados para inducir CCR.

2-amino-33-metilimidazol [4,5-f] quinolina (1Q)

Aminas heterociclicas 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol [4,5-b] piridina
(PhIP)
Aminas arométicas 3,2'-dimetil-4-aminobifenilo (DMBA)

metilnitrosourea (MNU)

Compuestos de alquilnitrosamida : : : —
N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)

1,2-dimetilhidrazina (DMH)
Azoximetano (AOM)

Dimetilhidrazina y metabolitos

Tabla 1.13 Carcinogénicos usados en modelos experimentales para inducir CCR.

1.4.8.2 AOM

El AOM es el carcinogénico mas utilizado para inducir, y asi estudiar, el
CCR esporadico. Este modelo aprovecha el organotropismo o afinidad quimica

gue tiene AOM por el colon.

El AOM es un metabolito de la DMH, y es precursor del carcin6geno
metilazoximetanol (MAM). Ambos se han utilizado para inducir CCR en ratones y
ratas (558). Tanto DMH como AOM requieren varios pasos de activacion
metabdlica para inducir aductos reactivos con el DNA. La hidroxilacion de AOM
da como resultado la formacion del metabolito reactivo MAM, un ion
metildiazonio, que puede alquilar macromoléculas en el higado y el colon,
incluida la adicion de grupos metilo en la posicion O6 o N7 de la guanina (O6-
metil-deoxiguanosina y N7-metil-deoxiguanosina) en la molécula de DNA. La
metilacion en la posicion O6 de la guanina ha demostrado ser la principal lesion

promutagénica producida por el AOM (559).

Los tumores inducidos por AOM comparten muchas de las caracteristicas
histopatoldgicas del CCR humano. Con frecuencia tienen mutaciones en KRAS y
B-catenina, algunos muestran MIS, lo que indica un sistema de reparacion de

desajuste defectuoso (560, 561). Sin embargo, las mutaciones de APC son
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menos frecuentes en roedores y rara vez se observan mutaciones de p53 (558,

562). La tendencia a hacer metastasis es baja (563).

1.4.8.3 Modelo de CAC. DSS/AOM

Varios trabajos han confirmado la relevancia del modelo DSS (Sulfato de
Dextrano Sodico)/AOM en el estudio de los mecanismos de la carcinogénesis
colorrectal humana. Se ha demostrado que, debido a los efectos sinérgicos entre
AOM y DSS, se acorta considerablemente el tiempo de latencia en comparacion
con el modelo clasico de CCR espontaneo, que se basa en inyecciones
repetidas de AOM, o en comparaciéon con los modelos basados Unicamente en la
administracion de DSS a diferentes dosis y pautas. El tratamiento con DSS/AOM
reproduce la carcinogénesis colorrectal promovida por una fase inicial de
inflamacion aguda, causando un rapido crecimiento de mdultiples tumores de
colon en 8-10 semanas, mientras que en los otros modelos hay un tiempo de
latencia de aproximadamente 30 semanas (564). EI modelo DSS/AOM es
particularmente Gtil cuando se estudia la iniciacion y progresiéon de CAC. El uso
de DSS en combinacion con AOM da como resultado una incidencia del 80-100
% de tumores en el colon de cepas sensibles en comparacion con el 15-20 %
cuando se administra DSS solo (558). Los tumores son muy frecuentes en la
parte distal del colon, que también es la ubicacién predominante del CCR
humano. A menudo comienzan con un crecimiento polipoide y presentan

caracteristicas histopatologicas similares al CCR humano (558, 562).

Vias genéticas involucradas en el modelo DSS/AOM

Las evidencias muestran caracteristicas muy similares entre el CCR
humano y el inducido en roedores por DSS/AOM, también a nivel molecular.
Dichos tumores presentan desregulacién de la via de sefializacion de APC/[-
catenina, como por ejemplo la expresion aberrante de APC, ademas de
mutaciones y la localizacién celular alterada de B-catenina (565-567). También
se ha demostrado que estan desregulados genes diana de la via de sefializacién
de APC/B-catenina, como el oncogén cMyc, ciclina D1 y quinasa dependiente de
ciclina 4 (Cdk4) (567). En concordancia con los hallazgos encontrados en el

CCR humano, los tumores inducidos por DSS/AOM también tienen mutaciones

77



Introduccion

de KRAS y mayores niveles de las enzimas, COX2 y la Oxido nitrico sintasa
inducible (iNOS) (560, 566).

Las alteraciones genéticas en el gen p53, tan cominmente encontradas en
el CCR humano, no se observan en el modelo de CAC inducido con DSS/AOM
(558, 562, 568, 569). ElI gen p53 permanece sin mutar, a pesar de que los

animales p53” desarrollan mas tumores si son tratados con AOM (570).
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2- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La inflamacién es un mecanismo clave que regula la actividad del sistema
inmune en situaciones fisiologicas, por ejemplo, durante la eliminacion de
tumores y agentes patdgenos. Sin embargo, la inflamacién cronica también
regula respuestas fisiopatoldégicas durante las enfermedades infecciosas,
autoinmunes, asi como en la génesis y progresion del cancer (4-6, 193, 571,
572).

Se ha realizado un gran esfuerzo para comprender las vias y mecanismos
moleculares que regulan la respuesta inflamatoria y los elementos clave de esta.
Varios estudios han permitido concluir que, tanto la respuesta inflamatoria
inmune, que conducen a la eliminaciébn de patdégenos y tumores, como los
trastornos inflamatorios crénicos, que conducen al desarrollo de enfermedades,
comparten los mismo mecanismos (7-11). Esta dualidad ha dificultado el
tratamiento de los trastornos asociados a inflamacién cronica sin predisponer a
la aparicion de efectos secundarios graves. En la mayoria de las terapias se han
utilizado compuestos inmunosupresores de amplio espectro como esteroides o
agentes que bloquean la funcion de las citoquinas, incluidos los antagonistas de
los receptores IL-1B, IL-6 y TNF-a, 0 anticuerpos bloqueantes (7, 573-576) y
como era de esperar, los efectos secundarios de estos compuestos pueden ser
graves, especialmente, los pacientes presentan un alto riesgo de infeccién con
patégenos que incluyen tuberculosis (577) y probablemente linfoma y melanoma
(578).

Las células citotoxicas (células NK y linfocitos T citotoxicos) son esenciales
para la defensa del huésped contra patdogenos y tumores, siendo responsables
de la eliminacién de las células afectadas, pero también pueden estar implicadas
en el dafo asociado a inflamacion cronica porque producen cantidades
significativas de citoquinas proinflamatorias y también son capaces de regular su

produccion por otros grupos celulares (12, 13).

Uno de los mecanismos que utilizan estas células para ejercer sus efectos
citotoxicos es la exocitosis granular. Este es un proceso de interaccion funcional

entre la Perf (citolisina formadora de poros) y las Gzms, una familia de serina
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proteasas contenidas dentro de los granulos citoplasmaticos de las células
citotoxicas (15). La Perf actia permitiendo el paso de Gzms al interior de la
célula diana, donde estas ejercen sus acciones fisiolégicas, por ejemplo la
apoptosis (30, 31, 34). Algunas Gzms también se liberan al medio extracelular
(65, 76), donde pueden estar involucradas en procesos inflamatorios (80, 84, 86,
114), la remodelacion de la matriz extracelular (79, 82), la aterosclerosis (108), el

envejecimiento cutdneo (106) y cicatrizacion de la piel (78).

Las granzimas A y B (GzmA y GzmB) son las Gzms mas abundantes y
mejor estudiadas (13, 82). Ademdas, se han descrito otras Gzms menos
abundantes, denominadas Gzms huérfanas, cuyas funciones biolégicas estan en
estudio (61). Tradicionalmente, se ha pensado que las Gzms ejercen sus efectos
bioldgicos eliminando a las células afectadas. En la actualidad, ha quedado bien
esclarecido que la GzmB es eminentemente citotoxica y, junto con la Perf,
induce la apoptosis en células infectadas por virus y células transformadas (13,
579). Sin embargo, evidencias experimentales muy recientes, in vitro e in vivo,
indican que otros miembros de esta familia no presentan efectos citotoxicos (73,
74,128, 149, 152).

Recientemente, varios grupos de investigacion, incluido el nuestro, han
destacado la capacidad de algunas Gzms, especialmente la GzmA, para actuar

como un mediador proinflamatorio.

Se ha confirmado que la GzmA es capaz de inducir una respuesta
inflamatoria en diferentes tipos celulares como monocitos y macréfagos (133,
144), células epiteliales o fibroblastos (145), contribuyendo a la generacién de
citoquinas pro-inflamatorias por parte de estos tipos celulares. En estudios in
vivo e in vitro se ha podido constatar que la GzmA no es citotdxica, sino que
induce una respuesta pro-inflamatoria en los macréfagos mediante la induccion
de la produccion de IL-1B, IL-6 y TNF-a (13, 133, 580). El déficit de GzmA ha
demostrado ser un factor protector frente a la endotoxemia inducida por LPS
(133, 149) y la sepsis bacteriana inducida por B. Microti (150), sin comprometer
la eliminacion bacteriana. Esta proteccion se correlaciond con una disminucién
en el nivel de diversas citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-17) en

ratones deficientes en GzmA. Por otro lado, se ha encontrado aumento de las
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cantidades de GzmA, asi como de células que expresan la proteasa infiltrando
diferentes tejidos, en varias enfermedades inflamatorias/autoinmunes como el
sindrome de Sjogren (581), sepsis (582), liguen plano oral (583), esclerosis
lateral amiotréfica (584) enfermedad de Behcet (585) o asma (586).

De igual forma, se han encontrado niveles elevados de GzmA en el plasma
y en el liquido sinovial de pacientes con AR (111, 146), lo que sugiere que la
GzmA puede estar implicada en la fisiopatologia de la enfermedad. Mas
recientemente, se constatdé que los ratones deficientes en GzmA estaban

protegidos contra la artritis inducida por el virus Chikungunya (587).

Por otro lado, la GzmA pudiera estar implicada en la iniciacién y desarrollo
de CCR de origen inflamatorio. Hay varias evidencias que soportan esta
hipotesis, por ejemplo, se han detectado niveles elevados de linfocitos infiltrantes
gue expresan GzmA en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (EIl)
(154). También se demostrd, que el mMRNA de GZMA estaba incrementado en
biopsias intestinales de pacientes con UC (155). Recientemente se confirmé que
la expresion de GzmA en subconjuntos especificos de células T CD4+ se
correlacionaba con la eficacia frente a Etrolizumab, un anticuerpo monoclonal
anti- 7 integrina (156).

Teniendo en cuenta el hecho de que la inflamacién controla un gran
namero de procesos patologicos, incluidos enfermedades autoinmunes como la
AR vy las diferentes etapas de los procesos carcinogénicos, como el CCR. Por
otro lado, considerando todos los antecedentes anteriormente expuestos, que
sugieren que la GzmA podria tener funciéon pro-inflamatoria, en el presente
trabajo nos planteamos la hip6tesis de que la inflamacion inducida por la GzmA
tiene un papel relevante en la AR y el CCR asociado a colitis. En consecuencia,
la inhibicion selectiva de la GzmA podria ser utilizada como diana terapéutica
para reducir la inflamacion y por tanto tratar la AR y el CCR, manteniendo intacta
la respuesta inflamatoria protectora y evitando la aparicibn de reacciones

adversas graves asociadas a los tratamientos inmunosupresores actuales.
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Objetivos

El objetivo de esta tesis ha sido establecer la relevancia bioldgica de la
inflamacion inducida por la GzmA in vivo, durante la AR inducida con colageno o
el CAC inducido con DSS/AOM.

Por ello, se han planteado los siguientes objetivos intermedios:

1. Analizar in vivo la implicacion de la inflamacion inducida por la GzmA en el

modelo CIA.

1.1. Comparar la severidad de la enfermedad y el dafio histolégico entre

ratones wt, Perf” y GzmA™ durante la AR inducida por colageno.

1.2. Determinar los niveles de citoquinas proinflamatorias durante la AR

inducida por colageno.

1.3. Determinar los niveles extracelulares de GzmA en el lisado de
proteinas totales de las articulaciones y en el suero de ratones wt con
CIA.

1.4. Examinar la respuesta de células B, in vivo, detectando la generacién

de anticuerpos especificos contra el colageno tipo Il

1.5. Comparar la respuesta de células T reactivas, in vitro, frente al

colageno tipo |l.
2. Analizar el efecto de la GzmA en la diferenciacion de OCs in vivo.

2.1. Comparar la expresion del receptor de calcitonina en tinciones
inmunohistoquimicas de secciones de tejido de articulaciones de

ratones wt y GzmA™ con CIA.

2.2. Analizar la expresion génica de marcadores especificos de OCs, en
ratones wt y ratones GzmA™, durante CIA.

2.3. Determinar los niveles en suero del biomarcador telopéptido C-

terminal del colageno tipo | (ICTP), en ratones wt y GzmA™ con CIA.

3. Determinar el mecanismo a través del cual la GzmA induce la formacion de
OCs.

3.1. Demostrar la capacidad osteoclastogénica de la GzmA in vitro.
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3.2.

Analizar in vitro el papel del TNF-a en la osteoclastogénesis mediada

por GzmA.

4. Determinar la expresion génica, asi como los niveles y la actividad especifica

de GzmA en el cultivo ex vivo de tejido de colon de ratones wt durante la UC
inducida por DSS y el CAC inducido por DSS/AOM.

5. Analizar la implicacion de la inflamacion promovida por la GzmA en la UC,

aguda y cronica, inducida por DSS.

5.1.

5.2.

5.3.

Comparar la severidad de la enfermedad y la supervivencia de
ratones wty GzmA™ durante la UC inducida por DSS.

Evaluar el dafio a nivel macroscopico e histoldgico durante UC.

Determinar los niveles de citoquinas proinflamatorias ex vivo durante
la UC inducida por DSS.

6. Analizar in vivo la implicacion de la inflamacion inducida por la GzmA en el
CAC inducido por DSS/AOM.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

Identificar los principales grupos celulares que expresan GzmA
durante CAC inducido por DSS/AOM.

Comparar la severidad de la enfermedad y la supervivencia de
ratones wty GzmA™ durante CAC inducido por DSS/AOM.

Evaluar el dafio a nivel macroscépico, asi como la incidencia, el
namero y el didmetro de los tumores durante el tratamiento con
DSS/AOM

Determinar el dafio histolégico y el grado tumoral en ratones wt y
GzmA™ con CAC.

Analizar el efecto de la deficiencia de GzmA en la EMT vy la

proliferacion tumoral.

Determinar los niveles de citoquinas proinflamatorias y de PGE2, asi
como de la expresion génica de COX-2, ex vivo, durante CAC
inducido por DSS/AOM.
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6.7. Comparar la composicion de la microbiota, la permeabilidad intestinal
y los niveles de citoquinas proinflamatorias en ratones wt y deficientes

en GzmA en condiciones basales.

6.8. Analizar in vivo los efectos de la inhibicion de las citoquinas IL-6 y
TNF-o durante el CAC inducido por DSS/AOM.

6.9. Analizar in vivo el papel de la inhibicion terapéutica de GzmA, con el
inhibidor especifico serpinb6b, durante el CAC inducido por
DSS/AOM.

7. Analizar in vitro el papel de IL-6, producida por macréfagos estimulados con
GzmA, en la activacion de las via carcinogénicas STAT3 y NF-kB, en la linea
de CCR MC-38.

8. Examinar la correlacion entre expresion de GZMA e inflamacién en muestras
humanas de CCR.
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3- MATERIALES Y METODOS
3.1 Experimentos in vivo

3.1.1 Ratones

En los experimentos in vivo se siguieron los protocolos de experimentacion
animal aprobados por el comité de ética del Centro de Investigacion Biomédica
de Aragdén (CIBA). Los experimentos de artritis inducida por colageno (CIA) se
realizaron segun el procedimiento de experimentacion Pl 33/13, mientras que los
de colitis y CCR asociado a colitis (CAC) se realizaron segun el procedimiento de

experimentacion Pl 17/15.

En todos los experimentos de CIA se usaron ratones hembra. Para los
experimentos de colitis y CAC se usaron ratones macho. En ambos modelos de

experimentacion animal se usaron ratones de entre 8 y 12 semanas de edad.
Los animales utilizados en los diferentes ensayos fueron los siguientes:
1. Animales control (wild type -wt-)

« C57BL/6 (B6) procedentes de los laboratorios Janvier, o de la colonia

estable criada y mantenida en el animalario del CIBA.

2. Animales Knock-out (KO): en los experimentos se utilizaron ratones
C57BL/6 deficientes en algunas proteinas del sistema inmune

implicadas en el mecanismo de exocitosis granular.

- Ratones deficientes en granzima A (GzmA™), granzima B (GzmB™) o
perforina (Perf"'). Estos animales fueron amablemente proporcionados por el
Dr. Markus Simon del Instituto Max-Planck de Inmunobiologia y Epigenética,

Friburgo, Alemania y mantenidos en el animalario del CIBA.

Los animales fueron criados y mantenidos en ambiente libre de patdégenos,

con alimentacion y agua a libre demanda.

3.1.1.1 Determinacion del genotipo de los ratones

Para comprobar el genotipo de los ratones utilizados en los experimentos,

se realiz6 PCR del DNA obtenido de la cola (siempre después del sacrificio del
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animal) o de los dedos (antes del destete, aprovechando el tejido que se retira

para identificar a los ratones).

Para obtener el DNA se siguié el siguiente protocolo: se introdujo el
fragmento de tejido seccionado en un tubo de 1,5 mly se afiadieron 50 pl de una
solucion 25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA. La mezcla se incub6 1 h a 95 °C y
posteriormente se enfrid 15 min a 4 °C. Luego se afadieron otros 50 pl de una
solucién 40 mM Tris-HCI para neutralizar el NaOH. Por ultimo se eliminaron los
restos de tejido residuales y el sobrenadante se utilizé para la PCR o se guardd
a—-20°C.

La amplificacion del DNA se llevé a cabo en diferentes mezclas utilizando
en cada caso los cebadores adecuados para detectar los genes
correspondientes a cada proteina. Las secuencias de los oligonucleotidos
usados como cebadores de la reaccion (588), asi como el protocolo utilizado

para realizar la PCR fueron:

Proteina Cebador Secuencia
O1 Neo2A 5-CGG AGA ACC TGC GTG CAATC-3
GzmA HF-I11 5-AGG AGC AAT ATATAC CAATGG-3
HF-7AS 5-AGG TAG GTG AAG GAT AGC CAC-3
Neo2S 5-TTC CTC GTG CTT TAC GGT ATC-3’
GzmB ST-1S 5-CTG CTACTG CTG ACC TTG TCT-3’
ST-1AS 5-TGA GGA CAG CAATTC CAT CTA-3
O1Neo2A 5-CGG AGA ACC TGC GTG CAATC-3
Perf JT98 5-CCA CTC CAC CTT GAC TTC AAA AAG GCG-3’
JT272 5-TGG GCA GCA GTC CTG GTT GGT GAC CTT-3’

Tabla 3.1 Secuencias de los cebadores utilizados para la PCR de genotipado.
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Mezcla de reaccion (volumen total 25 pL)
SuperHotMaster Mix 2X (BIORON) 12,5 pL
Agua para PCR 9.5 uL
01 Neo2A 0.75 pL (0.3 uM)
GzmA HF-11 0.75 pL (0.3 uM)
HF-7AS 1.5 pL (0.6 pM)
Neo2S 0.75 L (0.3 uM)
GzmB ST-1S 0.75 pL (0.3 uM)
ST-1AS 1.5 L (0.6 pM)
O1Neo2A 0.75 pL (0.3 uM)
Perf JT98 0.75 L (0.3 uM)
JT272 1.5 pL (0.6 pM)

Tabla 3.2 Mezcla de la reacciéon de la PCR de genotipado.

Se afiadio 1 uyl del DNA obtenido, previamente extraido del tejido, a 25 ul de

esta mezcla de reaccion. Se llevd a cabo la PCR utilizando el siguiente

programa:
Condiciones de lareaccién
Calentamiento inicial 94 °C 2 min
Desnaturalizacion 94 °C 10 seg
Hibridacion 55°C 20 seg 35 ciclos
Extensién 72 °C 60 seg
Extensién 72 °C 5 min

Tabla 3.3 Condiciones de lareaccién de la PCR de genotipado.

Los productos de amplificacion obtenidos se analizaron por electroforesis
en gel de agarosa al 1 % en TBE (0,045 M Tris-borato, 1 mM EDTA) que
contenia dsGreen Gel Staining Solution, 10.000x (Lumiprobe), que se une
especificamente al DNA, facilitando la visualizacion de las bandas del DNA
amplificado. Como marcador de peso molecular se utiliz6 100 bp DNA ladder
(IBIAN). La visualizacion se llevé a cabo en el transiluminador Gel Doc 2000 de
BioRad Laboratories (Hércules, CA). La determinacion del genotipo de cada

raton se llevd a cabo de la siguiente manera:
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Proteina Genotipo +/+ (bp) Genotipo -/- (bp)
GzmA 450 320
GzmB 360 430
Perf 660 950

Tabla 3.4 Tamarfo de los productos de amplificacién de la PCR de genotipado.

3.1.2 Artritis inducida por colageno (CIA)

La artritis se indujo utilizando colageno de pollo tipo Il (Chondrex) en
adyuvante completo de Freund (CFA) (Chondrex). A los 21 dias de la primera
inmunizacion los ratones fueron reexpuestos al colageno, siguiendo el mismo
procedimiento, pero esta vez usando adyuvante incompleto de Freund (IFA)
(Chondrex). A continuacion se detalla la preparacién de la emulsién de colageno

y el proceso inmunizacion:

3.1.2.1 Preparacion de la emulsién

Se afiadi6 el volumen de CFA (o IFA en el caso de la 2% inmunizacion)
necesario, en dependencia del nimero de animales a inmunizar, en un recipiente
de vidrio limpio y seco, previamente enfriado en hielo. Se afadié con
micropipeta, poco a poco, colageno de pollo tipo Il y se resuspendié tras cada
adicién para que al mezclar se fuera formando la emulsién. Cuando todo el
volumen de colageno de pollo tipo Il habia sido afiadido se resuspendié de
manera continua hasta que se termind de formar la emulsién. Se comprobdé la
estabilidad de la emulsion formada afiadiendo una gota de la misma a un poco

de agua, al no deshacerse se considero que la emulsion era estable.
Durante todo el proceso los reactivos y la emulsién se mantuvieron en hielo

para evitar la desnaturalizacién del colageno de pollo tipo II.

3.1.2.2 Inmunizaciéon

Se inyectaron lentamente 100 ul de la emulsién a cada ratén, a 1,5 cm de
la base de la cola, por via intradérmica. Cuando la inoculacion era correcta habia
resistencia del tejido a la inyeccion sino, era indicativo de una inyeccion

subcutanea o profunda.
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El dia 21 después de la inmunizacion primaria se realizO una segunda
inmunizacion en la que se uso la misma concentracion de colageno de pollo tipo
II, sin embargo, en esta ocasién el coldgeno de pollo tipo Il se emulsiond en IFA
(el uso de CFA en la inmunizacion de refuerzo no esta permitido).

El protocolo utilizado para realizar la induccion de la artritis se muestra de

forma esquematica en la figura 3.1.

_ Evaluacion _ Sacrificio Temprano
o a2 Cliniasemanal__ ), C (Dia 35
Colagen Colageno ' Sacrificio Tardio
de pollo tipo |l de pollo tipo |l (Dia 70)
+ +
CFA IFA

(22inmunizacion)

Figura 3.1 Protocolo de induccion de CIA.

3.1.2.3 Monitorizacion y evaluacion de la severidad de la artritis

Para la monitorizacion macroscopica de la artritis se establecié un sistema
de puntuacién en los que se evalud la severidad de la enfermedad teniendo en
cuenta varios signos clinicos de artritis. Cada miembro se valor6 individualmente,
lo que supuso un maximo de 16 puntos por raton. La evaluacién se realiz6

semanalmente, de la siguiente manera:

0= normal

1 = eritema e hinchazén leve confinada al mediopié (articulaciones tarsales) o
articulacion del tobillo

2 = eritema e hinchazon leve que se extiende desde el tobillo hasta el
mediopié

3 = eritema e hinchazon moderada que se extiende desde el tobillo hasta la
articulacion metatarsiana

4 = eritema e hinchazén severa del tobillo, el pie y los dedos, con rigidez
articular

3.1.2.4 Anatomia patoldgica e inmunohistoquimica

Para la evaluacion histoldgica, los ratones artriticos se sacrificaron a las 2
(enfermedad temprana) o 7 (enfermedad tardia) semanas después del inicio de

la AR. En primer lugar, las articulaciones se fijaron en una solucion de
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formaldehido 10 % en PBS durante 24-48 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se descalcificaron durante 3 semanas a 4 °C en tampén Tris-
EDTA. Transcurrido este tiempo las muestras se incluyeron en parafina, se
cortaron en secciones de 3 um y se tifieron con hematoxilina-eosina. Las
secciones fueron analizadas, estableciéndose una puntuacién histologica de 0 a
4 para la inflamacion, la erosion 0sea y del cartilago asi como la hiperplasia
sinovial. El analisis histologico lo llevd a cabo un histopatélogo entrenado,

mediante un estudio ciego.

La inmunohistoquimica (IHQ) se realizé en secciones de tejido embebido
en parafina siguiendo la técnica de tincién con avidina-biotina-inmunoperoxidasa,
sin recuperacion previa de antigeno. Brevemente, se desparafinaron secciones
de 4 um y se bloqueé la actividad de peroxidasa enddégena con H,O, al 3 %, y
después se incubd durante 30 min en suero de conejo al 10 %. La incubacion
con el anticuerpo anti-receptor de calcitonina de conejo (LS-C42899; LSBio) se
realiz6 durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, los portaobjetos se
incubaron durante 30 min con inmunoglobulinas biotiniladas, seguido de
incubacion durante 30 min con una dilucién 1:25 del complejo avidina-biotina-
peroxidasa (ambos de Vector Laboratories). La diaminobencidina (DAB, Sigma)

se utiliz6 como cromdgeno y la hematoxilina como contratincion nuclear.

3.1.2.5 Analisis de proliferacion de células T (incorporacién de

3H-timidina)

Se sacrificaron ratones artriticos en diferentes momentos después del inicio
de la enfermedad, se extirparon ganglios linfaticos inguinales, braquiales vy
axilares. Se procesaron por maceracion hasta obtener una suspension de
células en medio RPMI (1x10’ cel/ml) y se cultivaron durante 72 ha37°Cy 5 %
de CO; en presencia de 0, 50 o 100 pg/ml de colageno de pollo tipo Il. Se afiadié
3H-timidina (Amersham) a los cultivos celulares durante las Ultimas 18 h (1
pCi/pocillo, equivalente a 1 pL por pocillo) y se cuantifico la radioactividad en un
contador de centelleo liquido (Beckman). La concanavalina A (1 pg/ml) se uso

como control positivo de la proliferacién de células T.
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Paralelamente, se cultivaron células de ganglios linfaticos en las mismas
condiciones anteriormente expuestas, pero en lugar de agregar *H-timimida, se
recuperaron los sobrenadantes del cultivo celular, después de 24 h, y se
cuantificaron las citoquinas IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-a. e IL-17, usando el
correspondiente "Ready-Set-Go", de Affymetrix (eBioscience) (ver seccion
3.2.3.1).

3.1.2.6 Ensayo de formacion de fosas

La reabsorcion 6sea mediada por OCs se evalud utilizando cortes de
dentina de ballena (589). Las colonias CFU-GM se incubaron durante 15 dias en
rodajas de dentina previamente tratadas con M-CSF (25 ng/ml) (Prepotech) en
presencia o ausencia de GzmA (3,5 pg/ml) o TNF (100 ng/ml). Como control
positivo se utilizaron RANKL (50 ng/ml) (Biotech) mas M-CSF. Los OCs se
separaron con tripsina, y la formacion de fosas se verificO por microscopia

confocal.

3.1.3 Colitis y cancer asociado a colitis

La induccién de colitis aguda o crénica se realiz6 empleando Sulfato de
Dextrano Sédico (DSS, del inglés “Dextran Sulfate Sodium”) (MW 36.000-50.000
de MP Biomedicals). Por otro lado, la induccion de CAC se realizd con una
combinacion de DSS y azoximetano (AOM) (Sigma Aldrich) (564, 590).

3.1.3.1 Induccion de colitis cronicay aguda

La colitis crénica se indujo mediante 3 ciclos de DSS al 2,5 %, administrado
en el agua de beber. Cada ciclo tuvo una duracion de cinco dias, seguidos de 2
semanas de descanso con agua sin tratamiento. Todos los ratones tuvieron
acceso ad libitum al agua de beber, que contenia DSS al 2,5 % o agua sin

tratamiento (grupo control).

En algunos experimentos se indujo colitis aguda, para lo cual se administro
DSS al 2,5 % en el agua de beber durante cinco dias (un ciclo), y los animales

fueron sacrificados 10 dias después de iniciar el tratamiento.
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3.1.3.2 Induccion de cancer asociado a colitis (CAC)

El CAC se indujo mediante inyeccion intraperitoneal (ip) de una dosis Unica
del agente mutagénico AOM (10 mg/kg) el primer dia de tratamiento, seguido de
3 ciclos de DSS al 2,5 % en el agua de beber durante cinco dias, con descanso
entre ciclos de dos semanas. Para llevar a cabo estos experimentos, se preparo
una solucion de AOM, en solucion salina isoténica, a una concentracion de 1
mg/ml. Para la mayor precision en la dosificacion, cada animal se peso y se
calculo el volumen a administrar multiplicando el peso del animal (kg) x la dosis
(mg/kg) y luego se dividié por la concentracion de la solucién de trabajo (mg/ml).
Al preparar la solucion de trabajo a 1 mg/ml se garantiz6 que:

Volumen de AOM a administrar (uL) = peso del raton (g) x 10
El mismo volumen de solucion isotonica se inocul6 en los grupos control.

En la figura 3.2 se muestra el protocolo utilizado para inducir colitis y CAC.

H-O

o

or DSS2,5% HO DSS2,5% H.O DSS25% HO
5 Dias 14 Dias 5 Dias 14 Dias 5 Dias 14 Dias

"_,,__;, DSS2,5% H,O DSS2,5% H,0O DSS2,5% .0

4 5Dias 14 Dias 5Dias 14 Dias 5 Dias 14 Dias
AOM e ~ —/
(10 mg/kg)

Evaluacion Clinica de 1a Enfermedad

Figura 3.2 Protocolo de induccion de Colitis y CAC.

En tres experimentos independientes se inhibid in vivo la GzmA en ratones
wt tratados con DSS/AOM. Para ello se indujo CAC, tal y como se indica
anteriormente. A partir del dia 35, un grupo de ratones se traté con cinco dosis
de serpinb6b, un inhibidor selectivo de la GzmA de ratén. Se administraron 20 ug
por via intravenosa cada dos dias. Como control se utilizé un grupo de ratones a
los cuales se les administré serpinb6b previamente inactivado con tripsina. Los
ratones fueron sacrificados 49 dias después de iniciar el experimento. Se analizé

el dafio a nivel macroscopico en el colon, asi como la incidencia, el nimero y el

92



Materiales y Métodos

tamafo de los tumores. Una porcion de colon se cultivé para determinar el nivel
de citoquinas inflamatorias presentes en el sobrenadante del cultivo de los

explantes de tejido de colon.

En algunos experimentos se inhibid in vivo la IL-6 en ratones wt y en
ratones deficientes en GzmA™, tratados con DSS/AOM. Para ello, se indujo CAC
tal y como se indica anteriormente. En dos experimentos, a partir del dia 35 y
hasta el dia 50, a un grupo de ratones de ambas cepas se les administr6é un total
de 6 dosis del anticuerpo monoclonal anti-IL6 (MP5-20F3, BioXcell). El sacrificio
se realiz6 el dia 56 después de iniciado el tratamiento con DSS/AOM. Se
administraron 200 pg/ratén del anticuerpo por via i.p cada 72 h. Como control, se
utilizaron ratones a los cuales se les administré un isotipo IgG1 hecho en rata
(BioXcell). En otro experimento se inhibi6 de forma tardia la IL-6, esta vez se
administraron un total de 5 dosis, a razén de 200 pg/raton del anticuerpo
monoclonal anti-IL6, por via ip cada 48 h, desde el dia 56 hasta el dia 64 del
tratamiento. El sacrificio se realiz6 el dia 70. En la necropsia se analiz6 el dafio a
nivel macroscopico en el colon, asi como la incidencia y el nimero de tumores.
Una porcion de colon se cultivd para determinar el nivel de citoquinas
inflamatorias presentes en el sobrenadante del cultivo de los explantes de tejido

de colon.

Se realizd un experimento en el que se inhibid in vivo el TNF-a, en ratones
wt y en ratones deficientes en GzmA™, tratados con DSS/AOM. Para ello, se
indujo CAC tal y como se indica anteriormente. En dicho experimento, a partir del
dia 56 y hasta el dia 60, a un grupo de ratones de ambas cepas se les
administré un total de 5 dosis de del antagonista especifico del TNF-a humano,
Enbrel (etanercept) (Pfizer), cedido amablemente por la Dra. Ana Maria Ortiz
Garcia del servicio de reumatologia del Hospital universitario de La Princesa. El
sacrificio se realizd 67 dias después de iniciar el tratamiento con DSS/AOM. Se
administraron 5 mg/kg/raton, del antagonista por via ip cada 24 h. Como control
se utilizaron ratones a los cuales se les administr6 PBS. En la necropsia se

cuantifico el nimero de tumores por ratdén, asi como la incidencia de tumores.
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3.1.3.3 Puntuacioén clinica

Los ratones fueron pesados y supervisados diariamente. El sistema de
evaluacion establecido asigné puntuaciones de gravedad a cinco parametros
diferentes: pérdida de peso, consistencia de las heces, sangre fecal,
comportamiento del ratén y deshidratacién (Tabla 3.5). La puntuacién clinica final
es el resultado de la adicién de cada parametro individual, con un méaximo de 24

puntos por raton.

Pardmetro y Puntuacion

Cambios en el peso () <1 %=0; 1-5 %=1; 5-10 %=2; 10-20 %=3; >20 %=4
ﬁ:onsstenma de las Normal=0; heces blandas=1; diarrea=4

eces
Sangramiento visible No visible=0; sangramiento visible=4
Comportamiento del | Normal=0; cambios ligeros=1,; anormal=4;
raton inmovilidad=8
Deshidratacion Normal=0; deshidratacion=4

Tabla 3.5 Valoracion de la puntuacion clinica.

3.1.3.4 Puntuacién del dafio macroscopico

Al final del experimento se sacrificaron los animales, se midi6 y pesé el
colon y se puntud el dafio visible a nivel del colon. El sistema de puntuacion
establecido asigno valores de gravedad a seis parametros: Diarrea (normal = 0;
suave = 1; liquida = 4), Sangrado (No = 0; Si = 4), Eritema (No = 0; Leve y/o
localizado = 1; Intenso y/o generalizado = 2), Edema (No = 0; Leve y/o localizado
= 1; Intenso y/o generalizado = 2), Estenosis (No = 0; 1 Estenosis = 1; 2
Estenosis = 2; > 2 Estenosis = 3) y adhesiones (Sin adherencias = 0; Diseccion
dificil = 1; Adhesiones visibles = 2; intestino "Envuelto” = 3). De manera similar a
la evaluacion clinica, la puntuacién del dafio macroscépico total se obtuvo

mediante la suma de la puntuacion individual de cada parametro.

Durante la evaluacion macroscopica del dafio en el colon de los animales
con CAC también se cuantificaron la incidencia, el numero y el diametro de

tumores por raton.
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3.1.3.5 Evaluacion histoldgica de la inflamacion

Para el analisis microscopico, se extrajo el colon de los ratones y se retird
una porcion de los extremos distal y proximal de cada tejido. Las muestras se
fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 24 h y luego se preservaron a 4 °C en
etanol al 60 % hasta que se incluyeron en parafina. Las muestras fueron
cortadas en secciones de 3 um y se tifleron con hematoxilina y eosina (H&E). La
puntuacion de la inflamacién se realiz6 segun lzcue et al. (2008) (443).
Brevemente, cada muestra se clasifico6 semicuantitativamente de 0 a 3 segun los
cuatro criterios siguientes: grado de hiperplasia epitelial y agotamiento de las
células caliciformes, infiltracién de leucocitos en la lamina propia, area del tejido
afectado y presencia de marcadores de inflamacion severa (como abscesos de
cripta, inflamacion de la submucosa y Ulceras). Las puntuaciones individuales
para cada parametro evaluado se sumaron y se obtuvo una puntuacion total para

el dafio microscopico intestinal con valores de 0 a 12.

3.1.3.6 Determinacién del grado tumoral

La evaluacion del grado tumoral se realiz6 mediante doble ciego. Los
tumores se clasificaron en: displasias de bajo grado, displasias de alto grado y
adenocarcinoma, utilizando los criterios de clasificacion de displasia en la Ell

humana (591), asi como la clasificacion TNM de tumores colorrectales (330).

Segun los criterios para la clasificacion de displasias en la Ell humana, se
catalogan como displasias de bajo grado, aquellas displasias que cursan con
arquitectura del epitelio intacto, o leve alteracion del mismo y ademas,
alteraciones nucleares que se extienden a la superficie de la mucosa sin una
pérdida apreciable de polaridad nuclear. Por otro lado, son consideradas
displasias de alto grado aquellas con alteraciones de la arquitectura de

moderadas a severas, con evidencia clara de una pérdida de polaridad nuclear.

La clasificacion TNM de tumores colorrectales especifica el nivel de

invasion del tumor, y va desde carcinoma in situ hasta invasion de submucosa.

Se tomaron fotomicrografias de los tejidos tefiidos con H&E, y de las

secciones de colon inmunotefiidas, con un microscopio Axioplan 2 equipado con
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una camara AxioCam HRc y el software de analisis de imagenes Axiovision 4.6
(Zeiss).

3.1.3.7 Estudio inmunohistoquimico de marcadores de
proliferacion y EMT

La IHQ se llevdé a cabo con los siguientes anticuerpos: anti-B-catenina
(1/300), anti-Ki-67 (1/200) y anti-vimentina (1/100) (BD Biosciences), anti-p-
STATS3 (Cell Signaling; dilucién 1/200), y anti-SNAIL (sobrenadante de cultivo de
tejidos).

El analisis IHQ se realiz6 sobre muestras de tejido de colon cortado en
secciones de 3 um. Las muestras fueron obtenidas a partir de tejido embebido
en bloques de parafina, previamente fijada en paraformaldehido al 4 %. La
recuperacion del antigeno se realiz6 hirviendo los portaobjetos en citrato de
sodio 10 mM, pH 6,6, durante 10 min (E-cadherina, Ki67 y vimentina); en Tris
base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 9, durante 15 minutos (B-catenina, SNAIL) o
durante 15 min en EDTA 1 mM, pH 8 (p-STAT3). Los portaobjetos se bloquearon
con leche sin grasa, filtrada y disuelta en PBS al 5 % (en TBS mas 0.1 % de
Tween-20 (Sigma) en el caso de p-STAT3 y SNAIL).

En el caso de SNAIL, después del bloqueo de las peroxidasas enddgenas,
se permeabilizaron las membranas con TBS que contenia Triton X-100 (Sigma)
al 1 % y Tween-20 al 1 %, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron dos veces con TBS méas Tween-20 al 0,1 %. Para el
bloqueo de uniones inespecificas, las preparaciones se incubaron 2 h a
temperatura ambiente con NGBS (suero normal de cabra al 10 %, BSA al 1 %,
gelatina de pescado fria al 0,1 %, Triton X-100 al 0,1 %, Tween-20 al 0,05 %, y
azida de sodio al 0,05 %) (592).

Los anticuerpos primarios se diluyeron en PBS que contenia BSA al 1 %
(excepto en el caso de SNAIL para el que se afadi6 1 % de NGBS al
sobrenadante de cultivo tisular del hibridoma) y se incubaron durante 90 min a
37 °C o durante toda la noche a 4 °C. Como anticuerpos secundarios, se usaron
los correspondientes anticuerpos anti-ratén o anti-conejo marcados con HRP (del
inglés, “Horseradish Peroxidase”) (BD Biosciences). Como sustrato colorimétrico
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para HRP, se utilizo6 DAB (Vector). Posteriormente las secciones de tejido se
contrastaron con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron los cubreobjetos

para proteger las preparaciones.

Se enumeraron las células positivas en 5 campos visuales elegidos al azar
para cada muestra de tejido, con la ayuda del software ImageJ. Para ki67, el
porcentaje de nucleos tefiidos positivamente se determiné utilizando el software
de andlisis de imagenes ImmunoRatio, como complemento del software ImageJ
0 como un programa en linea, de acceso gratuito, para el andlisis de imagenes
de IHQ (593) (http://153.1.200.58:8080/immunoratio).

La visualizacién y escaneo de los portaobjetos con IHQ se realizdé en el

escaner ZEISS Axio Scan.Z1, con un aumento de 20X.

3.1.3.8 Estudio de la permeabilidad intestinal en ratones wt y
GzmA™

Para el estudio comparativo de la permeabilidad intestinal se usaron
ratones sanos wt y ratones GzmA™. En primer lugar, se pesaron los ratones y
después se les administré FITC-dextran (FD4; Sigma-Aldrich) por via oral con la
ayuda de una sonda gastrica, a una dosis de 40 mg por cada 100 g de peso. Se

marcaron los ratones y se anoté la hora exacta de la administracion.

Transcurridas 4 h, se sacrificaron los ratones por sobredosis de anestesia y
se extrajo la sangre mediante puncién cardiaca. Posteriormente, se obtuvo suero
a partir de la sangre extraida centrifugando a 1.500 xg durante 20 min. Se diluyé
el suero PBS (1:1).

Se preparé una curva estandar con diferentes concentraciones de FD4
(8.000, 4.000, 2.000, 1.000, 500, 250, 125y 0 ng/ml) en suero de raton sano,
diluido previamente en PBS (1:1).

En una placa de 96 pocillos de fondo plano (Costar) se adicionaron 100 pl
de los patrones y de las muestras. Todas las mediciones se realizaron por
duplicado. Se determind la fluorescencia a Aexc=485 nm y Aem=528 nm en el

lector de placa Synergy™ HT, BioTek. Se estim6 la concentracion de FITC-
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dextrano utilizando la curva de concentracidon de los estandares frente a la

intensidad de fluorescencia.

3.1.3.9 Aislamiento de linfocitos intraepiteliales (IELS)

En primer lugar, se sacrificaron los ratones y se extrajo el colon. Luego se
limpid el tejido pasando PBS 1X por el interior con ayuda de una jeringuilla. Una
vez limpios, los intestinos se abrieron longitudinalmente y se cortaron en

fragmentos de aproximadamente 0,5 cm.

Posteriormente, se incubaron en 5 ml de solucion de pre-digestion,
previamente preparada (HBSS 1X (sigma), EDTA 5 mM, ditiotreitol 1 mM (DTT,
Fisher Scientific) y SFB 5 % (Sigma)) durante 20 min a 37 °C con agitacion leve.
Este proceso se repiti6 dos veces. Después de cada incubacion se agitd
vigorosamente durante 10 seg Yy se hizo pasar la suspensién celular por un tamiz
de 100 pm, para recolectar el sobrenadante. Una vez concluido los dos ciclos de
pre-digestion, se lavo el tejido residual en HBSS 1X y se incubd durante 20 min a

37 °C con agitacion leve.

El sedimento obtenido contenia las criptas que se usaron para la
purificacion de IELs. Para ello, en primer lugar, se centrifugaron las células a 500
xg durante 10 min, se deseché el sobrenadante y se resuspendié el sedimento
en 10 ml de una solucion de Percoll al 40 %. Después, se colocd
cuidadosamente esta solucién sobre 5 ml de Percoll al 80 %. Se centrifugé el
gradiente de Percoll 40/80 a 1.000 xg durante 20 min a 20 °C sin freno. Se
recogieron las IELs del anillo intermedio de la interfase de las dos soluciones de
Percoll. Las células recogidas (el anillo intermedio) se pasaron a un tubo de
fondo cénico de 50 ml y se lavaron con 30 ml de PBS 1X. Se centrifugé a 500 xg
durante 5 min, se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 5
ml de PBS con SFB 5 %. Las IELs purificadas se usaron para identificar las

células que expresan GzmA, mediante citometria de flujo (ver seccion 3.2.5).

3.1.3.10 Composicion de microbiota intestinal

Se recogieron heces de ratones wt y de ratones deficientes en GzmA

después de una suave estimulacion perianal. Se extrajo el DNA total usando el
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QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Las muestras de DNA se enviaron a la fundacién

FISABIO (http://fisabio.san.gva.es) para la secuenciacion masiva de las regiones
V3y V4 de la subunidad 16S del rDNA.

Los cebadores utilizados fueron:
Forward:
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
Reverse:
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Las afiliaciones taxonomicas se asignaron utilizando la base de datos
SILVA release_ 119 (594). El andlisis estadistico se realizé utilizando el software
estadistico R y las bibliotecas de codigo abierto. Los datos cuantitativos de las
lecturas se homogeneizaron utilizando su porcentaje relativo, a partir de las
lecturas totales de cada muestra, para facilitar la comparacion entre muestras.
Finalmente, se utilizdé la plataforma Galaxy Huttenhower Platform

(http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy) para calcular el algoritmo LefSe

(tamafio del efecto LDA) y asi representar los taxones microbianos con

diferencias significativas entre los grupos de muestras.

3.2 Analisis de la expresion de proteinas

3.2.1 Extraccion de proteinas totales a partir del tejido congelado

Se pulverizaron los tejidos (articulaciones enteras, incluyendo huesos,
tejido sinovial y tejidos adyacentes) usando un mortero y pistilo lleno de
nitrégeno liguido. El tejido se transfiridé a tubos de 15 ml, se colocé en hielo seco
y se resuspendié en PBS (1 ml de PBS por cada 200 mg de tejido), que
contenia coéctel de inhibidor de proteasa Complete™ (Roche) (una tableta por 25
ml de solucion). Los tejidos triturados y homogeneizados se centrifugaron
durante 10 min a 500 xg a 4 °C. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos
Eppendorf de 1,5 ml, se centrifugaron a 15.000 xg durante 5 min y se recogieron
para la cuantificacion de GzmA (ver seccion 3.2.3.2). La concentracion de
proteinas totales se determiné usando Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-
Rad) (ver seccion 3.2.2).
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3.2.2 Ensayo colorimétrico Bradford para estimar la concentracion de
proteinas

Se cuantificod la concentracion de proteinas recombinantes y de proteinas

totales extraidas de lisados celulares o de tejidos, mediante el ensayo Bradford.
Para ello se utiliz6 el kit Quick Start™ Bradford Protein Assay BioRad.
Brevemente, se preparo la curva patron de BSA como se indica en el manual de
procedimiento del Kit. Se utiliz6 como diluyente el mismo tampdn en el que se
disolvieron las muestras a analizar. Se cargaron 5 pyl de las diferentes
concentraciones de la curva patron y de las muestras, por triplicado, en una
placa de 96 pocillos de fondo plano y, a continuacién, se afiadieron 245 ul de
azul de Coomassie. Se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min y
finalmente se midi6 la absorbancia a 595 nm. Se determind la concentracién de
la proteina en cuestion (o de las proteinas totales) utilizando la recta de

calibrado.

3.2.3 Cuantificacion de proteinas por ELISA

3.2.3.1 Cuantificacion de Citoquinas por ELISA

Para cuantificar, en los sobrenadantes de cultivos de células de ganglios
linfaticos, en los explantes de tejido de colon o en el suero, las siguientes
citoquinas: IL-18, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-17, se utilizaron los

correspondientes Kits "Ready-Set-Go", de Affymetrix (eBioscience).

Para el caso especifico del tejido de colon, éste se corté en porciones de
30 mg (distal y proximal) y se mantuvo en 2 ml de medio de cultivo (DMEM
suplementado con SFB al 10 %, glutamina 10 mM, HEPES 10 mM (Sigma) y 100
U/ml de penicilina/estreptomicina) a 37 °C, en una atmoésfera de 5 % de CO..
Después de 24 h, se recogieron los sobrenadantes, se centrifugaron a 500 xg
durante 10 min y se almacenaron alicuotadas a -80 °C para posteriormente
realizar el ELISA correspondiente. En el caso del cultivo de células de ganglios

linfaticos se procedié segun lo descrito en la seccién 3.1.2.5.

De forma general, se adicionaron 100 pl del anticuerpo de captura a la

concentracion recomendada, en tampon de revestimiento, a la placa de ELISA
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de 96 pocillos (NUNC Maxisorp) y se incub6 toda la noche a 4 °C. Se lavo la
placa 3 veces con 200 pl de solucién de lavado (1X PBS con 0.05 % Tween-20)
y seguidamente se bloque6 con 200 pl de tampoén de ensayo durante 1 h a
temperatura ambiente. Se adicion6 el patrén y el blanco como recomienda el
fabricante, ademas de las muestras diluidas en tampon de ensayo, incubandose
2 h a temperatura ambiente. Tras lavar la placa 3 veces con solucion de lavado,
se adicionaron 100 pl del anticuerpo de deteccion conjugado con biotina a la
concentracion recomendada y se incubd 1 h a temperatura ambiente. Se lavo la
placa 3 veces con solucién de lavado, se adicionaron 100 pl de enzima avidina-
HRP (1:4000 en tampo6n de ensayo) y se incubd durante 30 min. Seguidamente,
se lavo la placa 5 veces y se adicionaron 100 pl de TMB (3,3,5,5-
Tetrametilbenzidina), tras 15 min se detuvo la reaccién adicionando 50 pl de
H.SO, 1M. Se determind la absorbancia en un lector de placa (Synergy™ HT,
BioTek) a 450 nm y 570 nm y se restaron los valores obtenidos a dichas
longitudes de onda (Abs 450-Abs 570).

3.2.3.2 Cuantificacion de GzmA por ELISA

Para cuantificar GzmA de ratdbn a partir de proteinas totales de tejido
congelado, en los sobrenadantes de cultivos de explantes de tejidos de colon o
en suero, se realiz6 un ELISA tipo sandwich indirecto usando anticuerpos contra
GzmA de ratdn hechos en rata y conejo. Estos anticuerpos fueron previamente
producidos inmunizando ratas o conejos, siguiendo protocolos convencionales.
Como anticuerpo de captura se utilizé IgG de conejo purificado a 2 pg/ml,
disueltos en NaHCOs3;, pH 9,6. Como anticuerpo de deteccion se usé el
inmunosuero policlonal de rata diluido en PBS (1. 1000). Como anticuerpo
secundario se usO anticuerpo contra IgG de rata hecho en cabra (Sigma)
conjugado con HRP, diluido en PBS (1: 20000). Se determiné la absorbancia en
el lector de placa (Synergy™ HT, BioTek) a 405 nm y 570 nm y se restaron los

valores obtenidos a dichas longitudes de onda (Abs 450-Abs 570).
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3.2.3.3 Cuantificacion Telopéptido C-terminal de colageno tipo |
(ICTP) por ELISA

Se obtuvo suero de ratones wt y de ratones GzmA™ y se congelé a -80 °C
para el posterior analisis de ICTP, con un kit de ELISA de BlueGene, siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Para la deteccion y cuantificacion de ICTP este kit se basa en la técnica de
inmunoensayo enzimatico competitivo, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
ICTP y un conjugado de ICTP-HRP. Las muestras de ensayo se incubaron con
el conjugado ICTP-HRP en una placa recubierta con el anticuerpo monoclonal
anti-ICTP durante 1 h. Después de este periodo, la placa, previamente lavada,
se incubd con un sustrato para la enzima peroxidasa. El producto de la reaccion
enzima-sustrato formé un complejo de color azul. Finalmente, se agregd una
solucion para detener la reaccion. La intensidad del color se midid
espectrofotométricamente a 450 nm en un lector de placa (Synergy ™ HT,
BioTek). En este tipo de ensayo la intensidad del color era inversamente
proporcional a la concentracion de ICTP, ya que el ICTP de las muestras y el
conjugado ICTP-HRP compiten por el sitio de unién del anticuerpo anti-ICTP.
Para evaluar los resultados en primer lugar se realizé una curva que relacionaba
la intensidad del color (Abs) con la concentracion de los estandares.
Posteriormente se extrapol6 la concentracion de ICTP en cada muestra a partir

de esta curva estandar.

3.2.3.4 Cuantificacion de anticuerpos IgG anti colageno tipo Il por
ELISA

Para cuantificar anticuerpos totales IgG frente a colageno tipo Il en el suero
de ratones con CIA, se utilizd6 un kit de ELISA de Chondrex, siguiendo las
instrucciones del fabricante. En este kit de ELISA las placas estaban recubiertas
con colageno de pollo tipo Il. Los estandares y las muestras se analizaron por
duplicado. Se usaron las diluciones recomendadas por el fabricante y se
incubaron a 4 °C toda la noche. Como anticuerpo secundario se usé una IgG
anti-raton hecha en cabra, conjugada con HRP (1:200), proporcionada en el Kit.

Se agregaron 100 pl de solucion de anticuerpo secundario a cada pocillo y se
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incubs6 a temperatura ambiente durante 2 h. Como agente cromdgeno se utilizé
el diclorhidrato de orto-fenilendiamina (OPD) durante 30 min y tras detener la

reaccion (H,SO,4 1M) se ley6 la placa a 490 y 630 nm.

Para la determinacion de anticuerpos IgG1 e IgG2c anti colageno tipo Il en
el suero se realiz6 un ELISA. Brevemente, se diluyo el colageno bovino tipo Il en
Tris/HCI 0,05 M a una concentracion final de 5 pg/ml, se inmovilizé en placas
Nunc MaxiSorp para ELISA y se incub6 a 4 °C durante toda la noche. Después,
se bloquearon las uniones inespecificas con PBS y 2 % de BSA, durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incub6 con diluciones seriadas de
suero de ratones wt y de ratones GzmA™ con artritis inducida por colageno.
Como anticuerpos de deteccién se usaron anticuerpos contra 1IgG1l o 1gG2c
(Southern Biotech) de raton, hechos en cabra, conjugados con HRP, diluidos en
PBS con 1 % BSA (1:500). Se afadieron 50 pl de TMB como agente cromdgeno
y luego se detuvo la reaccién con 25 pl de H,SO, 1M tan pronto como los
controles sanos se volvieron azules. Se realiz6 la lectura de la placas en el lector
de placa (Synergy™ HT, BioTek) a 450y 570 nm.

3.2.4 Analisis de proteinas por Western-Blot

3.2.4.1 Extraccion de proteinas totales a partir de lisados
celulares

Para realizar los lisados celulares, se retird6 cuidadosamente el medio de
cultivo de las células adherentes. Las células se lavaron dos veces con PBS frio.
Posteriormente se afiadié tampén RIPA (25mM Tris-HCI pH 7.6, 150mM NacCl,
1% NP-40, 1% SDS) (Thermo Fisher) frio a las células. Se utiliz6 1 ml de tampdén
RIPA por cada 5 x 10° células. Previamente, justo antes de ser utilizado, se
adicion6 al tampon RIPA céctel de inhibidor de proteasa Complete™ (Roche) e
inhibidor de fosfatasas (Sigma). Se incub6 en hielo durante 5-10 min, girando la
placa de vez en cuando para lograr una distribucién uniforme. Se recogi6 el
lisado con ayuda de un raspador de células y se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga. Las muestras se centrifugaron a 14.000 xg durante 15 min a 4
°C, para sedimentar los residuos celulares. Se recogi¢ el sobrenadante en un

nuevo tubo para su posterior andlisis. La concentracién de proteinas totales se
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determiné usando Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) (ver seccién
3.2.2)

Una vez determinada la concentracién de proteinas totales en el lisado
celular se afiadié tampon de carga 3X (Tris-HCI 150 mM pH 7,4, Sigma; 3 %,
SDS, Merck; molibdato de sodio 0,3 mM, Sigma; pirofosfato de sodio 30 mM,
Sigma; fluoruro de sodio 30 mM, Sigma; glicerol 30 % v/v, Scharlau; 2-B-
mercaptoetanol 30 % v/v, Sigma y azul de bromofenol 0,06 % p/v). Finalmente,
los lisados se incubaron durante 5-10 min a 95 °C en un bafo seco (Selecta), se
centrifugaron, y se cargaron en un gel o bien se almacenaron a -20 °C hasta su

posterior uso.

3.2.4.2 Separacion de proteinas celulares. Electroforesis en gel
de poliacrilamida

La separacion de proteinas en funcion de su peso molecular se llevo a
cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida que contenia un 0,1 % de
SDS. El porcentaje de poliacrilamida varié entre el 10y el 12 %, dependiendo del
tamafio de las proteinas a analizar. La electroforesis se realiz6 a un amperaje

constante de 20 mA/gel y un voltaje de 180 V durante 60-90 min.

3.2.4.3 Transferencia de proteinas a membranas

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF (del inglés, “Polyvinylidene fluoride”), pre-incubadas 30 s con metanol. El
proceso se llevo a cabo en un equipo de transferencia semiseca de BioRad. La

transferencia se realiz6 a 20 V y 400 mA durante 55 min.

3.2.4.4 Analisis de proteinas por inmunoblot (Western blotting)

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de PVDF se analizaron
con anticuerpos especificos. Previamente, y una vez terminada la transferencia,
la membrana se bloqued en una solucion de PBS y 5 % de leche en polvo
desnatada, a pH 7,4, durante 60 min. Seguidamente, la membrana se incubd
durante toda la noche, a 4 °C con agitacion suave, con el anticuerpo especifico

para detectar la proteina deseada. Los anticuerpos se diluyeron en PBS pH 7,4
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con 0,1 % de Tween-20 y leche en polvo desnatada al 2,5 % (p/v) (solucion A).
Finalizada la incubacion, se desechd la solucion con el anticuerpo y la
membrana se lavé con PBS pH 7,4 que contenia 0,1 % de Tween-20 (solucion
B), 4 veces durante 5 min, agitando moderadamente. Seguidamente, las
membranas se incubaron en la solucibn A con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 3.6). Esta incubacion se realiz6 durante 1 h a
temperatura ambiente y con agitacion suave. Transcurrido el tiempo de
incubacion la solucion del anticuerpo secundario se elimind y se lavé 3 veces la
membrana durante 10 min, agitando moderadamente, con la solucién B. La
deteccién de los inmunocomplejos se realizO mediante captacion de la sefal
infrarroja. Las membranas se escanearon en el ODYSSEY CLx (LI-COR). El
analisis cuantitativo de las bandas se realiz6 por densitometria con la ayuda del
software ImageJ. De este modo, se analizd, en funcion de la intensidad de cada
banda por unidad de superficie, el nivel de expresion de la proteina de interés y

de una proteina de referencia, concretamente 3-actina o GAPDH.

Los anticuerpos primarios y secundarios usados en este estudio, las
concentraciones a las que fueron utilizados, asi como la casa comercial de la

gue procedian, se indican en la tabla 3.6.

Anticuerpo Concentracion Casa_
comercial
Anti-p-STAT3 (Tyr705) 1/1000 Cell Signaling
Anti-p-NF-kB p65 (Ser536) 1/1000 Cell Signaling
Anti-IkBa (44D4) 1/1000 Cell Signaling
Anti-B-Actina 1/5000 Sigma
Anti-GAPDH 1/5000 Sigma
IRDye® 800CW Anticuerpo anti-ratdon 1/20000 LI-COR
hecho en cabra
IRDye® 680RD Anticuerpo anti-raton
hecho en cabra 1/20000 LI-COR

Tabla 3.6 Anticuerpos primarios y secundarios usados para western blot. GAPDH (del
inglés, “Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase”).
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3.2.5 Analisis de proteinas de la superficie celular por citometria de
flujo

El andlisis de la presencia de determinadas proteinas de membrana

mediante citometria de flujo se realiz6 con anticuerpos conjugados con
fluorocromos (Tabla 3.7). Para ello, las IELs aisladas se incubaron en 100 pl de
PBS suplementado con 5 % de SFB durante 15 min a 4 °C, con la cantidad de
anticuerpo indicada por la casa comercial. Trascurrido este tiempo, se lavaron 3
veces con PBS suplementado con 5 % de SFB y se analizaron por citometria de
flujo. En los casos en los que no se hizo el andlisis inmediatamente, las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 2 % (PFA 2 %) a 4 °C hasta 24 h

después.

3.2.5.1 Analisis intracelular de GzmA por citometria de flujo

Las Gzms son proteinas intracelulares contenidas en los granulos
citotoxicos. Para analizar su expresion en IELs, las células se fijaron durante 15
min a 4 °C con 200 pl de PFA 1 % en PBS. A continuacion se lavaron 2 veces
con PBS suplementado con 5 % de SFB y se resuspendieron en 100 pl de una
solucion de permeabilizaciéon (saponina 0.1 % en PBS suplementado con 5 % de
SFB) que contiene el anticuerpo que reconoce a la GzmA (anti-GzmA PE;
dilucién 1/1000). Como control se uso el isotipo IgG1 de raton hecho en cabra
conjugado con PE (dilucién 1/1000). Se incubaron las células con el anticuerpo y
el isotipo durante 1 h a temperatura ambiente. Para finalizar, las células se
lavaron 2 veces con el tampon de permeabilizacién y se resuspendieron en PFA

2 % para su analisis por citometria de flujo.

En la tabla 3.7 se muestran los anticuerpos utilizados en el analisis de
proteinas por citometria de flujo, asi como la concentracion a las que fueron

usados y la casa comercial de la que procedian.
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Anticuerpo Concentracion Casa comercial
CD3 FITC 1/50 Miltenyi Biotec
CD8a APC 1/250 Miltenyi Biotec
CD4 APC 1/50 Miltenyi Biotec
Granzima A PE 1/1000 Miltenyi Biotec
IgG1l PE 1/1000 Miltenyi Biotec
NK1.1 APC-Vio770 1/50 Miltenyi Biotec
CD45 VioBlue 1/250 Miltenyi Biotec
CD11b FITC 1/50 Miltenyi Biotec
F4/80 APC 1/50 Miltenyi Biotec
Ly6G VioBlue 1/250 Miltenyi Biotec

Tabla 3.7 Anticuerpos usados para citometria de flujo.
3.3 Sobreexpresién y purificacion de proteinas

3.3.1 Preparacion de medios y cultivos de Escherichia coli y Pichia
pastoris

El manejo de cultivos de E. coli y P. pastoris se realiz6 dentro del area

estéril creada por la llama de un mechero de alcohol, usando siempre medios de

cultivo autoclavados.

Para preparar medio Luria Bertani (LB), se pesaron 10 g de triptona
(Panreac), 5 g de extracto de levadura (Panreac) y 5 g de NaCl (Merk). Se
disolvieron en 950 ml de agua destilada, se ajusté el pH de la solucibn a 7,5 y se
complet6 el volumen hasta 1L. Se esteriliz6 la solucién en autoclave (Autestar
Mod 4376, Selecta). Para preparar placas de LB-agar, se pesaron 20 g de Agar
(Sigma) y se disolvieron en 1 L de LB.

Para preparar medio YPD (del inglés, “Yeast Extract Peptone Dextrose

Medium”) se disolvieron en 900 ml de agua: 20 g de peptona (Panreac) y 10 g de
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extracto de levadura (Panreac). Se esterilizé la solucidon en autoclave y cuando
se enfrid la solucién a ~ 60 °C se agregaron 100 ml de una solucion de D-
glucosa (Merk) 10 X, previamente preparada y esterilizada por filtracion (20 g en
100 ml de agua).

Para preparar medio YPM (del inglés, “Yeast Extract Peptone Methanol
Medium”) se disolvieron en 900 ml de agua: 20 g de peptona (Panreac) y 10 g de
extracto de levadura (Panreac). Se esterilizd la solucidon en autoclave y cuando
se enfrid la solucién a ~ 60 °C se agregaron 100 ml de una solucion de metanol
(Panreac) 10 X, previamente preparada y esterilizada por filtracion (5 ml en 100

ml de agua).

Para preparar medio con biotina y dextrosa para la regeneracion celular
(RBD) primero se disolvieron 186 g de D-sorbitol (Sigma) y 20 g de agar
bacteriologico en 790 ml de agua y se esterilizé la solucidén en autoclave. Aparte,
se disolvié 134 g de base de nitrdgeno de levadura (YNB, Sigma), con sulfato de
amonio, y sin aminoacidos, en 1 L de agua. Se calent6 ligeramente para disolver
y se esterilizé por filtracién. Por otro lado, se fundié el sorbitol-agar y se dejé
enfriar a 60 °C. Después, se agregaron las siguientes soluciones precalentadas
a 45-50 °C: 100 ml D-glucosa al 20 % (p/v), 100 ml de YNB y 2 ml de biotina
(Sigma) a una concentracion de 0,2 g/L (previamente esterilizada por filtracion).
Por ultimo, se afiadieron 10 ml de la solucién acuosa (previamente esterilizada
por filtracion) de los siguientes aminoacidos: acido L-glutamico, L-metionina, L-

lisina, L-leucina y L-isoleucina (500 mg/L, Sigma).

3.3.2 Expresion y purificacion de GzmA en Escherichia coli

3.3.2.1 Induccién con IPTG

Para la expresion de GzmA se utilizo la cepa de E. coli BL21 transformada
con el plasmido pET21a+ que contenia un inserto de la pro-GzmA de raton. El
primer dia se realizd un primer pre-cultivo inoculando 20 pl del stock de esta
bacteria (congelada en 30 % de glicerol) en 10 ml de LB con 100 pl/ml de
ampicilina (Sigma) y se incubaron a 37 °C durante 12 h con agitacién constante.

Transcurrido este tiempo, se afiadieron los 10 ml del primer cultivo a 40 ml de
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medio LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina. Se incub6 a 37 °C toda la
noche con agitaciéon constante. Al dia siguiente se afiadieron los 50 ml del pre-
cultivo a un matraz Erlenmeyer de 2 L, que contenia 450 ml de medio LB y se
incubé a 37 °C con agitacion constante, hasta que el cultivo alcanzé una
densidad oOptica a 600 nm (DOeoonm) entre 0.6 y 0.8. Una vez alcanzada la
densidad Optica deseada, se separ6é 1 ml de cultivo, que fue utilizado como
referencia inicial de la sobreexpresion de la proteina. Seguidamente se afadio
IPTG (MP Biomedicals) a una concentracion final de 1 mM y se incub6 a 37 °C
con agitacidon constante durante 3 h. Transcurrido ese tiempo, en primer lugar se
reservO 1 ml del medio de cultivo para posteriormente constatar la
sobreexpresiéon de la proteina en un gel de poliacrilamida. Después, se
centrifugd el cultivo a 8.000 xg durante 15 min y se eliminé el sobrenadante. Se
lavd el pellet con 10-15 ml de PBS y se centrifugdb nuevamente a 8.000 xg
durante otros 15 min. Se elimin6 el sobrenadante y se pasé el pellet a un tubo
para centrifuga conico de 50 ml. Por ultimo, se congelé a -20 °C para su

posterior uso.

3.3.2.2 Obtencidon de cuerpos de inclusion

Para la purificacion de GzmA, se descongelé el pellet bacteriano obtenido
en el paso anterior, y se resuspendié en tampoén de lisis (Tris-HCI 50 mM, NacCl
100 mM, DTT 2 mM, lisozima 2 mg/ml (Sigma-Aldrich), DNAasa 1 mg/ml (Sigma-
Aldrich), inhibidor de proteasa 1 X y Triton X al 0,5 % (Sigma). Por cada gramo
de pellet celular descongelado se utiliz6 1 ml de tampdn de lisis. La mezcla se
coloco en un agitador vertical a 4 °C durante 2 h. Después se lisaron las células
mediante disrupcién mecanica por sonicacién. Para ello, se paso la suspension a
un vaso de precipitado en hielo y se sonico a % de amplitud y % pulso durante
45 s, se dejo reposar durante 2 min y se repitid el proceso diez veces. Una vez

lisadas las células se centrifug6 a 50.000 xg durante 15 min a 4 °C.

3.3.2.3 Solubilizacion y replegamiento de las proteinas
contenidas en los cuerpos de inclusién

Los cuerpos de inclusién obtenidos previamente se resuspendieron en

tampon de desnaturalizacion (Tris-HClI 50 mM, NaCl 100 mM, cloruro de
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guanidinio 6 M (Sigma-Aldrich), EDTA 20 mM (Lonza) y DTT oxidado 10 mM, pH
8). Para ello, en primer lugar se pasaron los cuerpos de inclusion, varias veces,
por una jeringuilla con una aguja 18 G. Se utlizaron 3 ml de tampon de
desnaturalizacion por cada litro de medio de cultivo crecido. Se dejé incubar toda
la noche a temperatura ambiente. Después, se centrifugé a 50.000 xg durante 15

min a 4 °C para eliminar el material insoluble y se recogi6 el sobrenadante.

En un paso posterior, el sobrenadante que contenia la GzmA
sobreexpresada se coloc6 en 100 volumenes de tampdn de replegamiento
compuesto por Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, arginina 500 mM (Sigma-Aldrich)
y glicerol 10 % (Panreac AppliChem). El sobrenadante se afiadié rapidamente al
tampon de replegamiento con agitacion y cuando se mezclo bien se detuvo la
agitacion. Se incub6 en reposo, a temperatura ambiente, durante 72 h. Una vez
completado el replegamiento de la proteina, se dializ6 5 veces frente a 100
volimenes de tampon MT-PBS (NaCl 150 mM, NaH,PO, 4 mM (Panreac),
Na;HPO, 16 mM (Panreac), pH 7.4).

3.3.2.4 Purificacion mediante cromatografia de intercambio

catidnico

La purificacion de GzmA se realiz6 utilizando una columna de intercambio
cationico (HiTrap™ SP XL, 5 ml; General Electric Healthcare). Antes de comenzar
la purificacion se preparé la columna, para lo cual primero se lavé con 5
volumenes de MT-PBS. Después, se equilibré con 5-10 volimenes de MT-PBS
1M de NacCl y, por dltimo, se volvio a lavar con 5 volimenes de MT-PBS. Una
vez preparada la columna se paso la proteina a través de ella. Finalmente, se
eluyé la GzmA con un gradiente de NaCl. Se obtuvieron varias fracciones de
proteina purificada, de las que se tomaron 20 pl para analizarlas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (ver seccién 3.2.4.2). Ademas, se realizé
la identificacién de la proteina por Western Blot utilizando como anticuerpo
primario un policlonal de raton hecho en rata (rata anti-GzmA de raton) (1:100).
Las fracciones con mayor concentracion de proteina se unieron para su posterior

activacion.
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3.3.2.5 Activacién de la pro-GzmA

Una vez purificada la pro-GzmA se procedié a su activacion utilizando
catepsina-C (Sigma). En este caso, la catepsina-C escinde el dipéptido MK (Met-
Lys) presente en el extremo N-Terminal de la pro-GzmA purificada,

convirtiéndola en GzmA activa.

En primer lugar, se dializé la pro-GzmA en el tampon de actividad de
catepsina-C  (MT-PBS y acetato de sodio 0,2 M (Panreac), pH 5,5).
Paralelamente a la dialisis, se activo la catepsina-C en 2 mM de DTT a 37 °C
durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de activacion de la catepsina-C,
se realiz6é una dialisis con 100 volumenes del tampon MT-PBS y acetato de
sodio, pH 5,5, para asi eliminar el DTT. Se reservo una alicuota de catepsina-C
activa y se llevd a cabo un ensayo de actividad en una placa de 96 pocillos de
fondo plano con varias diluciones seriadas de catepsina-C activa junto con su
sustrato (H-Gly-Phe-pNA; Bachem). Como control negativo se us6 catepsina-C
sin activar, tampdn de actividad solo y el sustrato de la catepsina-C disuelto en
tampén de actividad. Se incubd a 37 °C y se realizaron mediciones a 405 nm

cada h en el lector de placa Synergy ™ HT, BioTek.

Finalmente, tras la dialisis, se pusieron a reaccionar ambas proteinas. Para
ello se utilizaron 5 U de catepsina-C activa por cada 10 mg de pro-GzmA y se
incubo6 a temperatura ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente se dializo
la GzmA frente a 100 volumenes de MT-PBS pH 7,4. Por ultimo se hicieron

alicuotas y se congelaron a -80 °C.

3.3.2.6 Determinacion de la actividad enzimética de la proteina
GzmA

Se determiné la actividad triptasa de la GzmA sobre el sustrato Bz-Pro-
Phe-Arg-pNA-HCI (BACHEM). En resumen, se disolvieron 50 pl del
sobrenadante del cultivo de explantes de tejido de colon, o de la proteina
activada, en igual volumen de Tris-HCI 100 mM; pH 8,5 (buffer de actividad de
GzmA). Como control positivo se us6 el lisado de 10.000 células de la linea de
linfocitos T citotdxicos, 1,3E6SN (“Cytotoxic T-lymphocyte Line”) y como control

negativo el lisado de 10.000 células de la linea tumoral de raton EL4.F15, en 50
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pI de buffer de actividad de GzmA. A continuacion, se afadieron 50 ul/pocillo de
sustrato Bz-Pro-Phe-Arg-pNA-HCI (concentracion final 150 uM), disuelto en Tris-
HCI 100 mM, pH 8,5. Las muestras se incubaron a 37 °C. Las mediciones se
llevaron a cabo a 405/490 nm después de 0, 60, y 120 min. Todas las
mediciones se realizaron por duplicado o triplicado, usando el lector de placas
Multi-Mode Microplate Reader (Synergy™ HT, BioTek).

3.3.3 Expresion v purificacion de Serpinb6b en Pichia pastoris.

El uso de organismos eucariotas inferiores, como la levadura Pichia
pastoris, representa un sistema de expresion de proteinas ventajoso, lograndose
buenos rendimientos sin la necesidad de biorreactores engorrosos o medios de
cultivo complejos. Es importante destacar que las levaduras poseen un amplio
rango de proteinas chaperonas conservadas que pueden ayudar al plegamiento
de proteinas recombinantes y tienen, ademas, la capacidad de producir
modificaciones postransduccionales similares a las de los mamiferos. En la
produccion de serpinas recombinantes, las levaduras tienen una ventaja
adicional sobre sistemas eucariotas superiores, ya que no producen serpinas

enddgenas, lo que simplifica la purificacion (191).

En este estudio, se expresé y purificd Serpinab6b (inhibidor especifico de la
GzmA de ratdn) en el citoplasma de una cepa SMD1163 de P. pastoris. El vector
de expresion usado fue pHIL-D2 (Invitrogen), lo que permitid la expresion
intracelular de la proteina. El protocolo utilizado fue el descrito por Kaiserman et
al (191).

3.3.3.1 Inducciéon con metanol

Se eligié una colonia de levadura bien aislada de una placa de RDB y se
inoculé en 5 ml de YPD. Se incub6 a 30 °C durante toda la noche con agitacion.
Transcurrido el tiempo de incubacion del precultivo se inoculd 1 ml de éste en
500 ml de YPD. Se incubo durante 48 h a 30 °C con agitacion. Transcurrido este
tiempo se centrifugd a 6.000 xg durante 10 min. Se elimind el sobrenadante y el
pellet celular se resuspendié en 500 ml de YPM y se devolvié a los matraces

conicos. Se volvio a incubar durante 72 h mas a 30 °C con agitacion.
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3.3.3.2 Lisis del pellet celular

La lisis de la levadura se realiz6 mecanicamente, mediante agitacion en
presencia de perlas de vidrio (0.5 mm de diametro; Sigma). Este proceso genera
mucho calor, lo que podria conducir a la polimerizacion de la proteina, por lo

tanto, es importante enfriar la muestra tanto como sea posible durante la lisis.

Para llevar a cabo el proceso de lisis, en primer lugar se recogio la levadura
por centrifugacion a 6.000 xg durante 10 min a 4 °C. Se lavo una vez con Tris-
HCI 20 mM y se resuspendio en tampon de lisis (NaCl 1 M, B-mercaptoetanol 10
mM, 20 mM Tris-HCI; pH 7,4), ademas se afiadié una solucion de coctel inhibidor
de proteasas 1X. Se utilizaron 60 ml de tampdn de lisis por cada litro de cultivo.
Para facilitar el proceso, se dividio la muestra (pellet resuspendido en tampon de
lisis) en alicuotas de 10 ml y se agregaron 5 ml de perlas de vidrio. Las muestras
se agitaron en un vortex a la maxima velocidad durante 30 s con intervalos de
descanso, entre agitaciones, de 90 s. El proceso se repitid 8 veces. Por ultimo,
se centrifugd a 3.000 xg durante 5 min para separar las perlas de vidrio. Se
recogieron los sobrenadantes y se volvié a centrifugar a 27.000 xg durante 30

min.

3.3.3.3 Purificacion mediante cromatografia de afinidad por
niquel
La serpinab6b utilizada en este estudio contenia una cola de seis histidinas

en el extremo N-terminal, lo que favorecié su purificacion mediante cromatografia

de afinidad en columnas de niquel.

Para llevar a cabo el proceso, se cargo el lisado clarificado directamente en
una columna HisTrap de 5 ml (GE Lifesciences). Se lavo la columna con al
menos 5 volumenes de tampén de lavado (NaCl 1 M, B-mercaptoetanol 10 mM,
Tris 20 mM; pH 7,4). Posteriormente, se lavo la columna con 5 % de tampo6n de
elucion (NaCl 1 M, B-mercaptoethanol 10 mM, imidazol 0,5 M, Tris-HCI 20 mM,
pH 7,4). Por ultimo, se eluyo con un gradiente continuo desde 5 a 100 % de
tampdn de elucion. Se agruparon las fracciones que contenian la serpinab6b, se

alicuotaron y se congelaron a -80 °C.
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3.4 Cuantificacion de Prostaglandina E2 por ELISA

La prostaglandina E2 (PGE2) se cuantific6 en los sobrenadantes de los
explantes de tejidos de colon, con un kit ELISA de la casa comercial Arbor

Assay, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se pipetearon en la placa 100 pL de las muestras y los patrones
proporcionados en el kit. Se afiadieron 25 uL del conjugado de Prostaglandina
E2 DetectX® a cada pocillo y luego se adicionaron 25 pL del anticuerpo de alta
sensibilidad Prostaglandin E2 DetectX®. Se agito la placa durante 15 min y luego
se incubd a 4 °C durante 16 h. A la mafiana siguiente, se lavd 4 veces con 300
ML de tampdn de lavado y se agregaron 100 uL de sustrato TMB a cada pocillo.
Después de incubar la placa a temperatura ambiente durante 30 min se detuvo
la reaccion con 50 uL de la solucién de parada (solucion de &cido clorhidrico 1M)
y se determind la densidad Optica a 450 nm en el lector de placas Synergy™ HT,
BioTek. Se cuantificé la concentracibon de PGE2 en las muestras por

interpolacién a partir de la curva de calibracion.

3.5 Analisis de la expresidn génica

3.5.1 Extraccion de RNA y determinacion de la expresion génica
mediante RT-gPCR

La extraccion de RNA total se llevd a cabo con el kit RNeasy Mini Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, a partir del
RNA total (100-500 ng), se gener6 cDNA con la transcriptasa inversa
SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies). La PCR semicuantitativa en tiempo
real se realizé usando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) en el
equipo iCycler iQ™ (Bio-Rad, Hercules, CA). Se utilizaron cebadores especificos
para GZMA y COX-2, en el caso de los experimentos de CAC, y cebadores
especificos para TRAP, Catepsin-K y MMP-9, en el caso de CIA. La reaccién se
llevé a cabo con un protocolo estandar (40 ciclos, temperatura de hibridacién 60
°C). Los niveles relativos de expresion de mRNA de cada gen se normalizaron
con respecto a los niveles de mRNA de HPRT (del inglés, “Hypoxanthine-
guanine Phosphoribosyltransferase”) (CAC) y MRP-L32 (proteina ribosémica
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mitocondrial L32) (CIA), utilizando un método comparativo (2. Las secuencias

de los cebadores utilizados se muestran en la tabla 3.8.

Cebador Secuencia
GZMA forward 5 -GGTGGAAAGGACTCCTGCAA-3
GZMA reverse 5-GCCTCGCAAAATACCATCACA-3
COX-2 forward 5-TGCCTCCCACTCCAGACTAGA-3
COX-2 reverse 5"-CAGCTCAGTTGAACGCCTTTT-3
TRAP-forward 5- TCCTGGCTCAAAAAGCAGT -3
TRAP-reverse 5- ACATAGCCCACACCGTTCTC -3

Catepsina-K-forward | 5- CACCCAGTGGGAGCTATGGAA -3°

Catepsina-K-reverse |5 - GCCTCCAGGTTATGGGCAGA -3

MMP-9-forward 5- GCCCTGGAACTCACACGACA -3
MMP-9-reverse 5- TTGGAAACTCACACGCCAGAAG -3
HPRT-forward 5-CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAA-3
HPRT-reverse 5-CTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT-3
MRP-L32-forward 5'- CACCAGTCAGACCGATATGTGAAAA -3’
MRP-L32-reverse 5-TGTTGTCAATGCCTCTGGGTTT-3'

Tabla 3.8 Secuencias de los cebadores utilizados en la q-RT-PCR.

El RNA total se extrajo de las articulaciones de la mufieca izquierda de los
ratones sometidos a CIA, o del tejido de colon distal y proximal de los ratones
tratados con DSS/AOM.

3.6 Cultivos celulares

Las células se cultivaron en un incubador termostatizado (CO. Incubator

MCO-18AC, Sanyo) a 37 °C en una atmadsfera enriquecida con un 5 % de CO,,
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Todas las manipulaciones se realizaron en campanas de flujo laminar vertical

(Telstar) en condiciones estériles.

Los materiales y soluciones no estériles fueron esterilizados en un
autoclave durante 21 min a 1 atmosfera de presion y a una temperatura de 121

°C o filtrados a través de membranas estériles de 0,22 um (Millipore).

Las células se observaron en un microscopio invertido Leica y su recuento

se realiz6 en una camara de Neubauer.

3.6.1 Lineas celulares

En este estudio se trabajo con la linea celular MC-38, linea derivada de un
adenocarcinoma de colon que se indujo quimicamente mediante la inyeccién
subcutdnea de dimetilhidracina (DMH) en ratones hembra C57BL/6 (595). Esta
fue cedida amablemente a nuestro laboratorio por el Dr. Pedro Berraondo Lopez
(Centro de Investigacion médica aplicada (CIMA), Universidad de Navarra).

También se trabajé con una sublinea de células RAW 264.7, una linea
celular modelo que actia como un precursor para la formacion de OCs, y que

responde a estimulos osteoclastogénicos, incluidos RANKL y TNF-a (596).

3.6.2 Mantenimiento de los cultivos celulares

La linea celular CM-38 se cultivd en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Lonza) suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino
(SFB) y los antibiéticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml)
(Sigma). De forma rutinaria el cultivo se realiz6 en frascos de cultivo de 25 0 75
cm?, con tapén con filtro (Thermo Scientific), en un volumen de 5 y 15 ml
respectivamente. Para el mantenimiento las células se sembraron habitualmente
a una densidad inicial de 5x10* cel/ml. Para hacer los experimentos la densidad
celular inicial dependi6o del tipo de experimento y los objetivos que se

perseguian.

La linea celular RAW 264.7 se cultivd en DMEM suplementado con L-

glutamina 4 mM (Sigma), bicarbonato de sodio 1,5 mg/ml (PanReac), glucosa
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4,5 mg/ml (PanReac), piruvato de sodio 1,0 mM (Sigma), 10 % (v/v) de FBS y 2
mM de los antibiéticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml).

Las células se cultivaron en un incubador con regulacion de flujo de CO; a
37 °C, en aire saturado de humedad y con un 5 % de CO,. Una vez alcanzada la
densidad de saturacion en estas condiciones, se establecieron subcultivos

derivados de los iniciales.

Para ello, las células MC-38 se despegaron mediante incubacion con
tripsina/EDTA (Sigma), a 37 °C durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se
afiadieron 5 ml de medio con suero para inactivar la tripsina, se transfirieron las
células a tubos de fondo cénico y se centrifugaron durante 5 min a 300 xg (20
°C). Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en medio fresco.
A continuacion se determin6 el nimero de células y su viabilidad (tincién por
exclusion con azul Trypan, Sigma) con ayuda de una camara de Neubauer y un
microscopio Optico, y se volvieron a sembrar en el volumen de medio fresco
necesario para lograr las densidades celulares iniciales requeridas segun los

diferentes experimentos.

En el caso de la linea RAW 264.7, se eliminé el medio gastado, se agregé
medio fresco y se despegaron las células usando un raspador de células
(Thermo Scientific). Inmediatamente se agreg6 0.01 ml de la suspensién celular
a 0.09 ml de medio fresco en un tubo de microcentrifuga. Se contaron las células
usando un hemocitémetro, se calcul6 la concentracién celular y se sembraron a

las densidades celulares requeridas para realizar los experimentos posteriores.

3.6.3 Congelacion y descongelacion de células

Las lineas celulares se almacenaron congeladas en nitrdgeno liquido,
segun el siguiente procedimiento: las células se cultivaron hasta alcanzar su
densidad de saturacion, se contaron, se centrifugaron a 300 xg durante 5 min vy,
tras eliminar el sobrenadante, se resuspendieron en su medio de cultivo habitual
con un 10 % de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) a una densidad celular de 5-10

x 10° cel/ml. Rapidamente se hicieron alicuotas en criotubos estériles y se
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congelaron a -80 °C durante 24-72 h. Finalmente, se trasladaron a un

contenedor de nitrogeno liquido, hasta el momento de su utilizacién.

La descongelacion se realizd mediante la adicion gradual de medio de
cultivo atemperado a las células. A continuacion, la suspension se centrifugd
durante 5 min a 300 xg y luego se resuspendieron las células en 5 ml de medio

suplementado con 10 % de SFB.

3.6.4 Contaje y determinacion de la viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se utilizé la tincién por exclusién con
azul Trypan (Sigma). Las células muertas, que han perdido la integridad de su
membrana, son permeables a este colorante y adquieren una tonalidad azulada,
mientras que en las células vivas y/o apoptéticas, que todavia mantienen su
membrana plasmatica intacta, no ocurre esto. Para el recuento celular se tomd
una alicuota de 50 pl de la suspension celular, y se mezclé con el mismo
volumen de una solucion estéril al 0,4 % de azul Tripdn en NaCl 0,15 M. Esta
mezcla se deposité sobre la cAmara Neubauer y se procedid a su recuento en un

microscopio.

La viabilidad celular se evalué considerando el porcentaje de células no
coloreadas (viables) respecto al numero total de células. Todos los experimentos
con las lineas celulares utilizadas se realizaron partiendo de una viabilidad

celular de al menos un 85 %.

3.6.5 Inactivacion del complemento en el suero fetal bovino

El suero afiadido al medio de cultivo siempre se decomplementé para evitar

asi la lisis de las células por el sistema del complemento.

Para ello, el suero se incubd durante 30 min a 56 °C en bafo térmico y
transcurrido este tiempo se centrifugd 15 min a 2.000 xg. El sobrenadante se

recogié en un tubo de fondo conico y se congel6 hasta su posterior uso.

3.6.6 Generacion de OCs a partir de diferentes precursores

Las células de la médula 6sea se aislaron de los huesos largos de las

extremidades posteriores de ratones de entre 3-4 semanas de edad. Se
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incubaron las células extraidas de la médula durante 2 h a 37 °C, para eliminar
las células adherentes. Posteriormente, se cultivaron 5x10° cel/pocillo de células
mononucleares no adherentes en medio a-MEM suplementado con antibiéticos y
10 % de SFB, inactivado por calor. Seguidamente, las células se trataron con las
concentraciones requeridas de GzmA activa, controles positivos o solo medio
(control negativo). El 50 % del medio fue reemplazado en dias alternos, hasta el
dia 6.

Para generar unidades formadoras de colonias de granulocitos/monocitos
(CFU-GM), se cultivaron 5x10* células no adherentes de médula dsea de ratén,
aisladas de ratones wt o TNF-a” de 3-4 semanas (Charles Rivers, Maine). Se
cultivaron en presencia de metilcelulosa (Sigma) y GM-CSF recombinante (2
ng/ml) (Peprotech), en placas de 35 mm durante 4 dias. Después, las células
fueron disociadas y se sembraron 10* cel/pocillo (en placas de 96 pocillos) para

el ensayo de formacién de OCs (589).

Para evitar la contaminacion con células accesorias, durante la
diferenciacion de OCs a partir de precursores de la médula ésea, en algunos
experimentos se utilizaron células RAW 264.7 como fuente de precursores de
OCs. En este caso, una vez que las células alcanzaron la confluencia, se
cultivaron a la densidad requerida en placas de 96 pocillos y se les afiadieron los

estimulos necesarios durante 5-6 dias.

Para la medicion de la formacién de OCs, en los diferentes tipos celulares
precursores de OCs, se utilizé el ensayo de la actividad de la fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP, del inglés “Tartrate Resistant Acid Phosphatase”). Para
ello, las células se fijaron con formalina al 3 % durante 10 min y se incubaron con
el kit para la tinciébn de células TRAP+ (Sigma Chemical Inc. St Louis, MO)
durante 1 h. Posteriormente, las células se contra tifieron con una solucién de
hematoxilina. Se contaron y midieron el numero de OCs multinucleados
desarrollados por pocillo, considerando como osteoclastos a las células positivas
para TRAP, que tenian mas de tres nucleos por célula (589). Como control
positivo, las células fueron estimuladas con 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-D3)
(Calbiochem), RANKL (50 ng/ml) (Biotech) y/o M-CSF (25 ng/ml) (Peprotech).
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3.6.7 Generacion de macrofagos M1 derivados de la médula 6sea

(BMDM)

Para la obtencion de BMDM, se utilizaron ratones de fondo genético

C57BL/6 a los que, tras ser sometidos a eutanasia en camara de CO,, se les
extrajeron las extremidades posteriores. Tras eliminar cuidadosamente la piel y
el musculo, se lavaron con etanol al 70 % y DMEM, se cortaron asépticamente
los extremos de los huesos, para dejar al descubierto la médula 6sea y se
eluyeron las células inyectando 5 ml de medio DMEM a través de la cavidad
Osea. A continuacion, esta suspension se homogenizé y se filtr6 mediante un
filtro ésteril de nylon de 100 um. Seguidamente se lisaron los eritrocitos y la

suspension se centrifugd a 300 xg durante 5 min.

Las células obtenidas se resuspendieron en medio RPMI 1640
suplementado con Glutamax, 10 % de SFB, 2 mM de penicilina (100 U/ml) y 2
mM de estreptomicina (100 pg/ml) y con 10 % de sobrenadante de la linea X-
63Ag8653 como fuente de GM-CSF (597). Posteriormente, se ajustd la
concentracion a 1x10° cel/ml y se sembraron 10 ml en placas de cultivo estériles
de 90 mm. Al tercer dia, se elimin6é el sobrenadante, las placas se lavaron 2
veces con PBS y se les adicion6 10 ml de medio GM-CSF fresco. Este
procedimiento se repitié al sexto dia. EI noveno dia, se eliminé nuevamente el
sobrenadante, se lavo dos veces con PBS y se adicionaron 3 ml de tripsina por
placa. Tras una incubacion de 15 min a 37 °C con 5 % de CO,, se afiadieron 5 ml
de medio RPMI suplementado con 5 % de SFB, se recogieron las células en

tubos estériles de fondo cénico y se centrifugaron durante 5 min a 300 xg.

Una vez eliminado el sobrenadante, las células se resuspendieron
nuevamente en 10 ml de RPMI suplementado con 5 % de SFB, se contaron, se
sembraron 5x10* cel/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano o 2x10°
cel/pocillo en placas de 48 pocillos (Costar) y se incubaron a 37 °C con 5 % de
CO; para ser utilizadas en los experimentos del dia siguiente. Al cabo de 10
dias, los macrofagos estaban completamente diferenciados, mostrando un

fenotipo CD11b" F4/80", analizado mediante citometria de flujo.
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3.6.8 Andlisis de la expresion de IL-6 inducida por GzmA extracelular
en macrofagos M1

Los macréfagos proinflamatorios M1 se generaron a partir de la médula
Osea utilizando el protocolo explicado en el apartado anterior. Al cabo de 7 dias,
se estimularon con GzmA activa (300 nM) o GzmA inactivada con el inhibidor
especifico serpinb6b (2,4 uM) y LPS de E. coli (100 ng/ml) (Sigma), como control
positivo. Para analizar el papel de la via NF-kB en la expresion de IL-6 inducida
por GzmA, los macrofagos se trataron con el inhibidor especifico de NF-kB,
Celastrol (Sigma), durante 1 h antes de la adicién de GzmA. Los macréfagos se
incubaron durante 24 h a 37 °C y 5 % de CO,, transcurrido ese tiempo se
recogieron los sobrenadantes y se cuantificaron los niveles de IL-6 mediante
ELISA (ver seccion 3.2.3.1).

3.6.9 Activacion in vitro de las vias p-STAT3 y NFkB en MC-38

Para llevar a cabo este experimento, las células de la linea MC-38 se
sembraron (1x10° cel/pocillos) en DMEM suplementado con 10 % (v/v) SFB, L-
glutamina 2 mM y los antibiéticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100
pug/ml). Cuando las células se adhirieron, se eliminé el medio y se afiadi6 DMEM
sin SFB y se cultivaron durante 16 h a 37 °C al 5 % de CO,. Posteriormente, se
retird el medio a las células y se afiadieron los sobrenadantes de macrofagos sin
estimular y previamente estimulados con GzmA recombinate de ratén (300 nM) o
100 ng/ml de LPS. Como control positivo se afiadieron 50 ng/ml de IL-6 de ratdn
(Miltenyi). Las células se lisaron 15 min después de la adicion de los estimulos

(ver seccion 3.2.4.1).

La concentraciéon de proteinas totales se determiné usando Quick Start™
Bradford Protein Assay (ver seccion 3.2.2). Posteriormente se realizO un
western-blot utilizando los anticuerpos correspondientes para visualizar y
cuantificar la expresion de p-STAT3, NFkB e IkBa. La cuantificacion se realizd

por densitometria, con la ayuda del software ImageJ (ver seccion 3.2.4.4).
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3.7 Determinacion de Ila correlacion entre GZMA e
inflamacion en muestras de CCR humano

Se utilizaron datos de expresion génica de un conjunto de 98 tejidos
tumorales de pacientes con CCR (proyecto Colonomics: www.colonomics.org,

NCBI BioProject PRINA188519). Brevemente, el RNA extraido de cada muestra

se hibridé en chips Affymetrix Genoma Humano U219 y se analiz6 bajo el

protocolo estandar (598). Tanto los datos sin procesar como los normalizados
estan disponibles en la base de datos Omnibus de expresion génica (GEO) a
través del nimero de acceso GSE44076. Todos los pacientes estaban en
estadio Il, MSS, tratados con cirugia radical y no recibieron quimioterapia
adyuvante. Fueron reclutados en el Hospital Universitario de Bellvitge (Espafa)
entre el afio 1998 y 2002, dieron su consentimiento informado por escrito y el

Comité de Etica del hospital aprobo el protocolo con la referencia PR074 / 11.

Los datos transcriptdmicos se usaron para explorar genes cuya expresion
estaba asociada con la expresion de GZMA y GZMB. La correlacion de
Spearman se calculé para generar una lista de genes clasificados y ordenados
por su nivel de co-expresidn con ambos genes. Posteriormente, se utilizé el
algoritmo GSEA (del inglés, “Gene Set Enrichment analysis) (599) en estas listas
clasificadas para identificar el enriqguecimiento en vias celulares y funciones

especificas.

La correlacion de Spearman se calculo para evaluar si existe una relacion
entre la puntuacién inflamatoria y la expresion GZMA/GZMB. El mismo analisis
se realiz0 estratificando las muestras segun la clasificacion CMSs de las
mismas. Los modelos de regresion lineal también se ajustaron para calcular los

valores de R? y p en cada caso.

Para validar estos resultados, se descargd un conjunto de datos de
expresion génica del repositorio de GEO (GSE39582), la cual comprendia 566
muestras humanas de CCR con caracteristicas clinico-patolégicas distintas. Esta
base de datos incluye pacientes en estadio 0 a IV, tanto con MSI como MSS, y

que recibieron diferentes tratamientos (331). Finalmente, los tumores se
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clasificaron en los cuatro subtipos moleculares de consenso, CMS1 a CMS4,

usando el paquete clasificador R de CMSs (333).

3.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo utilizando el software GraphPad Prism. La
diferencia entre las medias de las muestras no pareadas se realizé utilizando el
ANOVA de dos vias o el ANOVA de una via con la prueba posterior de
Bonferroni o la prueba t-student no pareada. Las curvas de supervivencia se
compararon utilizando la prueba de log rank y la prueba de Gehan-Wilcoxon. La
incidencia de tumores se analizé utilizando una prueba exacta de Fisher. Los
resultados se dan como el intervalo de confianza (p), y se consideran
significativos cuando p <0.05. Las réplicas biologicas se consideran como el

numero de ratones individuales.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Artritis inducida por colageno. Papel de la GzmA en el
modelo CIA

4.1.1 Evaluacion de la severidad de la enfermedad

Para establecer si la GzmA esta directamente involucrada en la AR in vivo,
en el presente estudio se utiliz6 un modelo de ratén donde se inducia poliartritis
con colageno de pollo tipo Il. Este modelo, conocido como CIA, se llevo a cabo
en ratones wt, GzmA” o Perf’ Los ratones deficientes en GzmA desarrollaron
una AR menos severa, con puntuaciones clinicas significativamente méas bajas,
que los ratones wt (Figura 4.1A), lo que sugiere que la deficiencia de GzmA
podria atenuar el desarrollo de CIA. La diferencia entre wt y GzmA” se observé
en todos los puntos examinados después del inicio de la enfermedad. Los signos
clinicos en los ratones deficientes en Perf fueron mas leves que en los ratones
wt pero mas pronunciados que en los deficientes en GzmA, lo que indica que la
GzmA tiene accion intracelular y extracelular. La evaluacion de la incidencia de
la enfermedad demostré que, después de 105 dias, aproximadamente el 80 %
de los ratones wt y el 60 % de los ratones Perf” desarrollaron artritis. En
contraste, solo el 30-35 % de los ratones GzmA” mostraron signos de
enfermedad (Figura 4.1B). En la figura 4.1C se observa que los ratones wt
mostraron un mayor niumero de miembros afectados por artritis en comparacion
con los ratones deficientes en Perf y GzmA. En conjunto, estos datos indican que
GzmA contribuye al desarrollo de la poliartritis en este modelo animal.
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Figura 4.1 La deficiencia de GzmA atenua la artritis inducida por colageno in vivo. Se
inmunizaron ratones hembra wt, GzmA™ y Perf” con colageno de pollo tipo I, como se describe
en los materiales y métodos. Después de la segunda inmunizacién, el dia 21, se establecié una
puntuacion clinica que se evalué una vez a la semana, como se indica en los materiales y
métodos (A). Ademas, se monitorizé la incidencia de AR (B) y el nimero de patas afectadas (C).
Los valores se presentan como media + SEM de 38 (B6), 23 (Perf"') y 33 (szA"'), réplicas
biologicas realizadas en 3 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé
mediante la prueba ANOVA de dos vias con la prueba posterior de Bonferroni. ** p <0,01; *** p
<0,001, comparando cada grupo con el grupo control (B6).

4.1.2 Estudio de anatomia patoldgica

Se analiz6 la histopatologia articular mediante tincibn de hematoxilina y
eosina. La lesion tisular se examind 6 semanas después del inicio de la
enfermedad, momento en el que la severidad fue macroscépicamente maxima.
Se establecié una puntuacion para la inflamacion, la pérdida de cartilago, la
erosion oOsea y la hiperplasia sinovial. ElI dafio histologico total se redujo

significativamente en las patas y rodillas de los ratones GzmA™ (Figura 4.2).
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Figura 4.2A Puntuaciones histol6gicas reducidas en las patas de ratones GzmA”. Se
inmunizaron ratones hembra wt, ratones Perf” y ratones GzmA™ con coldgeno de pollo tipo I,
como se describe en los materiales y métodos. Se sacrificaron los animales 6 semanas después
del inicio de la enfermedad y se recogieron las patas para el analisis histolégico. En la figura se
muestran imagenes representativas de las patas delanteras de los 3 grupos experimentales. Las
areas encerradas en cuadrados se muestran con un aumento mayor en la parte inferior de cada
fotografia. p = pannus; b = erosion ésea; c = erosion del cartilago. Ampliacién original X 10. La
puntuacion para cada parametro histologico (a la izquierda) y la puntuacion total en cada grupo
de ratones (a la derecha) se determinaron como se describe en materiales y métodos. Los
valores se presentan como la media =+ SEM de 5 (B6), 3 (Perf"') y5 (szA"'), réplicas realizadas
en 2 experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA
de una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Figura 4.2B Puntuaciones histolégicas reducidas en las rodillas de ratones GzmA™. Se
inmunizaron ratones hembra wt, ratones Perf” y ratones GzmA” con colageno de pollo tipo II,
como se describe en los materiales y métodos. Se sacrificaron los animales 6 semanas después
del inicio de la enfermedad y se recogieron las rodillas para el andlisis histoldgico. En la figura se
muestran imagenes representativas de las rodillas de los 3 grupos experimentales. Las areas
encerradas en cuadrados se muestran con un aumento mayor en la parte inferior de cada
fotografia. p = pannus. Ampliacion original X 10. La puntuacién para cada parametro histoldgico
(a la izquierda) y la puntuacion total en cada grupo de ratones (a la derecha) se determinaron
como se describe en materiales y métodos. Los valores se presentan como la media + SEM de
10 réplicas biolégicas de cada cepa (que representan el niumero de ratones individuales),
realizadas en 2 experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba ANOVA de una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05.

Respaldando los datos observados a nivel macroscopico, se encontro
reduccién del dafio a nivel tisular en ratones Perf’ con respecto a los wt, pero
este dafio fue mayor al compararlos con los GzmA”. Como se distingue en las
fotografias representativas (Figura 4.2A-B), las patas y rodillas de ratones wt
mostraron una pérdida sustancial de cartilago, erosiones dseas y formacion de
pannus. En comparacion, las patas y rodillas de los ratones GzmA” parecian
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casi normales y solo presentaban una leve formacion de pannus. Por otro lado,
se observo que las articulaciones de los ratones Perf’ mostraban cierto grado de
reabsorcion 6sea y formacion de pannus. El andlisis de las articulaciones de las
patas y rodillas indicé claramente que las articulaciones de los ratones Perf”
estaban mas afectadas que las de los ratones GzmA™. Es notable resaltar que,
la erosion Osea y cartilaginosa estaban practicamente ausente en los ratones
GzmA”, lo que sugiere que la actividad de los osteoclastos, células
responsables de la reabsorcién ésea, podria reducirse en ausencia de GzmaA.

4.1.3 Respuesta inflamatoria in vivo durante CIA

La AR es una enfermedad autoinmune, crénica y de caracter inflamatorio,
que se caracteriza por la destruccion de cartilago y el hueso (600), proceso en el

cual juegan un papel primordial las citoquinas proinflamatorias.

Para analizar la respuesta inflamatoria, in vivo, frente al coladgeno Tipo Il en
este modelo de AR, se cuantificaron los niveles de las citoquinas IFN-y, TNF-a,
IL-6 e IL-17A, en el suero de ratones wt y GzmA™". Como se observa en la figura
4.3, todas las citoquinas analizadas aumentaron significativamente en animales
wt inmunizados en comparacién con sus controles no tratados, tanto en las
etapas tempranas como en las mas tardias de la enfermedad. Con respecto a
los ratones deficientes en GzmA se observd que no hubo aumento de la
produccion de las citoquinas IL-6 e IL-17A, al comparar los animales

inmunizados con respecto a sus ratones control no tratados.

A comparar ambas cepas comprobamos que,las citoquinas IFN-y, TNF-a e
IL-6 se redujeron significativamente en ratones GzmA™ con respecto a los
ratones wt tratados, tanto en la fase temprana como en la tardia de la
enfermedad, con la excepcidbn de IFN-y, donde solo se observé este
comportamiento al inicio de la AR. Con respecto a IL-17A, no hubo diferencias
significativas entre ambas cepas, aunque cabe enfatizar en el hecho de que la
citoquina se elevo significativamente en los ratones wt pero no en los ratones
GzmA™, cuando se compararon los inmunizados con respecto a sus respectivos

ratones control no tratados.
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Figura 4.3 Niveles de citoquinas inflamatorias en sueros de ratones con CIA. Se
inmunizaron ratones hembra wt y ratones deficientes en GzmA con colageno de pollo tipo I,
como se describe en materiales y métodos. Se sacrificaron 2 (enfermedad temprana) o 6
(enfermedad tardia) semanas después del inicio de la CIA. Se recolectaron los sueros de los
ratones y se cuantificaron por ELISA los niveles de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-17A. Los valores se
presentan como media £ SEM de al menos 10 réplicas bioldgicas realizadas en 3 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la
prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; LD = Limite de deteccién; NS
= no es significativo.

4.1.4 Expresion de GzmA durante CIA

Se ha encontrado aumento de células que expresan GzmA en el tejido y el
liquido sinovial durante las primeras etapas de la enfermedad (601, 602).
También se han encontrado niveles elevados de GzmA en el plasma y en el

liquido sinovial de los pacientes con AR (111, 603-605).

Para evaluar los niveles extracelulares de GzmA en el lisado de proteinas
totales de las articulaciones y en el suero de ratones wt con CIA, se realizé un
ELISA de GzmA (ver seccién 3.2.3.2). Como se observa en la figura 4.4A, los
niveles de GzmA aumentaron significativamente durante CIA en el suero de

ratones wt, al compararlos con sus ratones control sanos, tanto en las etapas
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iniciales como en las tardias de la enfermedad. La GzmA también se elevd en
las articulaciones de ratones CIA (Figura 4.4B). Estos datos confirmaron que, tal
como ocurre en los seres humanos, los niveles de GzmA estan elevados en el
suero y en las articulaciones de ratones que padecen AR. Como se esperaba, no

se detecté GzmA en el suero de ratones GzmA™".
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Figura 4.4 Niveles de GzmA en suero y articulaciones de ratones con CIA. Se inmunizaron
ratones hembra wt con colageno de pollo tipo Il, como se describe en materiales y métodos. Se
sacrificaron 2 (enfermedad temprana) o 6 (enfermedad tardia) semanas después del inicio de la
AR. Se cuantificaron los niveles de GzmA en suero (A) y en las articulaciones (B). Los niveles de
GzmA en las articulaciones se muestran como la concentracién (ng/ml) por mg de proteinas
totales presentes en el lisado. Los valores se presentan como media + SEM de al menos 7
réplicas bioldgicas realizadas en 2 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé
mediante la prueba t-student no pareado. * p <0,05; *** p <0,001; LD = Limite de deteccion.

4.1.5 Respuesta in vivo de células B al colageno tipo Il:

Paralelamente al estudio de la produccion de citoquinas en el suero, se
evaluo el desarrollo de la enfermedad detectando la generacién de anticuerpos
especificos contra el colageno tipo Il. En base a los conocimientos actuales, es
evidente que los linfocitos B, ademas de actuar como APCs, participan
activamente en la sinovitis caracteristica de la AR mediante la producciéon de

autoanticuerpos, mayoritariamente Ig de tipo G (237, 606, 607).

Como se muestra en la figura 4.5A, los niveles de IgG especifica frente a
colageno aumentaron significativamente en ratones wt inmunizados, asi como en
ratones GzmA™. Sin embargo, los niveles de IgG fueron significativamente mas
bajos en ausencia de GzmA, en las etapas iniciales y tardias de la enfermedad,

lo que sugiere que la generacion de una respuesta de células B, que conduce a
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la produccion de anticuerpos autorreactivos frente al colageno, esta regulada por

la presencia de GzmA.

Cuando se realizé el estudio de los distintos isotipos de IgG que participan
en el proceso artritico se observo que los niveles de IgG1 e IgG2c se redujeron

en ausencia de GzmA (Figura 4.5B).
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Figura 4.5 Respuestas de las células B durante CIA. Se inmunizaron ratones hembra wt y
ratones deficientes en GzmA con colageno de pollo tipo Il, como se describe en materiales y
meétodos. Se sacrificaron 2 (enfermedad temprana) o 6 (enfermedad tardia) semanas después
del inicio de la CIA. Los sueros fueron recolectados y se cuantificaron los niveles de IgG total
especifica frente a colageno (A) y de los isotipos IgG1 e IgG2c (B). Los valores se presentan
como media + SEM de al menos 7 réplicas bioldgicas realizadas en 2 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t-student no pareado. * p
<0,05; *** p <0,001.

4.1.6 Respuesta in vitro de células T al colageno tipo |l

La activacion de los linfocitos T desencadena multiples efectos como la
proliferacion de células sinoviales y endoteliales, el reclutamiento de otras

células pro-inflamatorias presentes en la circulacibn sanguinea y, también
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favorecen la produccion de autoanticuerpos por los linfocitos B. Los linfocitos T
constituyen el 50 % de las células presentes en la membrana sinovial de
pacientes con AR, la mayoria de ellos T CD4" (244, 257). Asi, una vez evaluada
la respuesta de células B detectando la generacién de anticuerpos especificos
contra el coldgeno tipo I, se evalué la respuesta in vitro de células T.

La presencia de células T reactivas frente al colageno tipo Il se determino
monitorizando la proliferacion celular, a través de la incorporacién de *H-Timidina
y también monitorizando la produccion de IFN-y en el sobrenadantes de células
de ganglios linfaticos, procesadas y estimuladas como se indica en los
materiales y métodos. Las células de las diversas cepas proliferaron de manera
similar, lo que sugiere que la proteccion observada, conferida por la falta de
GzmA y Perf, no se debe a la generacion de células T menos autorreactivas
(Figura 4.6). Ademas, no hubo diferencias significativas en cuanto a la
produccion de IFN-y en el sobrenadantes de células de ganglios linfaticos
estimuladas con diferentes concentraciones de CII (Figura 4.7), lo que confirma
que el estado de activacion de las células fue similar después de la estimulacion
con el antigeno, indicando que la eficacia de inmunizacién fue similar en las

diferentes cepas utilizadas en los experimentos.

También se cuantificaron otras citoquinas en el sobrenadante del cultivo de
células de ganglios linfaticos, estimuladas con diferentes concentraciones de
coldgeno. Como se observa en la figura 4.7 el TNF-a y la IL-17A estaban
significativamente elevados en wt en comparacién con los ratones GzmA™. Cabe
sefalar que, como era de esperar, no se detecté produccion de IL-1B ni IL-6 en

células de ganglios linfaticos de ratones estimuladas ex vivo.
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Figura 4.6 Respuestas de células T autorreactivas durante la CIA. Se inmunizaron ratones
hembra wt, GzmA-/- y Perf-/- con colageno de pollo tipo Il, como se describe en los materiales y
métodos. Los ratones se sacrificaron 2 semanas después del inicio de la enfermedad y se
extrajeron los ganglios linfaticos. Las células derivadas de ganglios linfaticos se incubaron en
medio solo (Cll 0) o con 50 o0 100 pug/ml de coldgeno de pollo tipo Il durante 72 horas. Como
control positivo se utilizé concanavalina A (Con A). Se analiz6 la cantidad de 3H-Timidina
incorporada (izquierda) y la tasa de proliferacion (derecha). Los valores se presentan como
media + SEM de al menos 10 réplicas bioldgicas realizadas en 3 experimentos independientes.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la prueba posterior
de Bonferroni. ** p <0,01; *** p <0,001.
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Figura 4.7 Produccién de C|t0qumas en cultivos de ganglios linfaticos in vitro. Se
inmunizaron ratones hembra wt y GzmA™ con colageno de pollo tipo Il, como se describe en los
materiales y métodos. Los ratones se sacrificaron 2 semanas después del inicio de la
enfermedad, los ganglios linfaticos se extrajeron e incubaron en medio solo (Cll 0) o con 50
pg/ml de colageno de pollo tipo Il durante 72 horas. Posteriormente, el nivel de citoquinas en el
sobrenadantes de cultivos de ganglios se cuantific6 mediante ELISA. Los valores se presentan
como media + SEM de al menos 10 réplicas biolégicas realizadas en 3 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba t-student no pareado. * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; LD = Limite de deteccion.
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4.1.7 Estudio de la osteoclastogénesis in vivo durante CIA

Los OCs, células primarias que reabsorben los huesos, son de origen
hematopoyético y de la familia de monocitos/macréfagos. La formacion y
activacion de los OCs esta estrechamente reguladas por factores sistémicos (por
ejemplo, 1,25-dihidroxivitamina D3, hormona paratiroidea y calcitonina) y por
factores pericelulares, incluidas las citoquinas como el TNF-a y TGF-B (608,
609). Aunque la reabsorcidn los huesos es un proceso esencial durante la
remodelacion Osea, el aumento de la actividad de los OCs contribuye a
numerosos estados patolégicos, como la osteoporosis, la enfermedad de Paget,
las metéstasis 6seas y la AR (610).

Segun los resultados ya expuestos, la erosion ésea y cartilaginosa estaban
practicamente ausentes en los ratones deficientes en GzmA (ver Figura 4.2A-B),
evidencia que sugeria que la actividad de los osteoclastos podria reducirse en
ausencia de GzmA. Por lo tanto, se decidio analizar el efecto de la ausencia de
GzmA en la diferenciacion de OCs in vivo, evaluando la expresion y la actividad

de los OCs en ratones wt y ratones GzmA™".

Primeramente se realizé una tincién inmunohistoquimica en secciones de
tejido de articulaciones de ratones con CIA, utilizando un anticuerpo contra el
receptor de calcitonina. Se contaron y midieron los OCs, los cuales se definieron
como células multinucleadas positivas para el receptor de calcitonina. Como se
muestra en la figura 4.8A, se encontraron células multinucleadas que
expresaban el receptor de calcitonina en las fosas de la superficie 6sea (bahias
de reabsorcion), lo que indica que estas células son OCs. El nimero de OCs y el
area total de OCs (pero no el tamafio de los OCs individuales) fue
significativamente menor en los ratones GzmA™ en comparacion con los ratones
wt, lo que indica que GzmA también contribuye a la diferenciacion de OCs in vivo
(Figura 4.8B).
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Figura 4.8A-B Expresion reducida de osteoclastos (OCs) en ausencia de GzmA en ratones
con CIA. Se inmunizaron ratones hembra wt y GzmA™ con colageno de pollo tipo II, como se
describe en los materiales y métodos. Se sacrificaron 7 semanas después de la aparicion de la
enfermedad. A, ensayo de inmunohistoquimica para el receptor de calcitonina en ratones wt. Las
fotografias son representativas de una seccion de la pata de un raton wt. Se consideraron OCs
toda célula multinucleada positiva para el receptor de calcitonina, localizadas en los hoyos de la
superficie del hueso (flechas). Las imagenes en la parte inferior son fotografias de mayor
aumento de los hoyos de reabsorcion, que se muestran en la imagen superior, observandose 2
osteoclastos en cada imagen. Ampliacion original X 10. B, nimeros de OCs totales, area de
superficie de OCs (suma de OCs en una seccidn de ambas patas delanteras) y el tamafio de los
OCs individuales. Los valores se presentan como media + SEM de al menos 5 réplicas
biolégicas.

Estos datos se confirmaron al cuantificar la expresion de mRNA de
marcadores especificos de OCs, como la catepsina K, MMP-9 y TRAP. La figura
4.8C muestra que todos estos marcadores se redujeron claramente en ratones
GzmA™ en comparacién con los ratones wt, a pesar de que la diferencia en los
niveles de catepsina K no tuvieron significacion estadistica. También se evaluoé la
expresion del receptor de calcitonina y la B3-integrina. Aunque estos niveles
también fueron mas bajos en los ratones GzmA™, en comparacién con los wt, la
expresibn en ambas cepas fue muy baja y las diferencias no fueron
estadisticamente significativas.
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Para confirmar aun mas que la deficiencia de GzmA redujo la actividad de
OCs in vivo, cuantificamos en suero los niveles uno de los productos de
degradacion del colageno tipo I, el telopéptido C-terminal del colageno tipo |
(ICTP) (Figura 4.8D). La matriz organica del hueso esta constituida por coladgeno
tipo |1 en un 90 %. Durante el proceso de degradacién Osea se liberan péptidos
de los extremos carboxi y amino terminal de las moléculas de protocolageno,
que son los que pasan al torrente sanguineo y pueden ser detectados (611).
Como se pudo apreciar, la concentracion de ICTP fue significativamente mas
baja en ratones GzmA™ que en ratones wt. En conjunto, estos datos confirman

que la GzmA participa en la osteoclastogénesis in vivo durante la artritis

inflamatoria.
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Figura 4.8C-D Expresion reducida de osteoclastos (OCs) en ausencia de GzmA en ratones
con CIA. Se inmunizaron ratones hembra wt y GzmA™ con colageno de pollo tipo Il, como se
describe en los materiales y métodos. Se sacrificaron 7 semanas después de la aparicion de la
enfermedad. Las patas delanteras fueron extraidas y procesadas. C, expresion del mRNA para
TRAP, MMP-9 y catepsina-K en ratones wt y ratones GzmA™. Los resultados se expresan en
relacién al mRNA de la proteina ribosomal mitocondrial L32 (control). D, niveles séricos del
producto de degradacién Gsea telopéptido C-terminal del colageno tipo | (ICTP). Los valores se
presentan como media + SEM de al menos 5 réplicas biol6gicas. El analisis estadistico se realizé
mediante la prueba t-student no pareado. * p <0,05.
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4.1.8 Estudio de la osteoclastogénesis in vitro

Todos los estudios in vitro que se presentan en este trabajo se realizaron
en colaboracion con el laboratorio del Dr. Christopher J. Froelich (ya fallecido),
en la universidad de North Shore, Evanston, lllinois, Estados Unidos de América.

Como el estudio histolégico sugirio que la actividad de los osteoclastos
podria estar reducida en ausencia de GzmA, se decidié analizar si la proteasa
era capaz de estimular la diferenciacion de osteoclastos a partir de células de la
médula 6sea. Para determinar si la GzmA induce la formacion de OCs in vitro, se
incubaron células de meédula 0sea de ratén, no adherentes, como fuente de
precursores de OCs, durante 6 dias con concentraciones crecientes de GzmA

(0.01-7.5 pg/ml) y se realizaron varios ensayos.

Primeramente se realiz6 la tincion para TRAP y se demostr6 que
aumentaban las células multinucleadas TRAP+ al afiadir GzmA al cultivo, de
manera dependiente de la dosis, lo que sugiere que la proteasa podria tener la

capacidad de estimular directamente la maduracion de OCs (Figura 4.9A-B).

A continuacion, se comparé la capacidad de la GzmA para madurar los
OCs con la de los inductores conocidos de la osteoclastogénesis: RANKL y 1,25-
dihidroxivitamina D3. Se compararon la actividad de los 3 inductores durante 6
dias, después de determinar la concentracién oOptima de GzmA (3,5 pg/ml),
RANKL y 1,25-dihidroxivitamina D3. Se comprob6é que aunque la GzmA fue
claramente menos potente que RANKL, la proteasa superé la actividad

osteoclastogénica de la 1,25-dihidroxivitamina D3 (Figura 4.10A).
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Figura 4.1.9 La GzmA induce la formacion de OCs en células no adherentes de médula
Osea de ratdn. A, Fotomicrografias de células de médula 6sea no adherentes tratadas durante 6
dias con medio o GzmA (3,5 pg/ml) y tefiidas con fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP).
Las células multinucleadas tefiidas con TRAP representan OCs maduros. Ampliacion original x
10. B, Curva de concentracion de GzmA para células multinucleadas TRAP+. Los valores se
representan como la media + SEM del ndmero de células TRAP+ multinucleadas en 4
experimentos independientes.

La capacidad de GzmA para inducir la diferenciaciéon y maduracioén de OCs
se confirm6 utilizando otro modelo con células precursoras de OCs diferentes.
Para estos experimentos se usaron células de la médula désea de raton
diferenciadas con GM-CSF. Estas células se conocen como células CFU-GM
(del inglés, “Colony-Forming Unit-Granulocyte, Monocyte”). Para estudiar la
diferenciacion de células CFU-GM en OCs maduros, inducida por GzmA, se
analizo la expresion de la proteina de adhesion B3-integrina y el receptor de
calcitonina, asi como la capacidad para reabsorber hueso en la dentina de
ballena. Se comprob6 que las células CFU-GM diferenciadas con GzmA,
también eran TRAP+, ademas expresaban mRNA para la 33-integrina y para el

receptor de calcitonina, lo que se determiné mediante RT-PCR semicuantitativa

(Figura 4.10 B-C).
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Figura 4.1.10 La GzmA induce la formacion de OCs en CFU-GM. A, Comparacion del nimero
de células multinucleadas TRAP+ después del tratamiento con medio solo, RANKL, GzmA o
1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25-D3). Los valores se representan como la media + SEM del
namero de células TRAP+ multinucleadas en 3 experimentos independientes. B, Comparacién
entre GzmA y medio solo para inducir la formacion de células multinucleadas TRAP+ a partir de
precursores de CFU-GM. Las células se tifieron con TRAP después de 6 dias de cultivo.
Ampliacién original x 10. C, Expresién de mRNA para B3-integrina y el receptor de calcitonina en
células CFU-GM estimuladas con GzmA (3,5 pug/ml) o medio solo. Los resultados se expresan en
relacién al mRNA de GAPDH (control).

Por otro lado, se constatd que cuando las células multinucleadas,
estimuladas con GzmA, se retiraron de los discos de dentina de ballena,
después de 15 dias de cultivo, en la superficie subyacente a estas células hubo
formacion de un hoyo de resorcion (Figura 4.11). Por lo tanto, teniendo en
cuenta los 4 criterios aceptados y utilizados para identificar los OCs maduros
(células TRAP+, expresion de B3-integrina y del receptor de calcitonina, y
capacidad de resorcion), la GzmA parece estimular a las células CFU-GM a
convertirse en OCs maduros y funcionales. Cabe sefialar que la GzmA utilizada
en estos estudios, se purific6 mediante el uso de cromatografia de intercambio

catidnico y fue sometida a un proceso para eliminar las endotoxinas residuales
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(utilizando columnas de EndoTrap® Blue), eliminando cualquier posible efecto de

GzmA RANKL TNF-a

Figura 4.11 La granzima A (GzmA) induce la reabsorcion 6sea en células CFU-GM. A,
Células CFU-GM altamente enriquecidas se cultivaron durante 15 dias en rodajas de dentina de
ballena en presencia de factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF; 25 ng/ml) y
GzmA (3,5 ug/ml) o M-CSF solo. Luego se separaron las células y se examinaron los espacios
reabsorbidos subyacentes (fosas de reabsorcién [flechas]) mediante microscopia de confocal.
Ampliacion original x 10. B, Los huesos de dentina de ballena se cultivaron como en A, pero esta
vez en presencia de RANKL, GzmA y TNF-q, y se cuantificé el nimero de fosas de reabsorcion.

la endotoxina en la formacion de OCs.
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Para saber si la via de sefializacion RANK/RANKL influy6é en la actividad
osteoclastogénica atribuida a la GzmA, segun los resultados previos, se realizd
un experimento donde las células no adherentes de médula 6sea de raton o las
células CFU-GM se estimularon con 3,5 pg/ml de GzmA en ausencia o en
presencia de concentraciones crecientes de OPG, el receptor sefiuelo para
RANKL. La actividad inhibitoria de la OPG se verificd utilizando como control
positivo células de la médula 6sea estimuladas con M-CSF y RANKL. Se
comprobd que ninguna de las concentraciones OPG, con las que se bloqueaba
el potencial osteoclastogénico de RANKL exogeno, inhibia la capacidad de la
GzmA para inducir la formacién de OCs TRAP+ (Figura 4.12A). Con el objetivo
de asegurar que las células de la médula 6sea, utilizadas como precursores de
OCs, no fueran influenciadas por la actividad del RANKL, probablemente
liberado durante la manipulacién de dichas célula, éstas se aislaron en presencia
y ausencia de OPG (100 ng/ml), se incubaron con GzmA y se realizé la tincién
de TRAP, después de 6 dias. En presencia de OPG, la GzmA produjo una media
+ SEM de 83,4 + 4,7 células TRAP+/pocillos, en comparacion con 98 + 7 células

TRAP+/pocillo, para células preparadas en ausencia de OPG (resultados
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obtenidos en 2 experimentos independientes). En conjunto, todos estos
resultados sugieren que la GzmA induce la formacion y maduracién de OCs por

un mecanismo que no se ve afectado por la OPG.

Ademas, para determinar si el efecto de la GzmA, en la diferenciacion a
OCs a partir de los precursores de meédula 6sea de ratdn, se producia
estimulando directamente los precursores o activando las células accesorias,
que luego facilitarian la maduracién de las precursoras, se llevd a cabo un
experimento donde células CFU-GM, cultivadas en presencia de 100 ng/ml de
OPG, se expusieron a M-CSF (25 ng/ml) con medio o con GzmA (3,5 pg/ml)
durante 6 dias. Las células también se incubaron con RANKL (100 ng/ml) y M-
CSF como control positivo. La tincion TRAP de las células CFU-GM incubadas
con GzmA demostré que ésta proteasa indujo la formacion de OCs totalmente
diferenciados, mientras que el M-CSF solo fue ineficaz (Figura 4.12B). Estos
resultados apoyan aun mas el concepto de que GzmA actla directamente sobre
los precursores de OCs para inducir su maduracion y que el receptor sefiuelo de
RANKL, la OPG, no inhibe el proceso.

Se realizé un experimento adicional para evaluar el tamafio de los OCs
diferenciados con RANKL o con GzmA. Nuevamente, se encontré un numero
similar de OCs multinucleados TRAP+ después de la incubacion con RANKL o
GzmA (Figura 4.12C). Los OCs diferenciados con GzmA fueron
significativamente mas pequefios que los diferenciados con RANKL, lo que
sugiere que, in vitro, los OCs diferenciados en presencia de GzmA son

morfologicamente diferentes de los inducidos por RANKL.

Sin embargo, como se describido anteriormente, las células diferenciadas
con GzmA cumplen todos los criterios aceptados para los OCs maduros:
reactividad de TRAP, expresion de receptor de la B3-integrina y calcitonina, y
capacidad de resorcion Osea.
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Figura 4.1.12 La OPG no evita la formacién de OCs inducida por GzmA. A, Células no
adherentes de la médula 6sea de raton se trataron, durante 6 dias, con GzmA (3,5 pg/ml) y M-
CSF (25 ng/ml) en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de OPG recombinante.
Se cuantificé el nimero de células multinucleadas TRAP+. Los valores se representan como la
media +SEM de dos experimentos independientes. B, Fotografias de células CFU-GM
desarrolladas en presencia de OPG (100 ng/ml), tratadas con M-CSF (25 ng/ml) mas medio,
GzmA (3,5 pg/ml) o RANKL (100 ng/ml). Las células se tifieron con TRAP después de 6 dias (X
10 aumentos). C, Células CFU-GM desarrolladas en presencia de OPG (100 ng/ml) se trataron
con M-CSF (25 ng/ml) mas medio, GzmA (3,5 pg/ml) o RANKL (100 ng/ml). Las células se
tifieron con TRAP después de 6 dias y se cuantifico el nUmero y la superficie de las células
multinucleadas TRAP positivas. Los valores se presentan como media + SEM de mas de 300
OCs, cuantificados en 3 experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante
la prueba t-student no pareado. *** p <0,001.
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4.1.9 Mecanismo de la formacion de OCs inducida por GzmA

Para comprender el mecanismo a través del cual la GzmA induce la
formacién de OCs, se estudio la posibilidad de que la proteasa estimulara la
osteoclastogénesis induciendo a los precursores a expresar y secretar TNF-a.
Esta posibilidad se fundament6 en hallazgos previos de que la GzmA induce a
las células adherentes humanas a producir TNF-a (133), citoquina que
desempefia un papel primordial favoreciendo la diferenciacion de OCs (612-617).
Para estos experimentos, se usaron células CFU-GM y RAW 264.7 como
fuentes de precursores. Las células RAW 264.7 representan un modelo
documentado para el estudio de la diferenciacion de OCs (596). Inicialmente, las
células RAW 264.7 se trataron con GzmA (3,5 pg/ml) y se evalué, mediante RT-
PCR semicuantitativa, la expresion de mRNA para TNF-a. Como se muestra en
la figura 4.13A, la GzmA estimul6 la expresion de TNF-a, desde las 6 horas de
iniciado el tratamiento y de forma sostenida durante 48 horas. El sobrenadante
de las células tratadas con GzmA durante 48 horas produjo TNF-o. en un
intervalo de concentraciones de 0,9 a 1,5 ng/ml por 10° células. Luego, se
determind si la adicion de un anticuerpo anti-TNF-a a células RAW 264.7 o
células CFU-GM, estimuladas con GzmA, influia en la generacién y maduracién
de OCs. Ambos tipos de células se incubaron con GzmA (3,5 pg/ml) en
presencia de cantidades crecientes de anti-TNF-o (0,01-7,5 pg/ml). La
formacion de OCs se determind evaluando la actividad TRAP. Como se puede
apreciar, a partir de una concentracion de 2 pg/ml, el anticuerpo anti-TNF-o
bloqued de forma efectiva la maduracion de OCs estimulada por GzmA (Figura
4.13B). Para valorar los efectos no especificos del anticuerpo en la
osteoclastogénesis, se estimularon, de forma paralela, las células RAW 264.7 y
las células CFU-GM con RANKL (control positivo). La presencia de
concentraciones crecientes de anti-TNF-a dio como resultado, una vez mas, la
reduccion de la capacidad de la GzmA para estimular la formacion de OCs. En
comparacion, el anticuerpo anti-TNF-o no neutralizé del todo la accion de

RANKL sobre la maduracion de OCs (Figura 4.13C). Estos datos sugieren que la
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GzmA estimula la maduracion de OCs a través de la expresion y secrecion de

TNF-a de células precursoras.

Para profundizar en el papel del TNF-a en la osteoclastogénesis mediada
por GzmA, se estudié capacidad de respuesta de las células CFU-GM aisladas
de ratones wt y de ratones TNF” frente a la proteasa, asi como la respuesta de
estas células a TNF-a recombinante y RANKL. El ensayo de formacion de OCs
demostro que la GzmA estimulé a las células CFU-GM aisladas de ratones wt, y
esta respuesta fue suprimida por la adicion de anticuerpos monoclonales anti-
TNF-a. Por otra parte, se pudo comprobar que la GzmA no logré inducir
osteoclastogénesis en las células CFU-GM de ratones deficientes en TNF-a
(Figura 4.14A). De manera comparable, cuando se afiadid6 TNF-a recombinante
a las células CFU-GM provenientes de ratones wt, se observé formacion de OCs
(Figura 4.14B). También se constatdé que RANKL estimulé la formacion y
maduracién de OCs en las células CFU-GM wt y células CFU-GM TNF™", aunque
en estas Ultimas en menor magnitud en comparacion con las células de ratones
wt (Figura 4.14C). Estos datos confirman que el TNF-a es un mediador inducido
por GzmA, que facilita la maduraciéon de OCs y también respalda el concepto de

que el TNF-a es critico para la efectividad optima de RANKL.

Cuando se utilizaron como control células CFU-GM wt tratadas con RANKL
en presencia de OPG se puso constatar que se bloqueaba por completo la
accion osteoclastogénica del RANKL (Figura 4.14C). Estos datos confirman que
la produccion de TNF-a estimulada por GzmA, es un importante mediador de la

formacién de OCs.
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Figura 4.13 Contribucion del TNF-a a la osteoclastogénesis inducida por la GzmA. A,
Células RAW 264.7 se trataron con GzmA (3,5 pg/ml) durante los tiempos indicados y se analizé
la expresion de mRNA para TNF-a. Los resultados se expresan en relacion al mMRNA de GAPDH
(control). B, Células RAW 264.7 se incubaron con GzmA (3,5 pg/ml) y concentraciones
crecientes del anticuerpo neutralizante anti-TNF-o.. Los valores se representan como la media *
SEM del nimero de células multinucleadas TRAP+ en 3 experimentos independientes. C,
Evaluacion del efecto del anticuerpo anti-TNF-o sobre la maduracion de OCs inducida por
RANKL y GzmA. Las células RAW 264.7 se incubaron durante 6 dias con RANKL (100 ng/ml) o
GzmA (3,5 pg/ml) en presencia o ausencia de anticuerpo anti-TNF-a.
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Figura 4.14 Contribucién del TNF-a a la formacién de OCs inducida por GzmA. A, Células

CFU-GM, obtenidas de ratones wt o deficientes de TNF-a, se trataron con M-CSF (25 ng/ml) mas

GzmA (3,5 pug/ml). En el caso de las CFU-GM wt, también se incubaron en presencia o ausencia
del anticuerpo neutralizador anti-TNF-a. B, Células CFU-GM, obtenidas de ratones wt, se
trataron con M-CSF (25 ng/ml) mas TNF-a recombinante (50 ng/ml) en presencia o ausencia de
anticuerpo neutralizador anti-TNF-a. C, Células CFU-GM, obtenidas de ratones wt o deficientes

en TNF-a, se trataron con M-CSF (25 ng/ml) mas RANKL (100 ng/ml). Como control se utilizaron
células CFU-GM wt tratadas con RANKL en presencia y ausencia de OPG. En todos los casos la

formacién de OCs se determin6 mediante la tincién para TRAP. Ampliacion original X 10.
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4.1.10 Discusion

Se ha demostrado que los pacientes con AR tienen niveles elevados de
GzmA en el plasma y en el liquido sinovial de las articulaciones inflamadas (111,
146). De igual forma se observg, utilizando un modelo murino de artritis inducida
por Chikungunya, incremento de la expresion de GzmA en las articulaciones y
ganglios linfaticos, demostrando que los ratones deficientes en GzmA

presentaban una menor severidad en la artritis inducida por este virus (587).

En este estudio hemos encontrado evidencias de que la artritis inducida por
colageno esta disminuida en ratones que carecen de GzmA. En este modelo
murino de artritis inflamatoria inducida por CII (CIA), descubrimos que la
ausencia de GzmA redujo sustancialmente la inflamacion y los cambios
patologicos en la membrana sinovial y el hueso contiguo, lo que se correlacioné
con cantidades reducidas de OCs en las articulaciones de los ratones GzmA™ y
niveles reducidos de ICTP (fragmentos derivados de la degradacién del colageno

tipo 1), medida de la degradacion 6sea y actividad de los OCs.

A pesar de que se ha observado que las NK, los linfocitos T CD4" y varias
otras células inmunes estimulan la osteoclastogénesis, favoreciendo la
destruccion o6sea (618), los mediadores que contribuyen a este resultado
patolégico siguen sin estar del todo elucidados. Los resultados obtenidos en este
estudio sugirieren que la GzmA podria ser el mediador en el modelo CIA. Como
ya se comentd en los resultados, las puntuaciones clinicas e histolégicas se
redujeron sustancialmente en ratones que carecian de GzmA. Es importante
recalcar que solo el 40 % de los ratones GzmA™ inmunizados desarrollaron
poliartritis, en comparacién con el 80 % y el 60 % de los ratones wt y Perf”,
respectivamente. Ademas, la severidad de la poliartritis en animales enfermos
también se redujo a menos del 50 % de los ratones que carecen de GzmA. Se
requeriran experimentos de deplecion y transferencia de células para confirmar

que las NK son la fuente de GzmA durante la CIA.

La contribucién de GzmA al desarrollo de la patologia articular parece ser
independiente de la Perf. Nuestras observaciones concuerdan con otros

resultados en los que la CIA se redujo en los ratones Perf”” (619), sin embargo,
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en nuestro caso la atenuacion de la severidad de la enfermedad en los Perf’ fue
menor que en los ratones deficientes en GzmA, demostrando esto que accion
extracelular de la GzmA. Este hallazgo confirma la relevancia fisiol6gica de
estudios previos en los que se detectdé GzmA extracelular tanto en suero como
en liquido sinovial de humanos con AR (111, 605). Analogamente a los estudios
en humanos, aqui encontramos que la GzmA extracelular aumentd
significativamente en el suero y las articulaciones de los ratones sometidos a
CIA. Todos estos resultados nos permiten asegurar que la GzmA secretada por
las células citotdxicas contribuye al desarrollo de la CIA. La induccién de
osteoclastogénesis mediada por la GzmA parece ser el mecanismo a través de

cual la proteasa ejerce su accion in vivo (618).

Los OCs son células multinucleadas derivadas de células del linaje
monocitos/macréfagos, siendo las células CFU-GM una de las primeras
precursoras de estos (608). Los factores de reabsorcion Osea regulan la
diferenciacion de OCs de manera directa 0 a través de la accion sobre las
células accesorias, las cuales proporcionan factores osteoclastogénicos, como
M-CSF y RANKL. En este trabajo constatamos que cuando una poblacién mixta
gue contenia precursores de OCs y células accesorias (células de médula 6sea
no adherentes) se estimulaban con GzmA y cantidades suficientes OPG (para
inhibir el RANKL), ocurria la diferenciacion a OCs. Especial relevancia reviste el
hecho de que la GzmA estimulé a las células precursoras de OCs, altamente
enriquecidas de la médula 6sea (CFU-GM) en presencia de OPG, asi como una
linea celular precursora de OCs (RAW 264.7), para convertirse en OCs maduros.
Por lo tanto, la GzmA parece actuar directamente sobre las células precursoras
sin la participacién de la via RANK/RANKL, como se demostro al utilizar la
proteina soluble OPG, receptor sefiuelo del RANKL. No obstante, para excluir
definitivamente la participacion de RANKL en la osteoclastogénesis inducida por
GzmA, se necesitarian células precursoras de ratones RANK/RANKL-knock out.
Por lo tanto, estos datos no excluyen la posibilidad de que pequefias cantidades
de RANKL, que no fueron inhibidas por OPG, contribuyeran a la diferenciacion y
activacion de OCs inducida por GzmA vy asi poder explicar la resistencia de los

ratones RANK™ a la estimulacién con citoquinas proinflamatorias (620).
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Se ha demostrado que cantidades muy pequefias de RANKL pueden hacer
sinergia con TNF-a para inducir la diferenciacion de OCs (614). Segun nuestros
resultados, la GzmA parece influir en la proliferacion, diferenciacion y expresion
génica de OCs, en parte, a travées del TNF-o Los datos mostraron que la
expresion de mRNA de TNF-a fue estimulada por GzmA en las células
precursoras de OCs RAW 264.7 y, al usar un anticuerpo contra TNF-a se
bloqued la accidén osteoclastogénica de la GzmA. Sin embargo, los precursores
provenientes de médula 6sea de ratones TNF” no respondieron a la GzmA. Se
ha reportado que los precursores de OCs expresan IL-1, IL-6 y TNF-a (621,
622). El TNF-a posiblemente contribuye a la diferenciacion de OCs a través de la
activacion del receptor p55 (623-625). Sin embargo, existe controversia con
respecto a la capacidad del TNF-a para inducir osteoclastogénesis en ausencia
de RANKL. Zou et al informaron originalmente que el TNF-o podria inducir
directamente la osteoclastogénesis, pero que la magnitud de la respuesta era
sustancialmente menor en comparacion con la inducida por RANKL (626). Otros
investigadores han sugerido que TNF-a no puede inducir osteoclastogénesis a
menos que las células estén presensibilizadas con RANKL (614). Kitaura et al
establecieron que se requiere TNF-a para la estimulacion de los precursores de
OCs in vivo y la citoguina sensibiliza, in vitro, a los precursores para responder a
RANKL (627), haciendo énfasis en la interrelacion critica entre RANKL y TNF-a
durante la pérdida 6sea (628, 629). Esta interaccion también es valida para el
efecto de RANKL, ya que su capacidad osteoclastogénica se reduce en ausencia
de TNF-a, como se mostro en el presente estudio, resultado que concuerda con
lo observado también por otros investigadores (627-629). Finalmente, Kim et al
proporcionaron la evidencia méas definitiva de que el TNF-a es capaz de inducir
osteoclastogénesis in vitro, independientemente de RANKL, aunque debe
tenerse en cuenta que en este caso, el efecto requirid otras citoquinas, como
TGF-B (279).

En general, nuestros resultados sugieren que la GzmA induce a los
precursores de OCs para expresar y secretar TNF-a, lo que luego contribuye a la

maduracién de OCs. Sin embargo, como se discutié anteriormente, no podemos
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excluir completamente la posibilidad de que otras citoquinas, como el TGF-B o
RANKL, junto con TNF-o, también contribuyan a la diferenciacion de OCs

mediada por GzmA.

Los resultados histopatoldgicos obtenidos sugieren que la GzmA esta
estrechamente asociada con el dafio del cartilago y el dafio 6seo en las patas y
rodillas de los ratones con CIA, y en menor medida con los signos de inflamacion
e hiperplasia sinovial en las articulaciones afectadas (Figura 4.2A-B). Por otro
lado se constaté que, en ausencia de Perf no se redujo significativamente la
destruccion del cartilago y del hueso, lo que respalda los datos obtenidos in vitro,
gue muestran que la GzmA indujo la diferenciacion de OCs en ausencia de Perf.
La prueba definitiva sobre la contribucién de la GzmA a la osteoclastogénesis en
la artritis in vivo, se encontrd durante el estudio de la expresion y actividad de
OCs en ratones wt y GzmA™. Asi, en ausencia de GzmA se detecté reduccién
significativa en la expresién de OCs en las articulaciones artriticas, un hallazgo
gue se correlacioné con niveles disminuidos de ICTP, un indicador relevante de

degradacion Osea.

La inflamacion reducida en las patas y las rodillas de los ratones GzmA™
también fue evidente, aunque la diferencia no alcanzé significacion estadistica.
El resultado indic6, una vez mas, que la GzmA contribuye a la inflamacion in
vivo, hecho demostrado anteriormente en condiciones como sepsis (133, 150).
Se sabe que los niveles de IFN-y, IL-6, IL-17 y TNF-a aumentan en el suero de
pacientes con AR (630). En concordancia, en este estudio también encontramos
que los niveles de IFN-y, IL-6, IL-17 y TNF-a aumentaron en ratones con CIA,
tanto en las etapas tempranas como tardias de la enfermedad. En todos los
casos, los niveles de estas citoquinas se redujeron en ausencia de GzmA. En
particular, no se detectd IL-6 en el suero de ratones GzmA™ inmunizados.
Ademas, los ganglios linfaticos de ratones artriticos GzmA™ produjeron
cantidades significativamente menores de TNF-o e IL-17A en respuesta al
colageno, lo que refuerza la participacion de GzmA en la produccion de estas
citoquinas por las células inmunes. Estos datos confirman que la ausencia de
GzmA también reduce la produccion de citoquinas proinflamatorias in vivo.
Cuando se combina con datos de histopatologia, se respalda el concepto de que

150



Resultados y Discusion

la ausencia de GzmA atenua los signos de dafo articular en este modelo de

raton.

Nuestros datos in vitro reafirmaron lo observado in vivo, mostrando
claramente que la GzmA actia como un factor pro-osteoclastogénico, efecto
este que es dependiente de la secrecion autocrina de TNF-a por las células
precursoras. La proteasa demostré que puede actuar sobre células GFU-CM, o
sobre la linea celular RAW 264.7, para producir TNF-a, lo que a su vez estimul6

la osteoclastogénesis.

En resumen, podemos afirmar que la GzmA contribuye a la AR inflamatoria
in vivo independientemente de Perf, por un mecanismo que podria estar
relacionado con la capacidad de la GzmA para estimular la formacién de OCs
mediada por TNF-a. Especulamos que la GzmA es secretada en la membrana
sinovial de la articulacion reumatoide durante la respuesta inmune innata y
adaptativa. Alli, la GzmA activa a los monocitos y otros precursores de OCs para
secretar TNF-a,, aumentando asi la destruccion ésea proinflamatoria observada
en la AR. Sin embargo, el mecanismo involucrado es complejo, pudiendo actuar
directamente, promoviendo la diferenciacion de OCs, o indirectamente,

favoreciendo la respuesta inflamatoria.

Independientemente del mecanismo utilizado por la GzmA para promover
la AR in vivo, y a la luz de los hallazgos anteriores que indican que la ausencia
de GzmA no afecta significativamente el desarrollo tumoral o el control de la
infeccion con la mayoria de los patégenos (13, 30, 75), nuestros datos sugieren
claramente que el desarrollo de inhibidores de GzmA podrian tener un efecto
beneficioso si se usan para el tratamiento de la AR, actuando una manera mas
selectiva que otros medicamentos antiinflamatorios que se usan comunmente,
como los corticosteroides o los bloqueadores del TNF-a. De hecho, en un
modelo murino de artritis inducida por el virus Chikungunya se observd que la
inhibicion farmacolégica de la GzmA, utilizando el serpinb6b, redujo
significativamente la inflamacién de las articulaciones de ratones wt, sin afectar

la viremia (587).
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Todos estos resultados reafirman la opinion de que la GzmA tiene un papel
proinflamatorio extracelular y que la inhibicion de la proteasa representa una

diana potencial para posibles farmacos antirreumatoides.

152



Resultados y Discusion

4.2 Colitis y CAC. Papel de la GzmA en el modelo DSS y
DSS/AOM.

4.2.1 GzmA activa incrementada en el tejido de colon de animales
tratados con DSS y DSS/AOM

Se ha descrito incremento de la expresion del mMRNA de PERF y GZMA, asi
como de las células citotdxicas activadas, en la lamina propia y en las células
epiteliales de pacientes con Ell activa (154). Basandonos en estos resultados
previos, en este trabajo se investigd si la expresion de mRNA de GZMA
aumentaba en ratones wt durante la colitis crénica inducida por DSS y durante el
CAC, inducido por DSS/AOM. Como se muestra en la figura 4.15A, la expresiéon
de mMRNA de GZMA se elevo significativamente en ratones tratados con DSS y
DSS/AOM, lo que se correlacioné con un nivel de proteina significativamente
mayor en cultivos de explantes de tejido de colon (distal y proximal) de ratones
wt tratados con DSS y DSS/AOM, en comparacion con los animales no tratados
(Figura 4.15B). Finalmente, se confirmé mediante un ensayo colorimétrico que la
GzmA presente en los sobrenadantes se encontraba activa, siendo esta
actividad mayor en muestras de animales tratados que en los ratones wt control
no tratados (Figura 4.15C).

Una vez que se identifico que se secretaba GzmA activa al sobrenadantes
del cultivo de explantes ex vivo, se analizd la expresion intracelular de la
proteasa en el tejido intestinal de animales tratados con DSS/AOM. En la figura
4.15D se muestra un resumen de la estrategia utilizada para identificar diferentes
poblaciones de células inmunes intraepiteliales (IELs). Nos centramos en las
células NK, NKT vy linfocitos T como las principales fuentes potenciales de
GzmA, en funcion del perfil celular, que previamente se ha notificado, para la
expresion de GzmA (82). Como se muestra en la figura 4.15E los IELSs, aislados
de ratones wt tratados con DSS/AOM, NK/ILC1l (CD45+/NK1.1+/CD3-), las
células NKT (CD45+/NK1.1+/CD3+) y las células T CD8 (CD45+/CD8a+/CD3+),
incrementaron significativamente la expresion de GzmA. La proporcion de
células CD8a+/CD3- que expresan GzmA no aumentd durante el tratamiento con
DSS/AOM. Esta poblacion podria representar a las IELs residentes
CD8aa+/TCR-/CD3- (631). Por el contrario, los linfocitos T CD4+
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(CD45+/CD4+/CD3+) no expresaron GzmA, pero sSi  aumentaron
significativamente en los animales tratados con DSS/AOM (Figura 4.15E). No se
detecté expresion de GzmA en ninguno de los subtipos celulares extraidos del
tejido de colon de animales GzmA™, confirmando la deteccién especifica de

GzmA en las poblaciones de células indicadas.
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Figura 4.15A-C Aumento de la expresion de mRNA de GZMA y altos niveles de GzmA
activa en el cultivo de explantes de ratones wt. Ratones macho wt fueron tratados con DSS y
DSS/AOM como se describe en los materiales y métodos. Los ratones fueron sacrificados el dia
56 de iniciado el tratamiento. A, Se determinaron los niveles de expresion de mRNA de GZMA
mediante RT-gPCR. La expresion de mRNA se normalizé con respecto a la cantidad de mRNA
de HPRT (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa). Los datos se presentan como media +
SEM de 3 réplicas biologicas realizadas en 2 experimentos independientes. B, Se cultivaron
muestras de tejido colonico (30 mg) durante 24 h, se recogid el sobrenadante y se cuantificaron
los niveles de GmzA mediante ELISA, en colon proximal y distal. C, Se realiz6 un ensayo
colorimétrico, en el sobrenadante del cultivo ex vivo de tejido de colon, para determinar la
actividad de GzmA. La actividad enzimatica especifica de GzmA se calcul6 restando la actividad
residual inespecifica similar a triptasa detectada en animales GzmA™, utilizados como control de
la actividad observada en ratones wt. (DO). Los datos se presentan como media + SEM de 5
réplicas biol6gicas realizadas en 3 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6
mediante la prueba ANOVA de una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; *** p
<0,001.
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Figura 4.15D-F. Expresion de GzmA por IELs. Ratones machos wt y deficientes en GzmA
fueron tratados con DSS/AOM como se describe en la seccidn de materiales y métodos. D, Se
aislaron las IELs a partir del tejido de colon el dia 49 de tratamiento con DSS/AOM. Las IELs se
tiferon con una combinacién de anti-CD3 conjugado con FITC, anti-CD8a conjugado con APC,
anti-NK1.1 conjugado con APC-Vio770 y anti-CD45 conjugado con VioBlue. La expresion
intracelular de GzmA se analizé usando un anticuerpo anti-GzmA conjugado con PE. E, En los
Dot plots se muestra un experimento representativo. Los nimeros representan el porcentaje de
células positivas para GzmA para cada fenotipo de IELs. Como control se aislaron IELs de
ratones wt y GzmA™ no tratados. F, Grafico de barras gue representa la media + SEM de células
positivas para GzmA en cada subtipo de IEL (2 experimentos independientes). El analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba t-student, comparando los ratones wt tratados con los
ratones wt sin tratar. * p <0,05.
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4.2.2 Evaluacion de la colitis ulcerativa cronica in vivo

Para investigar el papel de GzmA in vivo durante la colitis cronica, ratones
wt y ratones GzmA™ se trataron con DSS al 2,5 % durante tres ciclos. Los
ratones fueron pesados y examinados diariamente. Se realizaron observaciones

clinicas, estableciéndose una puntuacion para la gravedad de la colitis.

Uno de los principales indicadores del inicio y la severidad de la colitis es la
pérdida de peso corporal. En el presente trabajo se observé una pronunciada
reduccion del peso corporal en ratones wt, especialmente durante la primera
semana después del primer ciclo de DSS, que corresponde con la fase aguda de
la colitis. En contraste, la pérdida de peso se atenud significativamente en
ratones GzmA™ (Figura 4.16A). La gravedad de la colitis en ratones deficientes
en GzmA se redujo significativamente en comparacion con los ratones wt, segin
lo observado a través de la monitorizacién de la puntuacion clinica (Figura
4.16B).

La pérdida de peso atenuada y la mejora de la enfermedad clinica dieron
como resultado una alta supervivencia de los ratones GzmA” en comparacién
con los ratones wt. La figura 4.16C muestra que solo alrededor del 50 % de los
ratones wt tratados con DSS sobrevivieron durante los primeros diez dias. En
contraste, aproximadamente el 85 % de los ratones deficientes en GzmA
tratados con DSS sobrevivieron. Todos estos resultados indican que GzmA
contribuye al desarrollo de la colitis en este modelo animal.
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Figura 4.16 Disminucién de la colitis crénica inducida por DSS en ratones deficientes en
GzmA in vivo. Ratones machos wt y GzmA™ se trataron con DSS, como se describe en los
materiales y métodos. A, Cambios en el peso. B, Puntuacion clinica. La evaluacion se realizé
cada 1-2 dias. Los datos se presentan como la media £+ SEM de 33 (wt) y 26 (szA"') réplicas
biolégicas (ratones individuales) realizadas en 4 experimentos independientes. El analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de dos vias, con la prueba posterior de
Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. C, Se evalud la supervivencia. Las curvas de
supervivencia corresponden a de 33 (wt) y 26 (szA"‘) réplicas biolégicas (ratones individuales)
realizadas en 4 experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba de log-rank. ** p <0,01.

4.2.3 Evaluacion del daino macroscopico y microscopico en UC
cronica in vivo

La longitud del colon disminuye a medida que se desarrolla la colitis, siendo
una medida cuantitativa de la gravedad de la enfermedad (154). En este estudio
se encontrd un acortamiento significativo en la longitud del colon en ratones wt
en comparacion con ratones deficientes en GzmA, en la misma etapa de la
enfermedad (Figura 4.17A). El peso humedo del colon también aumenté
significativamente en los ratones wt en comparacion con los ratones deficientes
en GzmA (Figura 4.17A). En el modelo de colitis crénica inducida por DSS, la
inflamacion se asocia con un aumento del peso del colon debido a la naturaleza
granulomatosa de la inflamacion (632). En la necropsia, se analizdé el dafo
visible en el colon para establecer una puntuacion macroscoépica, basada en el
edema, la diarrea, el sangrado y otros parametros. Macroscopicamente, la
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inflamacion se localizd generalmente en el colon distal en ambas cepas y se
constaté que la puntuacion inflamatoria fue significativamente menor en ratones
deficientes en GzmA que en ratones wt (Figura 4.17B). Otras caracteristicas
encontradas al final del estudio en los ratones sometidos a tratamiento fueron:
disminucién en el tamafio y la pérdida de la estructura anatébmica del ciego y el
aumento de los ganglios linfaticos mesentéricos, aunque estos parametros no

fueron evaluados en este estudio.

El examen histologico fue compatible con la puntuacion del dafio
macroscopico y la gravedad de la enfermedad (puntuacion clinica). La tincién
con H&E de las secciones de tejidos de colon de ratones wt, mostré infiltracién
de leucocitos en la ldmina propia, hiperplasia epitelial y presencia de marcadores
de inflamacién severa, como abscesos de cripta, inflamacion de la submucosa y
tlceras. Por el contrario, los ratones GzmA” mostraron menos signos de
inflamacion y grado de lesién de la mucosa. El infiltrado inflamatorio en el colon
de ratones GzmA™ solo afecté las capas superficiales de la mucosa, mientras
que las criptas estaban mas preservadas. Para cuantificar el dafio tisular se
establecié una puntuacién basada en la inflamacién, el dafio en las criptas y la
extension de las lesiones. Cada parametro individual, asi como la puntuacién
total histolégica, fue significativamente mas baja en ratones GzmA™ que en
ratones wt (Figura 4.17C).
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Figura 4.17 Disminucion del dafio macroscépico y microscépico durante la colitis inducida
por DSS en ratones deficientes en GzmA in vivo. Ratones machos wt y GzmA™ se trataron
con DSS, como se describe en los materiales y métodos. Al final del estudio, los animales se
sacrificaron y se extrajo el colon. A, Medicién y determinacién del peso humedo del colon. B,
Evaluacion macroscopica del dafio visible a nivel de colon. Los datos se presentan como media +
SEM de 33 (wt) y 26 (szA"") réplicas biolégicas (ratones individuales) en 4 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la
prueba posterior de Bonferroni. ** p <0,01; *** p <0,001. C, Estudio histopatolégico. En el panel
de la izquierda se muestran imagenes representativas de la tincion con H&E (escala equivale a
20 um). Los asteriscos indican inflamacion y las flechas muestran vasos linféaticos hipertréficos en
ratones tratados con DSS. Se establecidé una puntuacion histolégica como se indica en la seccién
de materiales y métodos. El grafico de la derecha representa la puntuacién de cada parametro
individual y la puntuacién total. Los datos se presentan como media + SEM de 5wty 5 GzmA™.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la prueba posterior
de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01.

4.2.4 Cuantificacion de citoquinas inflamatorias en explantes de
cultivo de tejido de colon de ratones wt v GzmA™ durante colitis
cronica

A continuacion, se midi¢ el nivel de varias citoquinas proinflamatorias (IL-
18, TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-17) y de la citoquina antiinflamatoria IL-10 durante

colitis crénica inducida por el DSS, en las porciones distal y proximal del colon.

Durante la colitis crénica, en general, los niveles de citoquinas
proinflamatorias aumentaron, especialmente en ratones wt tratados con DSS, en

comparaciéon con sus respectivos ratones control no tratados. En el colon distal
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todas las citoquinas proinflamatorias se redujeron significativamente en ratones
GzmA™ en comparacién con los ratones wt (Figura 4.18), con excepcion de la IL-
1B8. En el colon proximal, los niveles de TNF-a, IFN-y e IL-6 aumentaron, siendo
significativamente mas altos en ratones wt que en ratones knock-out para GzmA.
A nivel proximal, la IL-18 e IL-17 también se elevaron en los ratones wt en
comparacion con los ratones deficientes en GzmA, aunque no hubo diferencias
significativas entre las cepas (Figura 4.18). En contraste con las citoquinas
proinflamatorias, el nivel de IL-10 disminuyé significativamente en ratones wt en
comparacién con ratones GzmA™, tanto en el colon proximal como en el distal, lo
que confirma que la respuesta inflamatoria se atenu6 en ausencia de GzmA
durante la colitis cronica.
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Flgura 4.18 Produccion de citoquinas en explantes de tejido de colon de ratones wt y
GmzA™ en colitis crénica. Ratones macho wt y ratones deficientes en GzmA se trataron con
DSS para inducir colitis crénica, como se describe en la seccién de materiales y métodos. Los
ratones se sacrificaron el dia 56 del tratamiento y las muestras de tejido de colon (30 mg) se
cultivaron durante 24 h, se recogi6 el sobrenadante y se cuantificaron mediante ELISA los niveles
de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17 e IL-10, en colon proximal y distal. Los datos se presentan
como la media £+ SEM de al menos 10 réplicas bioldgicas realizadas en 4 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA de una via con el
post-test de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Es importante recalcar que el nivel de citoquinas pro-inflamatorias en
animales controles no tratados es similar en ambas cepas, lo que indica que las
diferencias observadas entre estas, en cuanto a la atenuacion de la inflamacion y
la severidad de la enfermedad, a nivel clinico e histolégico, no se deben a
diferencias basales en la integridad del colon. Para confirmar ain mas este
postulado, se llevé a cabo un experimento en el que se evalud la permeabilidad
intestinal basal in vivo de ambas cepas. Se administré por via oral FITC-
Dextrano a ratones sanos, wt y deficientes en GzmA™, y luego de 4 horas se
cuantific6 en suero la cantidad de esta sustancia que habia sido absorbida.
Como se observa en la figura 4.19 no hubo diferencias entre los ratones wt y
GzmA™, demostrandose asf, una vez mas, que en estado basal ambas cepas
son comparables y que las diferencias encontradas se deben al papel de la

GzmA en el control de la inflamacion.
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Figura 4.19 Analisis de la permeabilidad intestinal in vivo en ratones wt y GzmA™ controles
sanos. Ratones sanos wt y GzmA™ se trataron con FITC-Dextrano disuelto en PBS (100 mg/ml).
Cada raton recibié 44 mg/100 g de peso corporal mediante sonda oral. Después de 4 h se
sacrificaron los ratones y se recogio la sangre. Posteriormente, se separ6 el suero y se almacen6
a 4 °C en la oscuridad. Se afiadieron 100 ul de suero diluido (1:1 en PBS) en una placa de 96
pocillos planos por duplicado. La concentracion de FITC en suero se cuantificé por fluorometria
espectrofotogréfica a una excitacion de 485 nm (ancho de banda de 20 nm) y una longitud de
onda de emision de 528 nm (ancho de banda de 20 nm). Como estandar se utiliz6 diluciones
seriadas de FITC-dextrano.

4.2.5 Evaluacion del papel de la GzmA durante la colitis aguda in
vivo: Puntuacion clinica, pérdida de peso y evaluacion del dano
macroscopico

Una vez comprobada la importancia de la GzmA durante la colitis crénica

inducida por DSS, se quiso analizar el papel de esta proteasa durante la colitis
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aguda. En esta ocasion se administré solo un ciclo de DSS durante 5 dias y los
ratones fueron sacrificados al dia 10 después de haber iniciado el tratamiento.
Se evalué la severidad de la enfermedad y durante la necropsia el dafio
macroscopico. También se cuantificaron las citoquinas en explantes de cultivo de

tejido de colon.

Para descartar la posible influencia de los antecedentes genéticos y medio
ambientales, y ademas asegurar que los experimentos de colitis inducida por
DSS fueron comparables, se usaron ratones hermanos de la misma camada
(633), objetivo que se consiguid cruzando ratones C57BL/6 wt con ratones
deficientes en GzmA, posteriormente las crias heterocigotas para GzmA se
cruzaron entre ellas. Luego de realizar el genotipado a las crias de este cruce, se
escogieron para participar en el estudio los ratones machos con genotipo

homocigoto positivo y negativo para GzmA.

Como se observa en la figura 4.20A, hubo una marcada reduccion del peso
corporal en los ratones wt para GzmA en comparacion con la pérdida de peso
que sufrieron los ratones deficientes en GzmA. Por otro lado, la monitorizacion
de la severidad de la enfermedad, a través de la puntuacién clinica, mostré que
la gravedad de la colitis en ratones deficientes en GzmA se redujo
significativamente en comparacion con los ratones que expresaban la proteasa
(Figura 4.20B). Las diferencias entre ambas cepas, en cuanto a la pérdida de
peso y a la severidad de la enfermedad, fueron mayores a partir del dia 5 de
iniciado el experimento, es decir, luego de finalizar el ciclo de tratamiento con
DSS 2,5 %.

Durante la necropsia, se analizo el dafio visible en el colon y se establecio
una puntuacion macroscopica, basada en el edema, la consistencia y la
presencia de sangre en las heces, entre otros parametros. Los hallazgos
observados a nivel macroscépico mostraron, al igual que en la colitis cronica,
qgue en los ratones deficientes en GzmA, la colitis aguda inducida por DSS era
menos severa en comparacién con los ratones wt para GzmA. El estudio del
dafio a nivel macroscopico durante la colitis aguda inducida por el DSS también
revelé que hubo un acortamiento significativo en la longitud del colon en ratones
wt en comparacion con ratones deficientes en GzmA (Figura 4.20C).
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Figura 4.20 Disminucién de la severidad de la colitis aguda y del dafio macroscépico in
vivo en ratones deficientes en GzmA tratados con DSS. Ratones macho wt (GzmA+/+) y
GzmA” se trataron con DSS, como se describe en los materiales y métodos. A, Evaluacion de la
pérdida de peso en gramos. B, Se evalud la gravedad de la enfermedad (puntuacion clinica). Los
datos se presentan como la media + SEM de 9 (wt) y 8 (szA"') réplicas bioldgicas realizadas
en 2 experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA
de dos vias, con la prueba posterior de Bonferroni. *p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Al final del
estudio los animales se sacrificaron y se extrajo el colon. C, Evaluacion macroscépica del dafio
visible y determinacion de la longitud del colon. Los datos se presentan como media + SEM de 9
(wt)y 8 (szA"') réplicas bioldgicas en 2 experimentos independientes. El andlisis estadistico se
realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la prueba posterior de Bonferroni. *p <0,05; **
p <0,01; *** p <0,001.

4.2.6 Cuantificacion de citoguinas en explantes de cultivo de tejido de
colon de ratones wt y GzmA~ durante colitis aguda

Para evaluar la inflamacion a nivel intestinal durante la colitis aguda, se
cuantific6 el nivel de varias citoquinas proinflamatorias y de la citoquina
antiinflamatoria IL-10 (Figura 4.21). Se constatdé que todas las citoquinas
analizadas aumentaron significativamente en los animales wt en comparacion
con ratones GzmA™, tanto en el colon proximal como en el distal, a excepcién de
IL-6. En general, los niveles de citoquinas fueron mas altos en el colon distal en
comparacion con el colon proximal. Con respecto a la IL-6, se observaron niveles
aumentados en los animales tratados con DSS en comparacion con sus
respectivos controles no tratados, pero sin diferencias entre las cepas

estudiadas.
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La IL-10 es una citoquina antiinflamatoria con un papel esencial en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal (473, 474). Como se esperaba, los
niveles de IL-10 estaban reducidos en animales tratados con DSS en
comparacion con los animales sanos no tratados. Las cantidades de IL-10 se
redujeron significativamente en el colon proximal de ratones wt tratados con DSS
en comparacion con sus controles sanos. Por otra parte, aunque no hubo
diferencias significativas entre los ratones wt y los deficientes en GzmA, los
niveles de IL-10 fueron ligeramente mas altos en GzmA” que en ratones wt

durante la colitis aguda inducida por DSS.
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Figura 4.21 Produccién de citoquinas en explantes de tejido de colon de ratones wt y
GmzA™durante la colitis aguda. Ratones macho wt y deficientes en GzmA se trataron con DSS
para inducir colitis aguda, como se describe en la seccion de materiales y métodos. Los ratones
se sacrificaron el dia 10 del tratamiento y las muestras de tejido de colon (30 mg) se cultivaron
durante 24 h, se recogi6 el sobrenadante y se cuantificaron mediante ELISA los niveles de IL-1(,
TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17 e IL-10, en colon proximal y distal. Los datos se presentan como la
media + SEM de 9 (Wt) y 8 (GzmA™) réplicas biolégicas realizadas en 2 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA de una via con el
post-test de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4.2.7 Cancer asociado a colitis en un modelo in vivo. Evaluacion de
la severidad de la enfermedad vy del dafio a nivel macroscopico

Una vez que se comprobo que la carencia de GzmA atenuaba la gravedad
de la enfermedad y la respuesta inflamatoria, durante la colitis aguda y crénica
inducida por DSS, se decidio estudiar si la falta de GzmA afectaria el desarrollo
del CCR asociado a la colitis. Para cumplimentar este objetivo utilizamos el
protocolo DSS/AOM en ratones wt y GzmA™, un modelo ampliamente aceptado

y bien caracterizado para inducir CCR de origen inflamatorio (634, 635).

Como se muestra en la figura 4.22A, la pérdida de peso corporal y la
puntuacion clinica se atenuaron significativamente en ratones GzmA™ durante el
tratamiento con DSS/AOM. Cabe sefialar que, la puntuacion clinica total
(gravedad de la enfermedad), fue menor en los ratones tratados con DSS/AOM,
en comparacion con los animales tratados solamente con DSS para inducirles
colitis aguda y cronica (Ver Figuras 4.16B y 4.20B). Por otra parte, se constatd
qgue la mayoria de los animales permanecieron vivos después de 2 meses de
tratamiento, no existiendo diferencias en la supervivencia entre ambas cepas de
estudio (Figura 4.22B).

El estudio del acortamiento de la longitud del colon, asi como del aumento
del peso del colon y puntuacion del dafio macroscoépico (Figura 4.22C), revelaron
resultados similares a los observados en ratones tratados con DSS. Se observé
acortamiento de la longitud del colon en ratones wt con respecto a sus controles
sanos y en comparacion con ratones deficientes en GzmA. El peso del colon
también aumento significativamente en los ratones wt en comparacién con sus
controles no tratados y con respecto a los ratones deficientes en GzmA. En los
GzmA™ también aumenté el peso del colon con respecto a sus controles sanos
pero sin diferencias significativas. En la necropsia, se analizé el dafio visible en
el colon para establecer una puntuacion macroscépica, basada en el edema, la
diarrea, el sangrado y otros parametros. Los resultados mostraron mejora
significativa del dafio macroscépico a nivel intestinal en los ratones GzmA™ al

compararlos con los ratones wt, ambos tratados con DSS/AOM.
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Figura 4.22 Evaluacion de la puntuacioén clinica, dafio macroscépico y supervivencia en
ratones tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones wt y en ratones GzmA™ como se
describe en los materiales y métodos. A, Se evalué la pérdida de peso y la puntuacién clinica
cada 1-2 dias. Los datos se presentan como media + SEM de 33 (wt) y 26 (szA"') réplicas
biolégicas realizadas en 4 experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6
mediante la prueba ANOVA de dos vias con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p
<0,01. B, se evalué la supervivencia. Las curvas de supervivencia corresponden a 31 (wt) y 24
(GzmA™) réplicas biolégicas (ratones individuales) realizadas en 4 experimentos independientes.
El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de log-rank. C, Al final del estudio, los
animales se sacrificaron, el colon se midi6, se pesd y se evalu6 el dafio visible del colon. Los
datos se presentan como media + SEM de 31 (wt) y 24 (GzmA™) réplicas bioldgicas en 4
experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA de
una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.2.8 Evaluacion del dano histologico, de los tumores y del grado
tumoral

Para evaluar el papel de GzmA en el desarrollo de CAC, se cuantifico, post
mortem, la incidencia, el numero y el diametro de los tumores observados
macroscopicamente. Como se muestra en la figura 4.23A, la incidencia de

tumores fue significativamente mayor en ratones wt que en ratones GzmA™.
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Ademas, se comprobé que el nimero y tamafio de los tumores macroscopicos,
que desarrollaron los GzmA™, fue significativamente menor, al compararlos con
los ratones wt. Los animales tratados solo con AOM no desarrollaron tumores al
final del experimento (dia 56) y aproximadamente el 1 % de los animales
tratados con DSS desarrollaron tumores, lo que subraya la importancia de la

inflamacion en el progreso del CCR.
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Figura 4.23A Evaluacion del desarrollo del CCR en ratones tratados con DSS/AOM. Se
indujo CCR en ratones wt y GzmA™ como se describe en los materiales y métodos. Al final del
estudio, los animales se sacrificaron. A, Se evalu6 el nimero de animales con tumores
(incidencia de tumores), el didmetro de los tumores y el nimero de tumores por raton. Los datos
se presentan como media =+ SEM de 31 (wt) y 24 (szA"') réplicas bioldgicas en 4 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba t-test no pareado. * p <0,05;
** p <0,01; *** p <0,001.

El andlisis histopatolégico de las secciones de colon teflidas con H&E
confirmd las diferencias observadas a nivel macroscopico. En el colon de ratones
wt tratados con DSS/AOM se observo infiltracién de células inflamatorias en la
mucosa y edema de la submucosa, asi como dafio en las criptas, En contraste,
el colon de ratones GzmA™ tratados con DSS/AOM mostré un nimero reducido
de células infiltrantes, menos lesiones en la mucosa y menos edema, al
compararlos con los wt. Durante el analisis histologico, se constatd que cada
parametro individual evaluado (inflamacion, dafio en las criptas y extension del
dafio), asi como el puntaje total, fueron significativamente mas bajos en ratones

GzmA™ que en ratones wt (Figura 4.23B).

Este andlisis ademas, revel6 el papel critico de la GzmA en los diferentes
pasos del desarrollo del tumor, es decir, en la transicion de un epitelio sano a
displasia y luego a carcinoma. Como se muestra en la figura 4.23C, al final del
experimento (56 dias), todos los ratones wt tratados con DSS/AOM presentaron

transformacion de células epiteliales, aunque en diferentes etapas, como se
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indica en las imagenes representativas. Hubo un 50 % de ratones wt que
presentaron adenocarcinoma, un 30 % presento6 displasias de bajo grado y un 20
% displasias de alto grado. En contraste, el 20 % de los ratones GzmA™ no
mostraron CCR o displasias en ningun grado y solo el 20 % progres6 a
adenocarcinoma. Se observaron diferencias similares cuando se analizo el
desarrollo del tumor en etapas anteriores (dias 28 y 47 después de iniciar el
tratamiento con DSS/AOM). En el dia 47, el 40 % de los ratones GzmA™ no
presentaron ningun tipo de displasia y el resto solo presentd displasia de
diferentes grados pero no CCR. En contraste, todos los ratones wt ya
presentaban displasia y el 13 % carcinoma. El dia 28, se observo displasia en
solo el 37 % de los ratones GzmA™, mientras que en el 60 % de los ratones wt
ya mostraban displasia de diferente grado. Estos resultados confirman que la
GzmA desempeiia un papel critico en el desarrollo de CCR y probablemente en

la perpetuacion del estado canceroso.

Cuando el experimento se repitid6 usando ratones hermanos de la misma
camada se encontraron resultados que confirmaron los ya anteriormente
expuestos, es decir, los ratones GzmA™ presentaron menos sintomas clinicos y
de dafo intestinal, ademas desarrollaron menos tumores, que los ratones
GzmA** (Figura 4.24). Por lo tanto, una vez més se descarté la posible influencia
de los antecedentes genéticos y medio ambientales en los resultados obtenidos.
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Figura 4.23B-C Evaluacién del desarrollo del CCR y del dano histolégico en ratones
tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones wt y GzmA” como se describe en los
materiales y métodos. Al final del estudio, los animales se sacrificaron. B, Se tomaron muestras
de colon y se procesaron para histopatologia. El gréfico representa la puntuacion de cada
parametro individual y la puntuacion total. Los datos se presentan como media + SEM de al
menos 5wty 5 GzmA™". El anélisis estadlsuco se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via
con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Las microfotografias
(derecha), r Presentatlvas de secciones de tejido de colon tefiidas con H&E, muestran ratones wt
(& y GzmA™ (b) no tratados, ratones wt (c) y GzmA" (d) tratados con DSS/AOM (barras de
escala representan 200 um). C, Se muestran microfotografias representativas de displasia de
bajo grado (a), displasia de alto grado (b) y carcinoma (c). Se estableci6 el grado tumoral por
ratén en animales wt y GzmA™”. La gréfica representa el porcentaje de ratones con el grado de
tumor indicado (el mayor grado de tumor encontrado) dentro de cada grupo.
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Figura 4.24 Evaluacién de la puntuacion clinica, dafio macroscopico y desarrollo de CCR
en ratones hermanos de la misma camada tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en
ratones macho hermanos de camada con genotipo homocigoto para GzmA (+/+ y -/-). A, Se
evalué la puntuacién clinica y el cambio de peso cada 3 dias. Los datos se presentan como
media + SEM de 15 (+/+) y 14 (-/-) réplicas bioldgicas realizadas en un experimento. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de dos vias con la prueba posterior de
Bonferroni. * p <0,05. B, Al final del estudio los animales se sacrificaron, se midié el colon y se
puntud el dafio visible en el colon, como se describe en los materiales y métodos. C, En la
necropsia, se evalué el nimero de animales con tumores (incidencia tumoral), el didmetro del
tumor y el nimero de tumores por ratén. Los datos se presentan como media + SEM de 15 (+/+)
y 14 (-/-) réplicas biolégicas realizadas en un experimento. El andlisis estadistico se realiz6
mediante la prueba t-test no pareado. * p <0,05; ** p <0,01.

4.2.9 Estudio de marcadores de EMT v proliferacion tumoral

La EMT es esencial durante el desarrollo embrionario, pero también
desempeiia un papel importante en el inicio, la progresion y la metastasis del
cancer (400, 636). El desarrollo de CCR es un proceso donde las células
epiteliales normales se transforman en criptas aberrantes, luego en adenomas,

carcinomas in situ hasta sufrir metastasis.

El efecto de la deficiencia de GzmA en la EMT se evalué empleando
algunos marcadores especificos como vimentina, B-catenina y SNAIL-1. A su
vez, se evaluo el nivel de proliferacion de células epiteliales analizando los
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marcadores ki67 y p-STAT3 (400, 402). Para llevar a cabo este objetivo, se
sacrificaron animales el dia 28 (4 semanas) del tratamiento con DSS/AOM,
momento éste en el que comienza la EMT, segun estudios anteriores (637, 638).
Como se muestra en las microfotografias mostradas en la figura 4.25A, se
observé una clara disminucién de la capacidad invasiva (EMT) y proliferativa de
las células epiteliales de los animales GzmA” tratados con DSS/AOM en
compasion con los wt tratados de igual forma. La tinciébn con anti-vimentina
mostré un gran numero de células positivas, especialmente en las areas de
displasia, en animales wt tratados con DSS/AOM. Por el contrario, en ausencia
de GzmA se redujo significativamente la cantidad de células positivas para
vimentina en las capas de la mucosa y submucosa. De la misma manera, los
animales wt, expuestos a DSS/AOM, mostraron un aumento significativo de la (-
catenina citoplasmatica y nuclear en células epiteliales mientras que, en los
animales GzmA™, la tincién con B-catenina estaba restringida principalmente a la
membrana celular, correspondientes a la localizacion de las uniones
intercelulares, comportamiento muy similar al observado en los controles no
tratados. De manera andloga, la expresion de SNAIL-1 se increment6 en ratones
wt tratados con DSS/AOM, mostrando una alta positividad en la lamina propia y
el tejido conectivo. En ratones GzmA™, el patrén de tincién fue similar al de los
ratones controles no tratados, con muy pocas células positivas en el tejido
conectivo. El factor de transcripcion p-STAT3 también estaba incrementado en
células de la mucosa y submucosa de los animales wt tratados con DSS/AOM,
con muchas células positivas en las areas de displasia. Mientras que se observé
una clara disminuciéon de la positividad en el grupo GzmA™ tratado con
DSS/AOM, aunque en este caso el nimero de células positivas si se incremento
con respecto a los GzmA™ controles sanos. Finalmente, se pudo ver un aumento
del numero de células proliferativas con el marcador Ki-67. En animales wt, la
positividad no se limité al area basal de las glandulas colénicas de los animales
tratados con DSS/AOM, ya que en ciertos casos se extendié hasta la zona
apical. Por el contrario, los animales deficientes en GzmA, tratados con
DSS/AOM mostraron este marcador restringido al area basal, de manera similar

a los animales usados como controles sin tratar. Cabe resaltar que la expresion
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de todos estos marcadores en animales control sin tratar, tanto wt como GzmA™,
fue similar. Ademas, es importante sefialar que se observé una fuerte positividad
de Ki-67, vimentina y SNAIL-1 en células similares a fibroblastos asociados con
tejido conjuntivo solo en los ratones wt tratados con DSS/AOM, lo que se
corresponde con los cambios observados en el tejido conectivo antes de que
ocurra EMT (400).

El nimero de células positivas por campo para vimentina, B-actina, SNAIL-
1y p-STAT3y el porcentaje de nucleos tefiidos positivamente para Ki-67, mostro
diferencias entre los animales wt y GzmA”, diferencias que fueron

estadisticamente significativas en todos los casos (Figura 4.25B).
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Figura 4.25A.Estudio de marcadores de EMT y proliferacion tumoral en ratones tratados
con DSS/AOM. Un grupo de ratones se trataron con DSS/AOM y se sacrificaron el dia 28
después de iniciado el tratamiento. Se tifieron secciones de tejido del colon con anticuerpos
contra vimentina, B-catenina, SNAIL-1, p-STAT3 y Ki-67. La figura muestra microfotografias
representativas de la evaluaciéon de IHQ.
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Figura 4.25B. Estudio de marcadores de EMT y proliferacién tumoral en ratones tratados
con DSS/AOM. Los gréaficos representan el porcentaje de nulcleos positivos para Ki-67 y el
namero de células positivas por campo para SNAIL-1, p-STAT3 y vimentina entre todas las
células de la cripta. Los analisis se realizaron cuantificando todas las células en cinco campos
aleatorios por portaobjetos (3 portaobjetos por animal) como se indica en los métodos. Los datos
se presentan como media + SEM de al menos 5 réplicas bioldgicas (ratones individuales). El
analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t-test no pareado. * p <0,05; *** p <0,001.

4.2.10 Estudio de la inflamacion y la actividad de la COX-2 en
explantes de cultivo de tejido de colon de ratones wt y GzmA™
durante el desarrollo del CCR

La inflamacion crénica, que conduce a CAC, se caracteriza por la
producciéon de citoquinas proinflamatorias que pueden inducir mutaciones en
oncogenes y genes supresores de tumores, inestabilidad genémica y EMT a
través de diferentes mecanismos (6, 395, 639). Por lo tanto, se decidio analizar
si la disminucién de EMT y CAC, observado en animales GzmA™ tratados con
DSS/AOM, también se correlacionaba con una menor respuesta proinflamatoria,
tal como se observo durante la colitis cronica y aguda inducida por DSS (ver
Figuras 4.18 y 4.21). Para ello se cuantificaron, a partir del sobrenadante del
cultivo de explantes de tejido de colon, los niveles de algunas citoquinas
proinflamatorias, que estan involucradas en CAC (IL-18, TNF-qa, IFN-y, IL-6 e IL-
17) y de la citoquina antiinflamatoria IL-10, tanto en el colon proximal como en el

distal. En general se observo que, los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
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eran mas altos en el colon proximal en comparacion con el colon distal. A nivel
proximal, todas las citoquinas analizadas aumentaron significativamente en
animales wt en comparacién con los ratones GzmA™. En el colon distal, las
citoquinas pro-inflamatorias también aumentaron significativamente en los
ratones wt tratados con DSS/AOM en comparacion con los ratones wt no
tratados que se usaron como controles, sin embargo, solo hubo diferencias
significativas entre ambas cepas para las citoquinas TNF-a, IFN-y e IL-6. Por
otro lado, la IL-10, una citoquina antiinflamatoria con papel esencial en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal (473, 474), se redujo
significativamente en ratones wt en comparacion con los ratones GzmA™, tanto
en el colon proximal como en el distal. En contraste con lo observado en ratones

-

wt, solo la IL-17 aumentd significativamente en animales GzmA™ tratados con

DSS/AOM, en comparacion con sus controles no tratados (Figura 4.26A-B).
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Figura 4.26 La inflamacidén esta reducida en el tejido del colon de ratones con CAC
inducida por DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones wt y deficientes en GzmA como se describe
en los materiales y métodos. Los ratones se sacrificaron el dia 56 de tratamiento y se cultivaron
muestras de tejido de colon (30 mg) durante 24 h. Se recogi6 el sobrenadante y se cuantificaron
los niveles de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17 e IL-10 mediante ELISA, en el colon proximal y
distal. Los datos se presentan como media + SEM de al menos 10 réplicas biologicas realizadas
en 4 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA
de una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Existen numerosas evidencia clinicas y experimentales que indican que las
alteraciones en la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y su efector
inflamatorio, la prostaglandina E2 (PGEZ2), desempefian un papel fundamental en
la tumorigénesis colorrectal (497). En este estudio se evalud la expresion de
MRNA de COX-2, mediante RT-gPCR, en muestras de tejido de colon, ademas
se cuantificaron los niveles de PGE2, mediante ELISA, en cultivos ex vivo de
tejido de colon distal. Como se observa en la figura 4.27, la expresion de mRNA
de COX-2 y la produccion de PGE2 aumentaron significativamente en ratones wt
en comparacion con los controles no tratados y en comparacion con los ratones
GzmA”, lo que confirma que la actividad de COX-2 también se redujo en

ausencia de GzmaA.
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Figura 4.27 Estudio de la actividad COX-2 en ratones con CAC inducida por DSS/AOM. Se
indujo CCR en ratones wt y deficientes en GzmA como se describe en los materiales y métodos.
Los ratones se sacrificaron el dia 56 de tratamiento. A, Se determinaron los niveles de expresion
de mRNA de COX-2 mediante RT-qPCR. La expresion de COX-2 se normalizd con respecto a la
cantidad de mRNA de HPRT (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa). Los datos se
presentan como media + SEM de 4 réplicas bioldgicas (ratones individuales) realizadas en 2
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t-test no
pareado. * p <0,05. B, Se cuantificaron los niveles de PGE2 mediante un ELISA del
sobrenadante del cultivo ex vivo de tejidos de colon. Los datos se presentan como media + SEM
de al menos 10 réplicas bioldgicas (ratones individuales) realizadas en 3 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la
prueba posterior de Bonferroni. ** p <0,01.

4.2.11 Papel de la microbiota intestinal en el CCR in vivo

La microbiota juega un papel importante en la inflamacion intestinal y el
desarrollo de CCR (547, 548, 640). En este estudio se realizé el analisis de la
microbiota intestinal de ratones wt y GzmA”, empleando la técnica de
secuenciacion de la subunidad 16S del rDNA. La subunidad 16S del rDNA es
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considerada como la diana universal para la identificacion bacteriana, por sus
caracteristicas y propiedades, lo que permite la caracterizacion taxonémica de
las bacterias, llegando a discernir hasta nivel de género y en algunos casos (641,
642).

Los resultados obtenidos revelaron que ambas cepas de ratones presentan
una composicién casi idéntica de microbiota intestinal bacteriana a nivel de
género (Figura 4.28), descartando asi que la mayor resistencia al desarrollo del
CAC, observada en los ratones GzmA™, se deba a diferencias en la composicién
del microbioma intestinal. La diversidad bacteriana se estim¢ utilizando los
indices de Shannon y Chaol, los que mostraron valores similares en ambas

cepas (Figura 4.28A).

Este hallazgo era esperado, no solo por el comportamiento observado en
los ratones hermanos de la misma camada, sino también porque estudios
recientes indican que los ratones alojados en la misma instalacion animal
contienen microbiota idéntica, como consecuencia de las mismas condiciones

ambientales de alimentacién y estrés (643, 644).
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Figura 4.28 Andlisis de la microbiota en heces de ratones wt y GzmA™. A, Representacion
del indice de Shannon y CHAOL1 (n= 3 ratones). B, Andlisis discriminante Imeal (LDA), efecto-

tamafio (LEfSE) para identificar las diferencias entre ratones wt (rojo) y GzmA” (verde). El grafico
muestra los taxones enriquecidos en cada cepa.

4.2.12 Estudio del papel de la Perf y la GzmB durante el desarrollo
del CCR inducido con DSS/AOM

En algunos experimentos se incluyeron ratones deficientes en GzmB y
Perf, ademas de wt y GzmA”, para evaluar el papel de los otros dos
componentes mas importantes de la exocitosis granular en el inicio y desarrollo
de CCR de origen inflamatorio. En estos estudios se indujo CAC con DSS/AOM

estas cepas y se compararon con ratones wt y GzmA™".

En un primer experimento se solo se evalud la severidad de la enfermedad
y la mortalidad. Como se observa en la figura 4.29A los ratones deficientes en
GzmA desarrollaron una enfermedad menos grave, con puntuaciones clinicas
significativamente mas bajas que los wt, deficientes en Perf y GzmB. También se
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pudo constatar que durante las primeras etapas de la enfermedad los ratones de
las cepas wt, Perf”” y GzmB” no presentaron diferencias en cuanto a la
severidad de la enfermedad. Sin embargo, en las etapas finales del desarrollo de
la enfermedad, los ratones deficientes en GzmB presentaron una puntuacion

clinica significativamente mas alta, en comparacion con todas las demas cepas.

Se constatd, ademas, que solo un 15 % de los GzmB™ sobrevivieron
después del tercer ciclo con DSS (Figura 4.29B). Este comportamiento fue
inusual porque en experimentos anteriores, donde se estudiaba el
comportamiento de los wt y GzmA™, las muertes ocurrian fundamentalmente
después del primer ciclo con DSS, coincidiendo con la fase de colitis aguda. No
obstante, la muerte del 85 % de los ratones deficientes en GzmB al final del
experimento, fue un resultado previsible porque estos animales carecen de los
efectos antitumorales promovidos por la GzmB (645), pero tienen el efecto

inflamatorio pro-tumoral atribuido en este estudio a la GzmaA.

Se realizd6 un segundo experimento, esta vez para evaluar el
comportamiento de los tumores y la produccién de citoquinas pro-infamatorias ex
vivo. En este no se incluyeron GzmB™ debido a su alta mortalidad en las etapas
finales del tratamiento y a que la severidad del procedimiento para esta cepa es
muy alta. Como se observa en la figura 4.30, los ratones deficientes en Perf
mostraron un comportamiento intermedio entre los wt y GzmA™ en cuanto a la
produccioén de citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a y la IL-6, asi como en
cuanto al dafio macroscoépico a nivel de colon, el nUmero de tumores por ratén y
la incidencia tumoral. Este resultado indica que la GzmA ejerce sus acciones
biolégicas de manera intracelular y extracelular. Los resultados obtenidos en
este experimento concuerdan con los obtenidos en otro estudio previo realizado
por Waldner et al, en el que se observé que los ratones Perf” desarrollaron
menos inflamacién y menor nimero de tumores que los wt, tratados ambos con
DSS/AOM (646). Durante la deficiencia de Perf se reduce la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias inducida por la GzmA, por lo tanto, disminuye la

accion pro-tumoral de la proteasa.
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Figura 4.29 Evaluacién de la puntuacion clinica y supervivencia en ratones tratados con
DSS/AOM. Se indujo CCR, en ratones wt y en ratones deficientes en GzmA, GzmB y Perf, como
se describe en los materiales y métodos. A, Se evalué la puntuacion clinica cada 1-2 dias. Los
datos se presentan como media + SEM de 8 (wt), 8 (GzmA™), 7 (GzmB™) y 7 (Perf”) réplicas
biologicas en 1 experimento. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA de dos
vias con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. B, se evalué la
supervivencia. Las curvas de supervivencia corresponden a 8 (wt), 8 (szA”'), 7 (szB"') y7
(Perf™) réplicas bioldgicas (ratones individuales) en 1 experimento. El andlisis estadistico se
realizé mediante la prueba de log-rank. * p <0,05.
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Figura 4.30 Evaluacién del dafio macroscépico y la produccién de citoquinas en explantes
de tejido de colon de ratones wt, GmzA™ y Perf” tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR, en
ratones wt y en ratones deficientes en GzmA y Perf, como se describe en los materiales y
meétodos. A, Se cultivaron muestras de tejido de colon (30 mg) durante 24 h, se recogi6 el
sobrenadante y se cuantificaron los niveles de IL-6 y TNF-a mediante ELISA, en el colon
proximal y distal. B, Puntuacion del dafio macroscopico a nivel de colon, nUmero de tumores e
incidencia de tumores. Los datos se presentan como media + SEM de 10 (wt), 7 (szA”') y9
(Perf"') réplicas biologicas en 1 experimento. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba
ANOVA de una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01.

4.2.13 La produccion de IL-6 y TNF-a inducida por GzmA extracelular
en macrofagos M1 incrementa la expresion de p-STAT3 vy p-NF-kB
en la linea celular de CCR MC38

La infiltracion de macré6fagos aumenta en pacientes con CCR y durante el
desarrollo del CCR inducido en ratones por DSS/AOM (647-649).
Especificamente, el porcentaje de macrofagos M1 presentes en la mucosa del
colon muestra un aumento marcado durante la transicion de displasia a
carcinoma con un aumento en la expresion de IL-6 (649), lo que sugiere que los
macrofagos M1 y la IL-6 juegan un papel importante durante carcinogénesis en
este modelo. Como se describié anteriormente, en este estudio observamos que

tanto en la colitis crénica inducida por DSS como en el CCR inducido por
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DSS/AOM, la produccién de IL-6 se redujo significativamente en animales GzmA”

" en comparacién con animales wt (Figura 4.18 y Figura 4.26).

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se analiz6 si la GzmA
extracelular era capaz de inducir la produccion de IL-6, u otras citoquinas
proinflamatrias, en macrofagos primarios. Para ello, se generaron macréfagos de
fenotipo M1 a partir de la médula 6sea de ratén y se estimularon con GzmA
recombinante activa o0 GzmA inactivada con serpinb6b, un inhibidor especifico de
GzmA de ratén que no afecta a otras Gzms (191). Como control positivo se
estimularon los macréfagos M1 con LPS de E. coli. Los resultados obtenidos
mostraron que la adicion de GzmA activa a macréfagos M1 aumentaba
significativamente la produccion de IL-6, en comparacion con los macréfagos no
estimulados. Mientras que la produccion de IL-6 inducida por GzmA se redujo
notablemente en presencia de serpinb6b, o cuando se us6 una forma inactiva de
GzmA, confirmando que se requiere actividad enzimatica extracelular de GzmA
para inducir la produccion de IL-6 por parte de los macréfagos M1. Ademas,
indica que este efecto no se debe a posibles contaminantes, por ejemplo LPS,
gue no se eliminan durante el proceso de purificacion. Ademas, se detectd

aumento de la produccion de TNF-a.

Por otro lado, se analiz6 como la GzmA estimulaba la produccion de IL-6
en macrofagos M1. Con este fin, se estudio si la inhibicion de la via NF-kB podria
bloguear la expresién de IL-6 inducida por GzmA. Utilizando el inhibidor
especifico de NF-kB, Celastrol, se obtuvo una completa inhibicion de la
produccion de IL-6 mediada por GzmA y por LPS, usado como control del

bloqueo de la produccién de citoquinas dependientes de NF-kB.

Teniendo en cuenta estos resultados, y el hecho de que se ha informado
que IL-6 promueve la proliferacion y activacion de p-STAT3 en células tumorales
de CCR (650), se decidié determinar si la produccion de IL-6 inducida por GzmA

en los macréfagos promovia la activacion de p-STAT3 en la linea celular MC-38.

Las células MC-38 se co-cultivaron con sobrenadante de macrofago
estimulado con GzmA recombinante de raton, sobrenadante de macrofago

estimulado con LPS o sobrenadante de macréfago no estimulado. Como control
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positivo, se afadieron 50 ng/ml de IL-6 de raton. Después de 15 minutos, las
células se lisaron y la expresion de p-STAT3 se analizé por inmunotransferencia.
Como se esperaba, la IL-6 aumento la expresion de p-STAT3. No se observé
esta sobrexpresion cuando las células se trataron con un anticuerpo anti-IL-6. De
manera similar, la estimulacion de células MC-38 con sobrenadante de
macrofagos previamente estimulados con GzmA activa recombinante de ratén
aumento la fosforilacion de STATS3, activacion que no ocurrié cuando se bloqued
la IL-6 presente en el sobrenadante usando un anticuerpo anti-IL-6 de ratén. Por
supuesto, no ocurrid lo mismo cuando se usoé el isotipo control. Finalmente, la
estimulacién de MC-38 con sobrenadante de macrofagos estimulados con LPS
de E. coli, un potente inductor de expresion de IL-6 en macrofagos, aumento la
expresion de p-STAT3 (Figura 4.31A). Es importante tener en cuenta que la
estimulacion directa de las células MC-38 con GzmA de raton recombinante no
aumentd la expresion de p-STAT3 (Figura 4.31B). Estos resultados se
correlacionan con nuestros hallazgos in vivo, ya que en ausencia de GzmaA, la
expresion de p-STAT3 se redujo en el tejido de colon de ratones tratados con
DSS/AOM (ver Figura 4.25A-B). Todos estos resultados indican que GzmA
puede promover CCR a través de la produccion crénica de IL-6 y posterior
activacion de STATS3.

También se estudid la expresion de p-NF-kB e IkBa en las células MC-38
lisadas y co-cultivadas con sobrenadante de macrofagos previamente expuestos
a varios estimulos. Como se observa en la figura 4.31D, la estimulacion de
células MC-38 con sobrenadante de macrofagos previamente estimulados con
GzmA activa de raton aumento la fosforilacion de NF-kB y disminuyd la
expresion de IkBa, inhibidor de la activacion de NF-kB. También se constato
que, la estimulacién de MC-38 con sobrenadante de macréfagos pre-estimulados
con LPS de E. coli, conducian a igual resultado. Es importante tener en cuenta
que, una vez mas, la estimulacion directa de las células MC-38 con GzmA de
ratbn recombinante no aumento la expresion de p-NF-kB, corroborando asi que
la GzmA podria actuar sobre macréfagos y otros tipos celulares, induciendo la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias, que luego activaran de forma

aberrante vias oncogénicas en células tumorales.
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Figura 4.31 El sobrenadante de macréfagos estimulado con GzmA de ratdn recombinante
(300 nM) promueve la activacion de STAT3 y NF-kB en la linea celular MC38. A y B,
Inmunotransferencia de células MC-38 incubadas con IL-6 de raton (50 ng/ml) o sobrenadante de
macroéfago estimulado con GzmA recombinante de ratén (300 nM) o sobrenadante de macréfago
estimulado con LPS (100 ng/ml). Se afiadieron como controles el sobrenadante de macréfagos
no estimulados, el sobrenadante de macréfagos estimulado con GzmA de ratén recombinante
mas anti-IL-6 o isotipo (BioXCell) y la GzmA de ratén recombinante (300nM). C, Los cambios en
la fosforilacién de STAT3 dependiente de IL-6 se evaluaron cuantificando las intensidades de las
bandas de p-STAT3 y comparando con las intensidades de las bandas de (-actina como control
de carga, con la ayuda del software ImageJ. D, Inmunotransferencia de células MC-38 con los
anticuerpos anti-NF-kB y anti-lkBa. Las células fueron incubadas con IL-6 de raton (50 ng/ml) o
sobrenadante de macréfago estimulado con GzmA de ratén recombinante (300 nM) o
sobrenadante de macréfago estimulado con LPS (100 ng/ml). Se afladieron como controles el
sobrenadante de macréfagos no estimulados y la GzmA de raton recombinante (300nM).

4.2.14 Estudio de la inhibicion in vivo de la IL-6 y del TNF-a durante
el CAC inducido por DSS/AOM

Una vez demostrado que, in vitro, la IL-6 producida por los macrofagos de
fenotipo M1 previamente estimulados con GzmA, promovia la activacion de
STAT3 en células CCR, ademas, que este hallazgo se correlacionaba con
niveles reducidos de p-STAT3 en el colon de animales deficientes en GzmA
tratados con DSS/AOM (al compararlos con los niveles de expresion en ratones
wt tratados de igual manera), se decidid estudiar el papel de la inhibicion de IL-6
in vivo, en ratones wt y deficientes en GzmA. Para ello se administraron 6 dosis

de un anticuerpo anti-IL-6, o el isotipo correspondiente, cada 72 h desde el dia
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35 al 50 de iniciado el tratamiento con DSS/AOM. El sacrificio se realizo el dia
56. Se decidié administrar el anticuerpo, o su isotipo, en este momento del
tratamiento porque segun nuestros resultados previos este es el periodo de
tiempo en que comienzan a verse macroscopicamente los tumores. Los
resultaron, presentados en la figura 4.32, mostraron que los ratones wt tratados
con anti-IL-6 presentaron disminucion del dafio visible en el colon a nivel
macroscopico con respecto a los tratados con el isotipo control. También hubo
reduccion en el nUmero de tumores por raton y en la incidencia de tumores. Por
su parte, los ratones deficientes en GzmA tratados con anti-IL-6 solo mejoraron
en cuanto al nimero de tumores por ratdn, sin afectarse la puntuacion del dafio a

nivel macroscopico en el colon, ni la incidencia de tumores.
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Figura 4.32 Papel del bloqueo temprano de la IL-6 en carcinogénesis de colon en ratones
wt y def|C|entes en GzmA tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones macho wt y
GzmA™ como se describe en los materiales y métodos. Desde el dia 35 hasta el dia 50, se trato
a un grupo de ratones con seis dosis (i.p a 200 pg/ratén) de un anticuerpo anti-IL-6 o0 su isotipo
control (Bioxcell). Los ratones se sacrificaron a dia 56. A, Descripcion esquematica de la
administracion del anti-IL-6 o isotipo control. B, Puntuacion del dafio macroscoépico a nivel de
colon. C, Cuantificacion el nimero de tumores por ratén, asi como la incidencia de tumores Los
datos se representan como media £+ SEM de 10 (wt+anti-IL-6), 10 (wt+Isotipo), 13 (szA “+anti-
IL-6) y 12 (GzmA™+Isotipo) réplicas bioldgicas en dos experimentos independientes. El analisis
estadistico se realizé mediante t-test no pareado. * p <0,05.
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Con el objetivo de estudiar el efecto del bloqueo de IL-6 cuando ya los
tumores estan formados, se realizé otro experimento en el que se administro el
anticuerpo anti-IL-6, y el isotipo control, a partir del dia 56 de iniciado el
tratamiento. Los resultados mostraron que, tanto la puntuacion del dafio
macroscopico a nivel de colon, como el namero de tumores por raton,
disminuyeron en los wt tratados con anti-IL-6, de manera similar a lo que ocurrié
usando el anterior esquema de tratamiento. Sin embargo, la incidencia de
tumores fue la misma (del 100 %) en ratones wt tratados con anti-IL-6 o con el
isotipo control (Figura 4.33).

En el caso de los ratones deficientes en GzmA se constatd que, a
diferencia de lo que ocurrio con el anterior esquema de tratamiento, tanto el dafio
macroscopico a nivel del colon, como el nimero de tumores por raton, o la
incidencia de tumores, empeoré en los tratados con el anticuerpo anti-IL-6 con
respecto a los tratados con el isotipo control. Este resultado sugiere que en esta
etapa del desarrollo del tumor es necesaria la existencia de cierta produccion de
IL-6 para ejercer una correcta inmunovigilancia y que, al igual que sucede con
otras citoquinas, la contribucion neta de la IL-6 al CCR puede estar determinada
por el momento de su secrecion o por el tipo de células inmunitarias que la

secretan.
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Figura 4.33 Papel del bloqueo tardio de la IL-6 en carcinogénesis de colon en ratones wt y
deficientes en GzmA tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones macho wt y GzmA™
como se describe en los materiales y métodos. Desde el dia 56 (final del experimento) hasta el
dia 64, se traté a un grupo de ratones con cinco dosis (i.p a 200 pg/ratén) de un anticuerpo anti-
IL-6 o su isotipo control (Bioxcell). Los ratones se sacrificaron a dia 70. A, Descripcion
esquematica de la administracion del anti-IL-6 o isotipo control. B, Puntuacion del dafio
macroscopico a nivel de colon. C, Cuantificacion el nimero de tumores por ratén, asi como la
incidencia de tumores. Los datos se representan como media + SEM de 5 réplicas biolégicas
(ratones individuales para cada tratamiento) en un experimento. El analisis estadistico se realiz6
mediante t-test no pareado. ** p <0,01.

Como se ha mostrado, en este estudio se encontr6 que durante el
tratamiento con DSS/AOM, la producciéon de TNF-a. aumentaba en el cultivo de
explantes de tejido de colon de ratones wt y GzmA™, al compararlos con sus
respectivos ratones control no tratados. También se constatdé que entre ambas
cepas en estudio habia diferencias significativas, siendo mayor la producciéon de
TNF-a en los ratones wt al compararlos con los GzmA™ tratados de igual forma.
Previamente, en un estudio realizado por Popivanova et al, se demostro que, el
bloqgueo de TNF-a con la administracion de Enbrel (etanercept) a ratones wt,
después del tratamiento con DSS/AOM, se reducia notablemente el nimero y el
tamafo de los tumores y la infiltracion coldnica por neutrofilos y macrofagos

(411), identificandose asi al TNF-a como un mediador crucial del inicio y la
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progresion de la carcinogénesis de colon asociada a la colitis, lo que ademas

sugirié que el bloqueo de TNF-a podria ser util en el tratamiento CAC.

Para profundizar en el papel del TNF-a en la carcinogénesis colorrectal
mediada por GzmA en el modelo DSS/AOM, se bloque6 el TNF-a en ratones wt
y ratones GzmA™", posteriormente a la administracion de DSS/AOM. Para ello se
uso el Enbrel, un receptor sefiuelo del TNF-a, que se une a la proteina con alta
afinidad, impidiendo la unién de esta a su receptor en la célula diana. Como se
muestra en la figura 4.34, la reduccion del desarrollo de CCR (numero de
tumores/ratén e incidenciatumoral) en animales GzmA™ tratados con PBS
(vehiculo), fue similar a la observada en ratones wt tratados con el Enbrel. Este
resultado apoya la relevancia de GzmA en esta patologia. Ademas, se pudo
constatar que al tratar a los ratones deficientes en GzmA con Enbrel también
disminuia la incidencia y el nUmero de tumores por raton, lo que indica que no es
exclusivo de la GzmA la capacidad para favorecer la produccion de TNF-a en
este modelo in vivo, aunque en este estudio ha quedado demostrado la
importancia de la proteasa en la induccion de la produccion de citoquinas pro-

inflamatorias como el TNF-a.
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Figura 4.34 El antagonista del TNF-a, Enbrel, disminuye la carcinogénesis de colon en
ratones wt y deficientes en GzmA tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones macho
wt y GzmA” como se describe en los materiales y métodos. Desde el dia 56 (final del
experimento) hasta el dia 60, se tratd a un grupo de ratones con cinco dosis (i.p a 5 mg/kg de
peso) del antagonista especifico de TNF-a humano, Enbrel (etanercept). A los controles se les
administré PBS. Los ratones se sacrificaron a dia 67. Se cuantifico el nimero de tumores por
raton, asi como la incidencia de tumores. Los datos se representan como media + SEM de al
menos 8 réplicas biolégicas (ratones individuales) en un experimento.
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4.2.15 Estudio del papel de la inhibicion terapéutica in vivo de la
GzmA durante el CAC inducido por DSS/AOM

Una vez evaluado el papel de la GzmA en el inicio y desarrollo del CAC, se
decidio analizar si la inhibicion de GzmA en ratones wt, una vez que el proceso
tumorigénico se habia iniciado, atenuaria la inflamacién y evitaria el desarrollo
de CCR. Para llevar a cabo este objetivo se trataron ratones wt con un inhibidor
especifico de la GzmA de ratén, el serpinb6b (191). El tratamiento se administro
a los 35 dias después de haber iniciado el tratamiento con DSS/AOM, momento
en el que ya habia comenzado la transformacion de células epiteliales y la
displasia de colon. Como se muestra en la figura 4.35A, los niveles de las
citoquinas IL-6 y TNF-a, en sobrenadantes de cultivos de explantes de colon, se
redujeron significativamente al tratar ratones wt con serpinb6b, tanto en el colon
distal como en el proximal, lo que confirma que la inhibicibn de GzmA
extracelular atenua la inflamacion en los animales tratados con DSS/AOM. En
comparacién con los ratones tratados con serpinb6b inactivada con tripsina, los
animales tratados con serpinb6b activa mostraron dafio reducido en el colon, a
nivel macroscépico, de una manera similar a los ratones GzmA” (Figura 4.35B).
Por otro lado, el tratamiento con serpinb6b activa también redujo
significativamente la incidencia y el nimero de tumores en ratones wt tratados
con DSS/AOM (Figura 4.35B), lo que confirma que la inhibicién terapéutica de
GzmA extracelular reduce el CCR de origen inflamatorio. Es importante recalcar
que el tratamiento de ratones GzmA” con serpinb6b no tuvo ningln efecto
adicional sobre el desarrollo de CCR, lo que confirma la selectividad de este
inhibidor.
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Figura 4.35 El Serpinb6b, inhibidor selectivo de GzmA, reduce el CCR y la inflamacién del
colon en ratones wt tratados con DSS/AOM. Se indujo CCR en ratones wt y en ratones GzmA
" como se describe en los materiales y métodos. A partir del dia 35, un grupo de ratones fueron
tratados con cinco dosis de serpinb6b (20 pg iv) cada dos dias. Como control, un grupo de
ratones se traté con sepinb6b previamente inactivado con tripsina. A, Se cultivaron muestras de
tejido de colon (30 mg) durante 24 h, se recogi6 el sobrenadante y se cuantificaron los niveles de
IL-6 y TNF-a mediante ELISA, en el colon proximal y distal. Los datos se presentan como media
+ SEM de al menos 10 réplicas biolégicas realizadas en 3 experimentos independientes. El
analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de una via con la prueba posterior de
Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. B, Puntuacion del dafio macroscopico a nivel de
colon, nimero de tumores e incidencia de tumores. Los datos se presentan como media + SEM
de 11 (wt), 11 (szA”'), 13 (wt+serpinb6b) y 14 (szA"'+serpinb6b) réplicas bioldgicas
realizadas en 3 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba ANOVA de una via con la prueba posterior de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001.

4.2.16 Correlacion positiva entre expresion de GZMA e inflamacion
en muestras humanas de CCR

Durante el transcurso de este estudio, y con el objetivo de validar los
resultados observados en el modelo murino en muestras humanas, se realizé el
analisis de la expresion de mRNA en 98 muestras de pacientes con CCR en
etapa 2 sometidos a cirugia (en adelante Colonomics). El trabajo se llevo a cabo
en colaboracién con Instituto Catalan de Oncologia (ICO) y el Instituto de
Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL). Los datos transcriptomicos se
usaron para analizar si la expresion de GZMs se correlacionaba con las vias
involucradas en CCR, enfocandose en las GZMA y GZMB. Primero, se realizé un

190



Resultados y Discusion

analisis de enriquecimiento de un conjunto de genes (GSEA, del inglés “Gene
Set Enrichment Analysis”) para encontrar las vias y funciones celulares
relacionadas con la expresion de GZMA y GZMB. Se comprob6 que la GZMA se
co-expresO con genes relacionados con vias inflamatorias, como respuesta a
interferén y y a, la sefalizacion de IL-2, TNF-a (via NF-kB), IL-6 (via STAT3) y
otras, lo que sugiere un papel en dichas funciones. Ademas, de acuerdo con
nuestros resultados, se detectd co-expresion con genes implicados en la EMT.
Sin embargo, la GZMB se co-expresé con genes relacionados principalmente
con el ciclo celular, como el punto de control G2M.

En base a estos resultados, se calcul6 la puntuacion de inflamacion para
cada muestra de Colonomics (Figura 4.36A) y también para un conjunto de datos
provenientes de otra base de datos (en adelante GSE39582), esta vez
provenientes de 566 muestras de CCR humano (Figura 4.36B). Se observo una
correlacion positiva altamente significativa entre la puntuacion de inflamacion y la
expresion de GZMA en ambos conjuntos de datos. Por el contrario, no se
observé correlacion entre la puntuacion inflamatoria y la expresion de GZMB, lo
que sugiere que la expresion de GZMA no fue una consecuencia de la activacion
de la respuesta inmune, lo que apoya el papel de GzmA en la regulacion de la

inflamacién en humanos.

Para evaluar si la correlacion entre la expresion de GZMA e inflamacion
estaba restringida a un determinado subtipo molecular de CCR (CMSs), se
repitié el andlisis teniendo en cuenta la clasificacion (segun CMSs) de cada una
de las muestras de ambos conjuntos de datos. Como se observa en la figura
4.36C y D, la correlacion fue significativamente positiva en todos los grupos de
CMSs en ambos conjuntos de datos, con la excepcion de CMS1 en Colonomics,
probablemente debido al bajo nimero de muestras, lo que confirma que la
presencia de GZMA se correlaciona con el estado inflamatorio en todos los

subtipos moleculares de cancer de colon.

La expresion de GZMA no se correlacion6 con el pronostico (hasta la
recurrencia del tumor) en la cohorte de Colonomics. Sin embargo, debe indicarse

agui que la cohorte de Colonomics solo incluye pacientes en estadio 2, que en
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Su mayoria se recuperan después de la cirugia, siendo la tasa de recurrencia

muy baja (alrededor del 20%).
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Figura 4.36A-B La expresion de GZMA se correlaciona positivamente con la puntuaciéon de
inflamacion en muestras humanas independientemente de su subtipo molecular. Los
niveles de mMRNA de GZMA estan altamente correlacionados con la puntuacién de inflamacion en
las bases de datos de Colonomics (A) y GSE39582 (B). Por el contrario, los niveles de mRNA de
GZMB no estan correlacionados con la puntuacion de inflamacién (A y B). En todas las gréficas,
se representan el valor del coeficiente de correlacion de Spearman (rho), el valor p de correlacién

y los coeficientes R’ Las lineas de regresion lineal se representan en discontinuo.
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Figura 4.36C-D La expresion de GZMA se correlaciona positivamente con la puntuaciéon de
inflamacion en muestras humanas independientemente de su subtipo molecular. Los
gréficos muestran la correlacion entre el nivel de expresion de GZMA (eje x) y la puntuacion de
inflamacion, teniendo en cuenta la clasificacion segun el CMSs, en las bases de datos de
Colonomics (C) y GSE39582 (D). En todas las gréaficas, se representan el valor del coeficiente de
correlacién de Spearman (rho), el valor p de correlacion y los coeficientes R2. Las lineas de
regresion lineal se representan en discontinuo.

4.2.17 Discusion

La respuesta inmune inflamatoria del huésped es un paso critico para
activar los mecanismos de inmunovigilancia contra el cancer, responsables de la
eliminacion de las células transformadas y la prevencién de la progresion
tumoral. Sin embargo, si no se regula adecuadamente, los mismos mecanismos
involucrados en la defensa del huésped pueden promover el desarrollo y la
progresion del cancer, asi como la resistencia al tratamiento; EI CCR es el mejor
ejemplo de estas dos funciones opuestas de la respuesta inmune inflamatoria
(387, 651). En la actualidad, el CCR es una de las principales causas de muerte
por cancer, ya que no existe suficiente arsenal terapéutico para tratar la
enfermedad de manera segura y efectiva. La mayoria de los pacientes, en los
que el cancer no se puede eliminar de manera eficiente mediante cirugia,

mueren.
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La GzmA, es una proteina que pertenece a la familia de las serina
proteasas, tradicionalmente reconocidas como agentes antitumorales y
antiinfecciosos debido a su capacidad para desencadenar la muerte celular en
las células diana in vitro. Contradiciendo a esta aseveracion, en este trabajo se
ha encontrado que la GzmA no es un factor protector durante el CAC, sino que,
por el contrario, se comporta como un factor pro-tumorigénico, desempefiando
un papel critico en la regulacion de la inflamacion intestinal, tanto cronica como
aguda, y en el desarrollo del CCR, hallazgo este que abre nuevas oportunidades
terapéuticas para el tratamiento del CCR. EIl efecto pro-tumoral atribuido a la
proteasa parece estar relacionado con la capacidad de la GzmA extracelular
para promover la produccion de IL-6 en macrofagos por un mecanismo
dependiente de NF-kB vy, posteriormente, la activacion de STAT3 en células de
CCR. De hecho, aunque se ha demostrado que varias moléculas inflamatorias
modulan las diferentes etapas de la transformacién de células epiteliales y el
desarrollo de CCR, nuestros datos, tanto in vitro como in vivo, indican que la IL-6
inducida por GzmA es clave en la capacidad de la proteasa para promover la
activacion de sefales pro-tumorigénicas como p-STAT3 durante el desarrollo de
CCR. La activacion de STAT3 induciria la expresiéon de genes antiapoptoticos,
como Bcl-2 o Bcl-xL, ademas de genes proliferativos como la ciclina D1 o c-Myc,
y VEGF, que es un potente factor proangiogénico (396, 399). STAT3 activado
también puede inducir una activacion prolongada de NF-kB, aspecto este muy
importante en la patogénesis del CAC, ya que estos dos factores de
transcripcidon activan los genes necesarios en cada paso del desarrollo del
cancer (394, 397). Esto ultimo podria explicar, en parte, la razén por la cual el
sobrenadante de macrofagos previamente estimulado con GzmA activa, también
provocd la activacion de NF-kB en la linea celular de CCR murino MC38,
ademas del hecho de que en dicho sobrenadante de macrofagos, previamente
estimulado con GzmA activa, también se detectd produccidon incrementada de

TNF-a, potente activador del factor de transcripcion NF-kB (410).

El anélisis de muestras de CCR de pacientes humanos revela una estrecha

correlacion entre la expresion de GZMA y la puntuacién inflamatoria, lo que
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refuerza el papel de GzmA en la regulacion de la inflamacion intestinal durante el
CCR.

Es importante destacar que las conclusiones obtenidas al estudiar animales
deficientes en GzmA se confirmaron mediante el empleo de un inhibidor
extracelular de GzmA (serpinb6b) en ratones wt, negando el argumento de que
la proteccion constatada en ausencia de GzmA esta relacionada con la
presencia de un fenotipo colénico diferente, con respecto a los ratones wt, que
podria conducir a un efecto protector frente a la inflamacion inducida por el DSS.
Para fortalecer esta conclusion, se demostré que la composicion de microbiota,
los niveles de citoquinas inflamatorias y la permeabilidad intestinal en estado

basal son idénticos en los ratones wt y los ratones GzmA™".

La GzmA no es el primer miembro de la familia Gzms estudiado durante el
CCR inflamatorio, ya que en estudios anteriores se evalu6 el papel de la GzmM
en el modelo DSS/AOM, constatdndose que, en ausencia de GzmM empeoraba
la colitis y el CCR (652). Esta ha sido la primera vez que se ha demostrado que
una granzima, en este caso la GzmA, modula la inflamacion intestinal y
promueve el desarrollo del CCR. Ademas, es el primer miembro en esta familia

cuya inactivacion mejora la colitis y el desarrollo de CCR.

El papel de la inflamacién ha sido ampliamente estudiado durante el
desarrollo del tumor, aunque los mecanismos moleculares involucrados aun no
se han esclarecido por completo. El equilibrio entre los efectos beneficiosos y
perjudiciales de la inflamacion (proteccibn del huésped contra
desarrollo/progresion tumoral) no se ha elucidado bien. De hecho, la mayoria de
las moléculas identificadas como factores inflamatorios pro-tumorales también
estan criticamente involucradas en la proteccién llevada a cabo por el sistema
inmune, con la notable excepcion de la via COX-2/PGE2. Por lo tanto, la
manipulacion eficiente de la inflamacion es dificil de lograr durante el tratamiento
contra el cancer sin correr el riesgo de efectos adversos, incluidas infecciones
oportunistas graves (576, 653). Otros grupos han demostrado con anterioridad
que los ratones GzmA” eliminan eficazmente las infecciones virales y
bacterianas experimentales, asi como los tumores (30, 75, 150). Por lo tanto, la
inactivacion o bloqueo de la GzmA no deberia predisponer a efectos secundarios
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importantes, como infeccibn y aparicion de cancer, a diferencia de otros
farmacos antiinflamatorios comunmente utilizados, como bloqueadores de IL-6 o
TNF-a (576, 653). Precisamente, en el presente estudio se demostrdo que el
bloqueo de IL-6, en las etapas finales del desarrollo tumoral, empeoraba
inflamacion, asi como el comportamiento de los tumores en los ratones
deficientes en GzmA, demostrandose la importancia de la IL-6 en reparacion de
la mucosa epitelial intestinal y en el control de la inflamacion y del desarrollo
tumoral, lo que reitera la necesidad de buscar nuevas dianas terapéuticas que

permitan tratar el CCR con una relacion beneficio/riesgo mayor.

Este estudio es el primero en identificar a la GzmA como un obijetivo
potencial para tratar el CCR. Se han encontrado previamente altos niveles de
linfocitos infiltrantes que expresan GZMA en humanos con UC (154).
Recientemente se ha demostrado que, los pacientes que expresan altos niveles
de GzmA en células CD4+ integrina-aE+, tuvieron una mejor respuesta a la
inmunoterapia antiinflamatoria con un anticuerpo monoclonal contra la subunidad
B7 de integrina (Etrolizumab) (156). A pesar de estos estudios, no se habia
explorado la contribucién de GzmA en la modulacién de la inflamacién intestinal
y el riesgo de desarrollo de CCR. En el presente trabajo encontramos que los
linfocitos convencionales T CD8+/CD3+, los linfocitos CD8ao+ y las células
ILC1/NK, aumentan en el tejido intestinal de los ratones tratados con DSS/AOM.
Sin embargo, en contraste con los estudios mencionados anteriormente, la
expresion de GzmA se asocio principalmente con linfocitos T CD8+, células NK 'y
NKT, pero no con células T CD4+. No ha habido estudios previos que
investiguen la expresion de GzmA en diferentes subtipos de IELs de pacientes
con CCR.

En concordancia con los resultados obtenidos en el modelo murino
DSS/AOM, se encontrd una clara correlacion entre la expresion de GZMA y la
inflamacion en dos conjuntos de datos independientes que incluyen diferentes
caracteristicas clinicas y moleculares de tumores colorrectales humanos. No se
observd tal correlacion entre la expresion de GZMB vy la inflamacion. Aunque
esto no implica necesariamente un papel causal de la expresién de GZMA en la

inflamacion, los resultados combinados en modelos humanos y de ratdn
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sugieren ampliamente un papel para GzmA en la regulacion de la inflamacion
durante el CCR.

Para comprender el mecanismo pro-tumoral activado por GzmA vy, por lo
tanto, abordar desde el punto de vista terapéutico a esta enzima, es clave la
ubicacion de su accion pro-inflamatoria. Especificamente, es imprescindible
establecer si la inflamacion inducida por GzmA requiere de su accion intracelular
mediada por la Perf, o si puede desencadenar sus efectos desde el espacio
extracelular. Aqui se ha demostrado que la GzmA activa esta presente en el
sobrenadante de los cultivos, ex vivo, de explantes de tejido de colon, y que la
inactivacion in vivo de la GzmA, por el serpinb6b exdgeno, reduce la inflamacién
y la incidencia de CCR. Ademas, se esclarecié que la GzmA activa extracelular
induce la expresion de IL-6 en macrofagos M1, células del sistema inmune
implicadas en el CCR en humanos (654) y en ratones tratados con DSS/AOM
(649). También que este proceso fue inhibido al inactivar NF-kB, usando el
Celastrol. Apoyando los datos obtenidos en ratones, previamente se encontr@
que la GzmA activa extracelular induce la generacion de IL-6 en macréfagos
humanos no activados (133), aunque los mecanismos subyacentes a este
proceso son desconocidos. Por lo tanto, todos los datos que se obtuvieron
indican que la GzmA ejerce su funcién proinflamatoria y cancerigena,
fundamentalmente, desde el espacio extracelular. Cuando se aplico el
tratamiento DSS/AOM a ratones deficientes en Perf, estos tuvieron un
comportamiento similar a los ratones wt, en cuanto a la severidad de la
enfermedad y la supervivencia. Sin embargo, mostraron un comportamiento
intermedio entre los ratones wt y GzmA™, en cuanto a la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, asi como en cuanto al dafio macroscopico a nivel de
colon, el nimero de tumores por raton y la incidencia tumoral, lo que en parte
concuerda con lo obtenido en un estudio previo realizado por Waldner et al
(646). Este resultado indicaria que no se pueden descartar del todo acciones
pro-tumorales intracelulares para la GzmA, lo que no necesariamente contradice
nuestros hallazgos. A pesar de la relevancia de la Perf, sus funciones
moleculares y celulares, asi como las bases de su interaccion con las Gzms,

siguen siendo poco conocidas (30). Las consecuencias de la deficiencia de Perf
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podrian sesgar las poblaciones de células inmunes, como ocurre en la
linfohistiocitosis hemofagocitica familiar (FHL), y/o la accién de otras Gzms (33,
655-658).

En resumen, la GzmA contribuye al desarrollo de CCR in vivo a través de la
regulacion de la respuesta inflamatoria intestinal, mediante mecanismos que
sostienen la perpetuacion de un microambiente inflamatorio, probablemente por
su accion sobre los macrofagos intestinales. Este microambiente inflamatorio
facilitaria el desarrollo, la progresién y la perpetuacién del CCR. Nuestros datos
muestran claramente que la ausencia de la proteasa reduce significativamente la
gravedad de la enfermedad y disminuye la incidencia de tumores, asi como la
cantidad y el tamafo de los tumores. Finalmente, hemos demostrado que la
inhibicibn de GzmA extracelular por serpinb6b reduce el dafio del colon, los
niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a, asi como el numero e
incidencia de tumores. Nuestros hallazgos sugieren que el desarrollo de
inhibidores efectivos y especificos de GzmA podria tener un efecto beneficioso
para el tratamiento de la inflamacion intestinal y el desarrollo de CCR de una
manera mas selectiva y segura que otras terapias comunmente utilizadas en el

tratamiento de estas enfermedades.
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5- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten destacar las siguientes

conclusiones:

1.

La deficiencia de GzmA atenla la severidad de la artritis inducida por

coladgeno in vivo, a nivel macroscopico e histoldgico.

. La disminucion de la severidad de la AR en los ratones deficientes en

GzmA se acompana de una menor produccion de citoquinas
proinflamatorias, en el suero y en el cultivo in vitro de ganglios

linfaticos, con relevancia en la patologia tales como TNF-a e IL17A.

. Los niveles de GzmA se incrementan en el suero y articulaciones de

ratones wt con CIA. Este comportamiento se corresponde a lo

encontrado en humanos con AR.

. Durante la CIA la generacién de la respuesta de células B frente al

colageno, estd regulada por la presencia de GzmA. La proteccion
observada durante la deficiencia de GzmA no se debe a la generacion de

células T menos activas.

. In vivo, la expresion de osteoclastos (OCs) esta reducida en ausencia

de GzmA durante CIA.

. In vitro, la GzmA induce la formacion y maduraciéon de OCs induciendo a

los precursores de estas células a expresar y secretar TNF-o. Este

proceso no es inhibido por el receptor sefiuelo de RANKL, la OPG.

. La expresion de mRNA de GZMA, asi como los niveles de GzmA activa,

estan incrementados en el cultivo de explantes de tejido de colon de

ratones wt durante el tratamiento con DSS y DSS/AOM.

. La ausencia de GzmA disminuye la severidad de la colitis, crénica y

aguda, inducida por DSS, asi como el dafo macroscépico e histoldgico a

nivel intestinal.

. La ausencia de GzmA aumenta la supervivencia en los ratones durante

la etapa aguda de la colitis inducida por DSS.

10. La disminucion de la severidad y aumento de la supervivencia en los

ratones deficientes en GzmA tratados con DSS se acompafa de una
menor produccion de citoquinas proinflamatorias, a nivel intestinal,
importantes en la fisiopatologia de la enfermedad, tales como IL-6 y
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TNF-a. Ademads, en estos ratones se observd un aumento de la
produccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10.

11. In vivo, las células NK/ILC1, las células NKT vy las células T CD8+ son
las principales IELs productoras de GzmA durante el tratamiento con
DSS/AQOM.

12. In vivo, la ausencia de GzmA disminuye la severidad del CCR de origen
inflamatorio, asi como el dano macroscopico e histolégico a nivel
intestinal.

13. Durante la ausencia de GzmA disminuyen la incidencia de tumores, el
numero de tumores por raton y el tamafio de los tumores macroscépicos
gue se desarrollan. Ademas, la GzmA desempeina un papel critico en la
transiciéon de un epitelio sano a carcinoma, estando implicada en la EMT
y la proliferaciéon celular.

14. La disminuciéon de la incidencia, nimero y tamano de los tumores
durante la ausencia de GzmA se acompafa de una menor produccion de
citoquinas proinflamatorias, a nivel intestinal, importantes en la
fisiopatologia de la enfermedad, tales como IL-6 y TNF-a, asi como una
menor actividad de la via inflamatoria COX-2/PGE2. Ademas, hubo
aumento de la produccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10.

15. In vitro, la produccién de IL-6 inducida por GzmA activa en macréfagos
M1, promueve la activacion de STAT3 en células de CCR.

16. In vivo, en condiciones basales, la composicién de la microbiota, los
niveles de citoquinas proinflamatorias y la permeabilidad intestinal son
idénticos en los ratones wt y los ratones deficientes en GzmaA.

17.La GzmA ejerce sus acciones proinflamatorias y protumorales
fundamentalmente de manera extracelular, pero no se puede descartar
las acciones intracelulares de la proteasa.

18. La inhibicién selectiva de GzmA extracelular, con serpinb6b, atenuda la
inflamacioén y el desarrollo de CCR.

19. Existe correlacidn significativa entre la expresién de mRNA de GZMA y

la puntuacion inflamatoria en muestras de CCR de pacientes humanos.
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