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RESUMEN

Foxp3 es un marcador clave para identificacion y funcién células T reguladoras,
ademas su expresion se ha observado en diferentes lineas celulares de cancer. El
objetivo de este estudio fue determinar si la expresion de Foxp3 en células de melanoma
murino actia como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune tumoral,
modificando citocinas involucradas en la fase de inmunoedicion de cancer y
promoviendo la generacion de células Treg. En este estudio se determind por primera
vez la expresion de Foxp3 en las células melanoma murino B16F10 wt, y disefiamos
RNA de interferencia en contra de Foxp3, ademas de analizar la expresion de CD25 y
produccion de IL-2, INF-y, TGF-f e IL-10 para determinar su papel in vitro. Para la
evaluacion del efecto de Foxp3 durante el desarrollo tumoral in vivo, se establecid una
linea celular con silenciamiento de Foxp3 la cudl identificamos como B16F10.DMH1 y
se montaron dos modelos de melanoma murino, uno inducido con células B16F10 wt y
otro inducido con células BI6F10.DMHI, y se analiz6 progresion tumoral, produccion
de citocinas, expresion de CD25, Foxp3 y poblaciones celulares CD4", CD4'CD25" y
CD4'CD25Foxp3" en TIL’s y células de bazo. Nuestros resultados in vitro demuestran
que las células B16F10 wr expresan Foxp3 a nivel de RNAm y proteina, y su
localizacion celular es principalmente perinuclear, ademas se encontr6é que estas células
expresan CD25, y una produccion de citocinas del tipo INF-y, TGF-f, IL-10 e IL-2. Se
encontrd que la expresion de Foxp3 afecta la proliferacion en células BI16F10,
encontrando una correlacion positiva entre la expresion de Foxp3, CD25 e IL-2. In vivo,
el silenciamiento de Foxp3 en las células B16F10.DMHI1 afectd el desarrollo del
melanoma incrementando el tiempo de aparicion de tumor, sobrevida y disminuyendo el
peso de los tumores, encontrando una correlacion positiva entre Foxp3, CD25, IL-2 e
IL-10 y negativa con la produccion de IFN-y, ademds se determind que Foxp3
intratumoral estd correlacionado con la expresion y presencia de células Treg con
fenotipo CD4'CD25 Foxp3” en el microambiente tumoral y con una disminucion de
células T CD4" a nivel periférico, sin afectar a linfocitos T activados (CD4 CD25").
Estos datos sugieren que Foxp3, participa en el desarrollo de la tumorogénesis en
melanoma murino in vitro € in vivo, con la capacidad de modular a citocinas, moléculas
involucradas en el desarrollo tumoral, asi como poblaciones celulares con fenotipo

regulador en el tumor, pero no en periferia.
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ABSTRACT

Foxp3 is a key marker for identification and function of regulatory T cells, but
its expression has been demonstrated in many tumor cell lines. The aim of this study
was to determine if the Foxp3 expression in murine melanoma cells acts as a
mechanism of tumor escape to evade of immune system responses, modifying
cytokines involved in cancer immunoediting and promoting the generation of
regulatory T cells. We determine for the first time the Foxp3 expression in B16F10
murine melanoma cells and constructed RNA's interferences against the Foxp3
gene, furthermore analyzed the CD25 expression and cytokines production of IL-2,
INF-y, TGF- and IL-10 to determine their role in vitro. To evaluate the Foxp3
expression effect during tumor growth in vivo, was established a cell line with
silencing of Foxp3 expression identified as BI6F10.DMH1 and were mounted two
murine melanoma models; induced with B16F10 wt and B16F10.DMHI1 cells and
evaluated the tumor progression, cytokines production, CD25 expression and the
percentage of T CD4", CD4'CD25" and CD4'CD25 Foxp3" cells. The results in
vitro shown the Foxp3 expression at RNAm and protein level in B16F10 cells and
the cellular localization was found perinuclear, furthermore we found the CD25
expression and cytokines production of INF-y, TGF-f, IL-10 and IL-2 in B16F10 wt
cells, we found that Foxp3 expression affect the cellular proliferation, CD25
expression and IL-2 production determining a positive correlation between Foxp3,
CD25 and IL-2. In vivo, the Foxp3 silencing in BI6F10.DMHI1 cells affected the
melanoma growth increasing the time of tumor appearance, survival and decreasing
the tumors weight, founding a positive correlation between Foxp3, CD25, IL-2, IL-
10 and negative with IFN-y, furthermore found that intratumoral Foxp3 is correlated
with the expression and presence of regulatory T cells with a regulator phenotype
CD4'CD25'FOXP3" in the tumor microenvironment and with a decreasing of
lymphocytes T CD4" in periphery without affecting activated T cells (CD4 CD25").
This data suggest the participation of Foxp3 in tumorogenesis in murine melanoma
in vitro and in vivo modulating cytokines, molecules involved in the tumor growth
and cellular populations with a regulator phenotype in the tumor, but not in

periphery.
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1. INTRODUCCION

El céncer se caracteriza por el crecimiento sin control de células anormales en
nuestro cuerpo. Es considerada la segunda causa de muerte a nivel mundial después de
enfermedades cardiovasculares, sin embargo, la incidencia y mortalidad por estas
enfermedades van en descenso, mientras que el desarrollo del cancer va en incremento.
El cancer de piel es el tipo de cdncer méas comun en los Estados Unidos, considerandose
la tercer malignidad mas comun, registrando de 2 a 3 millones de casos anualmente a
nivel mundial. El cancer de piel puede dividirse segun su origen celular en
melanomatoso y no melanomatoso, representando el melanoma, el tipo de cancer de piel
con una elevada mortalidad relativa en comparacion con el cancer de piel no
melanomatoso. El Melanoma es considerado uno de los cdnceres mas agresivos y
resistente a tratamientos de los cdnceres humanos. La incidencia del melanoma es
considerada tres veces mayor en la poblacién blanca en los ultimos 20 afios, con un
estimado de 8650 muertes atribuidas a esta neoplasia en el 2009 (5550 hombres y 3100
mujeres). Sin embargo, a pesar de la explosion del progreso en el entendimiento de la
biologia y genética molecular de esta enfermedad, existen pocos tratamientos aprobados
por la FDA para el tratamiento del melanoma, los cuales incluyen agentes biologicos y
quimioterapéuticos convencionales. A pesar de ello, los tratamientos aprobados por la
FDA que llegan a tener éxito sobre la naturaleza de la enfermedad demuestran una
efectividad muy limitada, ademas de impactar de manera negativa en la calidad de vida

del paciente que padece esta neoplasia en diferentes etapas.

El conocimiento de las células que participan en el mantenimiento de homeostasis de
la respuesta inmunologica en el cancer, y sus mecanismos, delimitan la implementacion
de tratamientos efectivos en contra del cancer, por lo que el conocimiento de que tipos
celulares estan participando en la respuesta inmune antitumor y su impacto sobre los

tumores es de gran interés. Actualmente se conoce que durante los inicios en el
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desarrollo tumoral, las células del sistema inmunologico tienen la capacidad de detectar,
y eliminar células tumorales (proceso de inmunovigilancia), sin embargo, este
mecanismo de regulacion, u homeostasis, puede ser roto debido a mecanismos que son
desencadenados por las células tumorales, e incluso por la participacion de las mismas
células del sistema inmune como lo son las presencia de células T de fenotipo regulador
(principalmente CD4 'CD25'FOXP3"), de las cuales en la ultima década ha resurgido su
interés en el estudio de mecanismos de tolerancia inmunoldgica, debido a que se ha
reportado su presencia en diferentes tipos de canceres ejerciendo un efecto supresor
antitumor por medio del sistema inmune, ademés se ha visto su participacion en el
desarrollo y progresion del tumor. Siendo el factor de transcripcion Foxp3 el marcador
clave para la identificacion de este subgrupo celular tanto en murinos como humanos,
presentando entre ellos alta homologia sugiriendo asi una funcionalidad conservada. Sin
embargo su activaciéon no ha sido del todo elucidada, debido a que su expresion no
solamente se encuentra en células hematopoyéticas y en organos primarios linfoides
como se creia con anterioridad, si no que se han encontrado reportes en que la expresion
de FOXP3 no es exclusiva de linfocitos T, ya que se ha encontrado su expresion en
diferentes lineas celulares de cancer humano en donde su expresion se encuentra

relacionada con mecanismos de evasion tumoral.

Por esta razon, nos resultd de gran interés desarrollar un proyecto que aporte un
conocimiento basico del papel que desempefia Foxp3 en las lineas celulares de céncer,

realizando estudios tanto in vitro como in vivo con la linea celular de melanoma murino

B16F10.

Este trabajo tiene como objetivo, determinar si la expresion de Foxp3 en células de
melanoma murino afecta el desarrollo del tumor in vitro como in vivo modificando el
microambiente tumoral como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune
antitumor. Para esto se llevo a cabo por primera vez el andlisis de expresion de Foxp3 en
células B16F10 wt y se estableci6 una linea celular derivada de B16F10 con
silenciamiento de Foxp3 para posteriormente montar un modelo de melanoma murino

inducido con ambas lineas celulares.
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2. HIPOTESIS

La expresion de FOXP3 en células B16F10 de melanoma murino favorece la
adquisicion del fenotipo de células T reguladoras y la evasion de la respuesta inmune

antitumor.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar si la expresion de FOXP3 en la linea tumoral BI6F10 afecta el desarrollo del
tumor e incrementa la poblacion de células T reguladoras (CD4'CD25FOXP3) como

un mecanismo de evasion a la respuesta inmune antitumor.

3.2 Objetivos especificos in vitro

1. Determinar la expresion de FOXP3 en la linea tumoral de melanoma murino

B16F10.

2. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 (siRNA) en la linea tumoral
B16F10 de melanoma murino y la produccion de citocinas (TGF-f, IL-2, INF-y,
IL-10).

3.3 Objetivos especificos in vivo

1. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 en la linea celular B16F10 en

un modelo de melanoma murino.

2. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 sobre la produccion de

citocinas (TGF-p, IL-2, INF-y, IL-10), en un modelo de melanoma murino.

3. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 sobre el fenotipo de células T

reguladoras (CD4 CD25FOXP3") en un modelo de melanoma murino.




Expresion de Foxp3 en células de melanoma murino como un mecanismo de
evasion de la respuesta inmune tumoral

w.‘e,g»‘%

4. ANTECEDENTES

4.1 Cancer

El cancer es una proliferacion acelerada, desordenada e incontrolada de las células de
un tejido que invaden, desplazan y destruyen localmente y a distancia, otros tejidos
sanos del organismo. Su extension en otras zonas se debe a un efecto de metastasis, es
decir, la diseminacion de células cancerosas a través de la sangre o del sistema linfatico
y la implantacion en otro sitio distante al tumor primari (Greenwald and Dunn, 2009).
Las células cancerosas surgen como consecuencia de dafios en el DNA ocasiondos por
multiples factores, tales como fumar, alcoholismo, infecciones virales, herencia
genética, condiciones ambientales (Grandics, 2006; Greenwald and Dunn, 2009) . El
cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial, en 2008 caus6 7,6 milloes de
defunciones (aproximadamente un 13% del total) ocurridas en todo el mundo, siendo los
principales tipos de cancer el pulmonar, géstrico, hepatico, colorrectal, mamario,
cervicouterino tomando en cuenta que los tipos de cdncer mas frecuentes difieren
dependiendo del sexo. Aproximadamente un 70 % de las muertes por cancer resgistradas
en 2008 se produjeron en paises de ingresos bajos y medios. En México el cancer es la
tercera causa de muerte y segun estimaciones de la Union Internacional contra el cancer,
cada ano se suman mas de 128, 000 casos de mexicanos. En México, el 60% de los
casos son detectados en etapas avanzadas. En 2009 la tasa de mortalidad por cancer en
Meéxico fue de 65 por cada 100,000 habitantes, segin las cifras mas recientes del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), ocupando los primeros 5 lugares
en incidencia en México el cancer de prostata, cancer de mama, cancer cerivocuterino,
de pulmoén y cancer de estdémago (CNN México).

Se prevé que las muertes por cancer sigan aumentando en todo el mundo y alcancen
la cifra de 13.1 millones en 2030 GLOBOCAN 2008 (IARC) Section of Cancer
Information (19/11/2013).
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4.2 Melanoma

Dentro de las proliferaciones melanociticas cutaneas se encuentran lesiones comunes,
como los nevus melanociticos (lunares comunes adquiridos), que en gran proporcion los
seres humanos poseemos, y el melanoma. El melanoma es la formacion patologica de un
tejido maligno cuyos componentes sustituyen los tejidos normales con un
comportamiento bioldgico particularmente agresivo, al punto de constituir una de las
principales causas de muerte por enfermedad cutanea
(Greenwald and Dunn, 2009; Zheng et al., 2007)

El cancer de piel se caracteriza por ser una enfermedad silenciosa, son frecuentes los
casos de personas que adquirieron la lesion melanocitica que sin notar la evolucion de la
enfermedad, al momento de detectarlo es practicamente imposible combatirlo. De todos
los tumores, el melanoma es el que tiene mayor indice de regresion espontanea total, y

se aprecia regresion parcial en 13% de los casos (Kelly ef al., 1985).

4.2.1 Factores de riesgo de melanoma

a) Edad. El melanoma es raro antes de la pubertad, con una edad media del diagndstico
de 45 afos y su incidencia aumenta progresivamente hasta los 85 afios (Curado M P,
2007).

b) Sexo: el melanoma es mas frecuente en las mujeres, aunque la tendencia actual es
igualarse la incidencia entre ambos sexos, siendo la sexta neoplasia en frecuencia en
mujeres, y la mas comun entre mujeres de 25 y 29 afios (Darayani D, 2003).

c) Clase social: En algunos estudios se ha propuesto el lugar de residencia y la clase
social como factor de riesgo. Las personas de clase social alta y las que viven en las
ciudades son las que con mas frecuencia se exponen a la radiacion solar de forma
intermitente y se protegen menos durante el desarrollo de actividades ludicas y
deportivas (Geller AC, 1996).

d) Raza: El riesgo de desarrollar melanoma en los individuos de raza blanca es 10
veces mayor que en los de raza negra, asiatica o hispana, debido a las diferencias

fenotipicas (Goldstein BG, 2001).
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h)

3
k)

D

Fototipo: Los pacientes con fototipo I y II de Fitzpatrick tienen un riesgo tres veces
mayor de padecer melanoma (Schaffer JV, 2004).

Nevus melanociticos congénito. No estd suficientemente evaluado (Paradela S,
2009).

Nevus melanociticos adquiridos. El riego se ha establecido con el numero,
localizacion, tipo y tamaiio de los nevus (Markovic SN, 2007).

Nevus displésicos. Definido como la presencia de melanoma en uno o mas
miembros de la familia ( Tucker MA, 1993).

Exposicion solar: Principal causa de melanoma cutaneo ( Kovalyshyn I, 2009).
Exposicion a fuentes artificiales de radiacion ultravioleta (Diffey BL, 1991).
Inmunosupresion:  Existe mayor riesgo de melanoma en pacientes
inmunodeprimidos, sin embargo el mecanismo exacto se desconoce (Greene MH,
1981).

Xeroderma pigmentoso: En el Xeroderma pigmentoso existe una mayor disposicion

a padecer cancer cutaneo no melanoma y melanoma.

La presencia de uno o dos de los factores de riesgo antes citados se asocia con un

aumento del riesgo de desarrollar un melanoma de 2 a 4 veces mayor que en la

poblacion general y, cuando concurren tres factores de riesgo o mas, el riesgo se

multiplica por 20 (Cho et al., 2005) (Tabla 1).

EVIDENCIA FUERTE EVIDENCIA DEBIL INCONSISTENTE
Factores ambientales Factores ambientales Factores ambientales
- . Bronceado UV.
. Exposicion al sol :
R y . Obesidad.
. Localizacion geogréafica ) ;
. Empleo industrial

Factores individuales Factores individuales Factores individuales
. Numero de nevus.
. Nevus displasicos. . Historia de cancer cutaneo
. Historia familiar de MC. no  melanoma (CCNM).
. Inmunosupresion. . Nivel sociecondmico alto.

: . Embarazo
. Dificultad para . Pelo marrén.
broncearse. . Sexo varon.
. Ojos azules o verdes. . Hormonas enddgenas

. Pelo rubio o rojo.

Tabla 1. Niveles de evidencia para cada factor de riesgo de melanoma. Abreviatura: melanoma
cutaneo (MC) (Markovic SN, 2007).
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4.2.2 Historia natural de la enfermedad

En la historia natural de la enfermedad distinguimos tres periodos: periodo de
induccion, periodo de progresion y diseminacion de la enfermedad, los cuales abarcan
los procesos que a continuacidon se describen. Después del evento de transformacion
inicial, el crecimiento de las células neoplasicas es progresivo. Una vascularizacién
extensiva (angiogénesis) ocurre cuando la masa tumoral excede los 2 mm de didmetro.
La sintesis y secrecion de varios factores angiogénicos juegan un papel importante en
establecer una red capilar al rededor del tejido invadido. La invasion del estroma en el
cual esta localizado por algunas células tumorales ocurre mediante algunos mecanismos
exclusivos. Las delgadas paredes de la vénula, tal como los canales linfaticos, son
facilmente penetradas por células tumorales y proveen una de las vias méas comunes para
la entrada de las células tumorales en la circulacion. El agrupamiento y la embolizacion
de pequetias células tumorales ocurre después, y la vasta mayoria de células tumorales
entran en la circulacion donde son destruidas rapidamente. Las células tumorales que
sobreviven la circulacién deben ser atrapadas en los lechos capilares de los 6rganos. La
extravasacion es el siguiente paso, probablemente por los mismos mecanismos que
influencian la invasion inicial, y el desarrollo de la vascularizacién y proliferacion en
conjunto con el parénquima del 6rgano completa la metéstasis del mismo. Las células
tumorales pueden invadir el estroma del huésped, penetrar los conductos sanguineos y
entrar en la circulacion para producir metastasis adicional. El resultado del proceso
depende de la interaccion entre las propiedades intrinsecas de las células tumorales y de

los factores del hospedero, los cuales varian dependiendo de cada individuo (Figura 1).
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Figura 1. Proceso de desarrollo y metdstasis del melanoma (B16F10).

4.2.3 Patogénesis del melanoma

La inmunologia y la biologia del melanoma pueden explicar por qué algunos tumores
permanecen estables o silentes durante afos, y por qué otros presentan agresividad
desmesurada, y, también, por qué algunos tumores que tenian prondstico desfavorable
no presentan problemas mientras que otros con muy buen prondstico inicial desarrollan
un comportamiento muy agresivo, con invasion y metastasis.

Al expresar multiples moléculas, el melanoma va adquiriendo la capacidad de
crecimiento local y a distancia, induciendo alteraciones vasculares y en la matriz
extracelular y, a la vez, alterando la respuesta inmunitaria que trata de contener su
expansion. Resulta esencial la vigilancia que ejerce el sistema inmunitario sobre las
células tumorales del melanoma para controlar las neoplasias incipientes. La capacidad
metastdsica podria ser consecuencia de los mecanismos que esas células tumorales
desarrollan para escapar de control inmunoldgico (Figura 2). (Restrepo y Velasquez.,

2012).
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Figura 2. Inmunopatogénesis del melanoma. Catalina Restrepo y Margarita Velasquez, 2012.
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4.3 Sistema inmunoldgico en cancer

El sistema inmunoldgico tiene tres roles primarios en la prevencion de tumores. El
sistema inmune puede proteger al hospedero de tumores inducidos por virus eliminando
o suprimiendo infecciones virales. La temprana eliminaciéon de patdgenos y rapida
resolucion de la inflamacion pueden prevenir el establecimiento de un ambiente
inflamatorio conductivo a la tumorogénesis y por ultimo, el sistema inmunolégico puede
identificar y eliminar células tumorales, siendo este ultimo proceso referido como
inmunovigilancia tumoral (Dunn ef al., 2002).

Enl1990; se propuso la idea que hay un constante crecimiento de células
transformadas en nuestros cuerpos y que el sistema inmune puede erradicarlas antes que
ellas se manifiesten clinicamente, la inmunovigilancia ha sido un topico controversial en
la inmunologia del tumor. A mediados de la década de los 20s se presentan evidencias
experimentales donde demuestran que los tumores podrian ser reprimidos por el sistema
inmune, estos experimentos sugirieron la existencia de antigenos asociados a tumores y
formaron las bases de la inmunovigilancia, el cual fue postulado por Burnet y Thomas
Burnet (Burnet, 1957). Sin embargo, la idea de la inmunovigilancia del cancer fue
aceptada hasta 1990 cuando modelos de animales experimentales usando knock-out
validaron la existencia de la inmunovigilancia del cancer en tumores inducidos por
quimicos y tumores espontaneos (Dunn et al., 2002).

A pesar del proceso de inmunovigilancia, los tumores se pueden desarrollar en la
presencia de un sistema inmune funcional, y a raiz de esta situacion surge el concepto de
inmunoedicioén con la finalidad de explicar el papel del sistema inmune en el desarrollo
del tumor (Dunn et al., 2002). La inmunoedicion del tumor es un concepto dividido en 3
fases: fase de eliminacion, equilibrio y escape (Swann y Smyth, 2007). Siendo el
fenémeno de regresion espontanea de lesiones de melanoma acompafiadas por la
expansion clonal de células T la fuerte evidencia para la fase de eliminacion de la
inmunoedicion del cancer (Ferradini ef al., 1993; Zorn and Hercend, 1999). La fase de
eliminacion del céncer es el mismo proceso descrito en la teoria inicial de
inmunovigilancia del tumor, donde el sistema inmune detecta y elimina células
tumorales que se han desarrollado como resultado de una falla intrinseca de mecanismos

supresores de tumor (Akslen and Naumov, 2008), esta fase se completa cuando las
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células tumorales logran ser eliminadas en su totalidad por el sistema inmunolédgico. Sin
embargo se puede dar el caso de una eliminacion parcial del tumor, en donde se presenta
un estado temporal de equilibrio entre el crecimiento de las células tumorales y la
eliminacion de las mismas por el sistema inmune. Durante este periodo las células
tumorales permanecen en dormancia o acumulan cambios tales como mutaciones del
DNA o cambios en la expresion de genes que pueden modular la expresion de los
antigenos especificos de tumor y antigenos inducidos por estrés en las células. Mientras
este proceso continua, el sistema inmune puede inducir una presion selectiva para
eliminar clonas susceptibles a tumor. La presion inducida por el sistema inmune durante
esta fase es suficiente para controlar la progresion tumoral, pero eventualmente, si la
respuesta inmune falla para eliminar completamente el tumor, el proceso resulta en la
seleccion de variantes de las células tumorales que son capaces de resistir, evitar o
suprimir la respuesta antitumoral, propiciando la fase de escape (Koebel et al., 2007).
Un mecanismo desarrollado para inducir un estado de dormancia fue sustentado por los
hallazgos de que el empleo de anti-CD4/CDS, anti-INF-y, o anti-IL-12 induce el escape
del estado de dormancia de las celulas tumorales (Shankaran et al., 2001), en la fase de
escape tumoral el sistema inmune no es capaz de contener el crecimiento tumoral y el

tumor crece progresivamente (Figura 3).
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Figura 3. Supresion tumoral extrinseca por el sistema inmune.
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4.4 Mecanismos involucrados en el escape tumoral

Microambiente tumoral es definido como un sistema complejo en el cudl se
involucran una gran cantidad de células, las cuales participan directa o indirectamente en
la progresion del tumor, estas células, vasos, y moléculas presentes alrededor del tumor
influencian al desarrollo de células tumorales. Algunos de los componentes involucrados
en el microambiente tumoral pueden ser agrupados en 4 categorias; células cancerosas,
células no cancerosas, factores solubles secretados y material s6lido no celular, entre los

que se incluyen matriz extracelular.

Muchos de los factores en el microambiente tumoral contribuyen al escape tumoral,
incluyendo activacion de células T en la ausencia de una estimulacion apropiada,
resultando en anergia (Schwartz, 2003); expresion de moléculas inhibitorias de células T
tales como B7-H189 (Dong et al., 2002), HLA-G (Tripathi and Agrawal, 2006) y HLA-
E por las células T (Derré et al., 2006); pérdida de antigenos tumorales o baja en la
regulacion de moléculas del MHC92 (Campoli et al., 2002); la presencia de células T
reguladoras CCD4+CD25+ y células T restringidas a CD1d que suprimen la inmunidad
antitumor (Terabe and Berzofsky, 2004); factores solubles supresores expresados por
células tumorales; tales como TGF-B (Chen et al., 2005; Gorelik and Flavell, 2001;
Zhang et al., 2005), VEGF vy gangliosidos (McKallip et al., 1999; Munn and Mellor,
2007); vias citotoxicas de resistencia a tumores como es observada en tumores con
mutaciones en los genes codificantes de FAST (Takahashi et al., 2006), mutaciones en
el gen codificante del receptor TRAIL receptor de muerte 5 (DRS) (Shin et al., 2001) y
sobreexpresion de moléculas antiapoptdticas FLIP y BCL-XL (Kataoka et al., 1998;
Shin et al., 2001), y expansion de poblaciones celulares mieloides supresivas, en este
ultimo caso se ha observado una expansion de células mieloides inmaduras reportadas
en varios estudios y se asocia con una supresion de las respuestas de las células T tanto
en humanos como en ratones.

Los tipos de células inmunes y funciones Optimas para controlar el crecimiento del
tumor in vivo no han sido completamente identificados, por lo que una inmunoterapia
efectiva del tumor es todavia incierta. Es claro que los tumores son capaces de hacer

tolerante al sistema inmune propagando una variedad de influencias negativas que sirvan
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para disminuir una inmunidad antitumoral efectiva. En la Gltima década ha resurgido un
interés por el estudio del mecanismo de tolerancia dominante mediada por la
subpoblacion llamada células T reguladoras debido a que se ha reportado su presencia en
diferentes tipos de céanceres ejerciendo un efecto supresor antitumor por medio del
sistema inmune y su participacion en el desarrollo y progresion del tumor (Betts ef al.,

2006).

4.5 Células T reguladoras

Representan el 5% de células T CD4" circulantes en la sangre humana periférica,
comprende distintos subsets celulares (Whiteside, 2014). Las células T reguladoras
(Treg) naturales derivadas de timo o periféricas inducidas, son uno de los mecanismos
alternativos de mantenimiento de la tolerancia en la periferia controlando la inmunidad
autoreactiva efectora y la inmunidad hacia organismos y moléculas extrafias. Sin
embargo aunque las células T reg en general benefician al hospedero se conoce su
participacion en la patogénesis del tumor proveyendo a los tumores con mecanismos
para evadir la deteccidon y destruccion por el sistema inmune, tanto en la inducciéon o
reclutamiento de células Treg CD4" en el tumor (Buckner and Ziegler, 2004; Knutson et
al., 2007; Kronenberg and Rudensky, 2005; Redmond and Sherman, 2005).

La existencia de una subpoblacion de células T que son especializadas en la
supresion de las respuestas inmunes fue originalmente postulada en 1970, sin embargo el
fenotipo y los mecanismos celulares y moleculares responsables de los efectos
observados fue identificado a mediados de la década de los 90’s identificando la
expresion de la cadena a del receptor de la interleucina 2 (CD25) sobre su superficie,
observando que la deplecion de esplenocitos CD25" seguida de la transferencia de
células T CD25 al hospedero inmunodeficiente resultaba en un amplio espectro de
enfermedades autoinmunes, mientras que la cotransferencia de células T CD25" podria
prevenir la induccion de autoinmunidad. Estudios posteriores en una variedad de
modelos animales demostraron la capacidad inmunosupresiva de este subgrupo de

células T reg dentro del linaje de células T CD4" (Franzke et al., 2006). Esta poblacion
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distintiva fue originalmente caracterizada en ratones, y CD25" fue identificado como un
marcador distintivo para el aislamiento de Tregs, representando 5-10% de células T
CD4" periféricas en sistemas de modelos murinos. Sin embargo, una poblaciéon de
células T reguladoras con propiedades fenotipicas y funcionales también habia sido
identificada en humanos, sin embargo en humanos la caracterizacion de células Treg no
fue suficiente con la identificacion del marcador CD25". Baecher y col., mostraron que
entre la poblacion de células T CD4'CD25" humanas, solo el 1-3%, que expresaban
CD25" (alto), controlaban la inmunidad interfiriendo la generacion de funciones
efectoras in vivo (Baecher-Allan ef al., 2001). Las células T reg median su capacidad de
supresion a través de multiples mecanismos. Diferentes subgrupos de Tregs inducen sus
funciones inhibitorias a través de una manera dependiente del contacto célula-célula y/o
via factores solubles, mientras que la activacion de Tregs es antigeno especifica y
requiere del sefialamiento a través del TCR, la supresion de otras funciones efectoras de
células T antigeno no especificas. Sin embargo, las moléculas involucradas en la
supresion contintia siendo desconocida (Figura 4) (Dieckmann et al., 2001; Levings et

al., 2001).
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Figura 4. Mecanismos inhibitorios de las células T reguladoras.
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Vlad G. y cols., refieren que el contacto directo de las células dendriticas/células T
parece estabilizar la interaccion entre Treg y células efectoras (Vlad ef al., 2005). Sin
embargo la directa interaccidon modula el microambiente inmunosupresivo inhibiendo la
maduracion y funciones de presentacion de antigeno de las células dendriticas
interfiriendo también con el metabolismo del triptéfano. Las células Treg naturales
surgen en el timo posterior a la interaccion con células dendriticas durante el proceso de
seleccion negativa y poblan la periferia, sin embargo el preciso mecanismo de desarrollo
de Treg en el timo y su migracidn hacia la periferia no esta bien definido (Seddon and

Mason, 2000).

Las células Treg inducidas: Ademds de las nTreg, existen varios tipos de Tregs
inducidas. Estos tipos de células regulatorias difieren de las Treg naturales en la
dependencia de la produccion de citocinas pero no en su capacidad supresiva de
respuestas proliferativas hacia la estimulacién antigénica. Sin embargo no es claro si
estos tipos de células reguladoras son derivadas de precursores comunes. Las células Trl
producen altos niveles de IL-10 inmunosupresiva y pueden ser generadas por la
activacion cronica en la presencia de esta citocina en humanos y murinos (Dieckmann et
al., 2002). Este tipo de células son capaces de prevenir la colitis autoinmune en modelos
experimentales. La induccion in vivo de células Th3 inmunoreguladoras productoras de
TGF-p han sido reportadas después de aplicaciones antigénicas orales o intravenosas.
Este tipo de células se caracteriza por exhibir su propiedad inhibitoria independiente del
contacto célula-célula (Thorstenson and Khoruts, 2001). Las células T CD4" virgenes de
sangre periférica se vuelven anérgicas por la estimulacion aloantigénca en la presencia
de TGF-B. Un importante mecanismo es la induccion de células Treg por las células
dendriticas inmaduras, el marcaje de las DCs es altamente dependiente en los estadios
de maduracion/activacion y factores ambientales tales como citocinas proinflamatorias.
Mientras que DCs diferenciadas pueden eficientemente activar el resto de células T

(Jonuleit et al., 2000).
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4.5.1 Tregs en tumores

Los tumores podrian bloquear la generacion de inmunidad tumoral especifica de
antigenos por la liberacion de moléculas con actividad bioldgica, como por ejemplo
citocinas o antigenos que incrementan el nimero de células Treg CD4 " en la circulacion
linfatica o periférica. El incremento en los niveles de Tregs CD4" en la sangre periférica
de pacientes con cancer comparada con la sangre de controles sanos han sido reportadas
en una gran cantidad de canceres como cancer renal, de cuello, cabeza, pulmoén, higado
tracto gastrointestinal, pancreas, mama, ovario y carcinoma nasofaringeo, melanoma
(Franzke et al., 2006). Diversos estudios han examinado las células CD4'CD25"
sugiriendo que los pacientes con céncer representan 13-52% del total de células T CD4",
sin embargo cuando es confinado el analisis con la expresion de Foxp3 o CD25 alto el
incremento es moderado encontrando entre 4-10% el cudl continua siendo alto en
comparacion con el 1-2% observado en la poblacion sana (Cesana et al., 2006; Ormandy
et al., 2005). Estudios muestran que en canceres como cancer gastrico, melanoma,
endometrial y cervical se encuentran elevados niveles de Tregs en el drenaje de los
nddulos linfaticos (Viguier et al., 2004). En melanoma los pacientes tienden a
incrementar dos veces la frecuencia de Treg en nodulos linfaticos metastasicos

comparados con nddulos linfaticos libres de tumor (Franzke et al., 2006).

Viguier y cols., observaron que las células CD4'CD25 de nédulos linfaticos
tumorales liberaban IL-10, TGF-f3 o ambas, sugiriendo que las células Treg son capaces
de inducir mas células con actividad de células Treg por su capacidad supresora sin
poseer el marcador caracteristico de CD25", sugiriendo con este hallazgo la presencia de
otras poblaciones de células Treg, dependientes o independientes del fenotipo

caracteristico CD4" CD25".
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4.5.2 Marcadores moleculares de Treg

La caracterizacién y manipulacion terapéutica de Treg naturales CD4 CD25" es
facilitada por la identificacion de marcadores especificos expresados exclusivamente en
ellas. Se ha encontrado que las Treg CD4" sobreregulan la activacion de varios
marcadores y disminuye la regulacién de proteinas que caracterizan a las células T naive
(Franzke et al., 2006).

Existen gran cantidad de moléculas que se encuentran sobreexpresadas sobre la
superficie de las células T regs, tales como GITR, CD103, LAG3, OX-40 y CTLA-4, sin
embargo al igual que CD25" no son exclusivas de ellas (Ferretti et al., 2007). Por lo que
la efectividad del uso de tratamientos enfocados en la molécula CD25 como un posible
blanco terapéutico para eliminar Tregs se vuelve limitada por el hecho de que CD25" es
sobreregulada en células T convencionales activadas. Por lo que hace que en la
actualidad el unico marcador clave para la identificaciéon de T regs sea en ratones el
factor de transcripcion FOXP3 (Nair et al., 2007). La integrina aEf7 (CD103) ha sido
recientemente descubierta como un posible marcador de Treg donde han revelado el
papel de esta integrina en la inmunoregulacion de la piel y artritis y ha sido postulada en
la distincién de diferentes subgrupos de Treg CD103°CD25" expresando altos niveles de
moléculas de adhesion y citocinas inflamatorias permitiendo su migracion hacia los
tejidos inflamados, de igual manera convirtiendo células CD4" en células parecidas a
Trl productoras de IL-10 (Huehn et al., 2004, 2004; Stassen et al., 2004). Recientes
estudios también muestran a neurofilina-1 (Nrpl) como un marcador especifico para
células Treg murinas. Nrpl es altamente expresado en estas células bajo diversas
condiciones y no es sobreregulado por la estimulacion del TCR. La expresion ectopica
de Foxp3 sobreregula la expresion de Nrpil, sugiriendo que su expresion es ligada a
eventos genétios con Foxp3 en las Treg. Debidos a su expresion sobre la superficie de
Tregs, Nrpl es un excelente marcador, si embargo un anticuerpo monoclonal es
requerido. Las células Treg humanas difieren de Treg murinas por el hecho que ellas no
expresan Nrpl indicando diferencias entre las Treg humanas y murinas (Abad et al.,

2010; Loser et al., 2005).
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Es conocido que las células Treg expresan el factor de transcripcion forkhead box P3
(Foxp3) en altos niveles el cudl cuando es mutado induce a una imunidad fatal en
ratones y un sindrome severo referido como disregulaciéon inmune, poliendocrinopatia,
enteropatia y sindrome ligado a X (IPEX) en humanos. Existe una gran evidencia que
Foxp3 es un regulador principal de Tregs y es esencial para su desarrollo y funcion
(Fontenot et al., 2003). Foxp3 se considera a la fecha el unico marcador de células T
reguladoras, capaz de distinguirlas de células T activadas CD4'CD25", sin embargo
otros estudios han demostrado que Foxp3 es especificamente requerido para el
desarrollo de células T reguladoras CD4'CD25" y es suficiente para activar una serie de
funciones supresoras en células T no reguladoras CD4" en periferia. Debido a estos
criterios, Foxp3 es un gen maestro regulador para el importante subgrupo de células
Treg. Foxp3 ejerce un mecanismo dominante de regulaciéon negativa en el sistema
inmune. La expresion ectdpica de Foxp3 en periferia sobre las células T CD4'CD25
abre nuevos caminos para terapias basadas para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes y prevencion de rechazos a transplantes usando lineas de células T
transfectadas con Foxp3 auto y aloantigeno especificas. Por lo que el conocimiento de la
expresion de Foxp3 y funcion podria tener profundas implicaciones para el
entendimiento de las funciones inmunes en la salud y enfermedad (Fontenot et al.,
2003).

Altos niveles de Treg han sido reportados en sangre periférica, nddulos linfaticos,
tumores de pacientes con diferentes tipos de cancer, sugiriendo el papel de estas células
en la progresion del cancer. Varios estudios describen recientemente la expresion de
Foxp3 en céluas no-hematopoyéticas, incluyendo células del epitelio normal y células de

cancer de multiples linajes y diferente origen de tejido.
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4.6 FOXP3

FOXP3 es un miembro de la familia Forkhead (FKH)-Winged hélix family of
transcription factors y se cree que actia como un represor transcripcional. El nombre del
dominio “forkhead” (FKH) se deriva del producto del gen forkhead (fkh) en Drosophila
melanogaster, indispensable para la diferenciacion terminal del embrion; la estructura de
este dominio FKH fue identificada posteriormente en un grupo de factores de
transcripcion hepaticos con dominios de uniéon al DNA hallazgo que dio lugar a la
conformacion del grupo de factores de transcripcion con dominios FKH, los cuales estan
presentes en diversos organismos, desde levaduras hasta humanos.

Bajo la dominacion de FOX se designan los factores de transcripcion con dominio
forkhead en los vertebrados, clasificados en base a su estructura. Los factores de
transcripcion FOX con accidn en el sistema inmune son FOXJ1, FOXN, FOXO3A y

FOXP3. FOXP3 pertenece a la subfamilia FOXP, que incluye a FOXP1, FOXP2,
FOXP3 y FOXP4. FOXPI ha sido implicado como un gen supresor de tumores, puesto
que la pérdida de su funcién se asocia a trastornos linfoproliferativos, y diversos tipos de
cancer (pulmoén, mama, estobmago). FOXP2 es involucrado en trastornos de lenguaje y
neuronal, FOXP3 en la generacién y funcién de las células reguladoras CD4'CD25" y
FOXP4 se ha asociado al desarrollo de la corteza cerebral anterior en modelos murinos.
El dominio FKH de FOXP3 esta localizado muy cerca del extremo carboxiloterminal de
la proteina, lo que sugiere que carece de dominio transactivador y lleva a postular que
podria actuar como represor transcripcional. Entre las evidencias para proponer que
FOXP3 actia principalemnte como inhibidor de la transcripciébn se encuentra que,
primero, las células T de los ratones scurfi (deficientes de FOXP3) presentan un estado
constante de hiperactivacion e hiperrespuesta a la estimulacién a través de TCR,
segundo, las células T de los ratones transgénicos para FOXP3 presentan pobre
respuesta a la estumulacion del TCR, proliferan poco y producen bajas cantidades de IL-
2 y tercero, la sobreexpresion de FOXP3 en céluals Jurkat, una linea de células T de
leucemia humana, inhibe la transcripcion de IL-2 por mecanismos posiblemente
competitivos, debido a que el sitio de union de FOXP3 en el promotor de IL-2 se
sobrepone al de NFAT, uno de los factores de transcripcion mas importantes para I1L-2.

Analisis del genoma de Foxp3 indica que tiene la capacidad de unirse a 700 genes y
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gran cantidad de miRNA'’s encontrando que Foxp3 puede activar o reprimir estos genes

en células Treg, indicando un papel dual.

Otros efectos de inhibicidon son reportados por Betelly y Cols, quienes describen que
Foxp3 suprime la produccion de IL-2, IL-4 e INF-y por mecanismos que incluyen
asociacion a los factores de transcripcion de la familia Rel, NFkB y NFAT y el bloque
de su unidn a los promotores de las citocinas mencionads. Por otro, lado se identificaron
sitios potenciales de union de FOXP3 en los promotores de los genes que codifican 1L-4
y TNF-a y GM-CSF (Factor estimulante de colonia granulocito-monocito), citocinas
cuya relacion esté alterada en ratones scurfy, sin embargo, las consecuencias funcionales
de estas observaciones no han sido completamente determinadas. Ademas de lo anterior,
también se ha propuesto que FOXP3 podria ejercer efectos transactivadores. La
transfeccion de FOXP3 a células CD4'CD25" se asocia con la adquisicion de la funcion
y fenotipo de las células reguladoras CD4 'CD25", que incluye CTLA-4, GITR y CD25";
se postula que FOXP3 podria inducir la transcripcion de genes de estas moléculas, pero

aun se desconoce cuales son los mecanismos (Gonzalez Parias ef al., 2010).

4.6.1 Estructura del gen FOXP3

El gen FOXP3 posee 11 codones y 3 exones no codificantes. Los 2 extremos 5" de
exones no codificantes (-2a y -2b) son separados por 640 pb, y estos 2 exones presentan
un splicing comin hacia el segundo exén no codificante (-1). El ex6n -2b y -1 son
separados por aproximadamente 5000 pb y posee varios elementos-cis regulatorios. Se
ha visto que una insercion de 2 pb en el exén 8 , localizado rio arriba del dominio FKH,
resultando en un coddén de término prematuro, resultando un producto de gen truncado,
perdiendo el dominio funcional del C-terminal e induciendo ratones scurfy (Figura 5)

(Smith et al., 2006).

FOXP3 es altamente conservado en bovinos, caninos, felinos, murinos, macacos y
humanos. Sin embargo, la secuencia de la proteina en humanos (nimero de gen

NP_054728) y raton (numero de gen NP _473380) poseen 86% de identidad y 91% de
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similitud en sus aminodcidos. El andlisis por Western Blot muestra que las células
humanas expresan 2 isoformas. Una banda superior es similar a la de FOXP3 murino,
mientras que la banda inferior es exclusiva de humanos y pierde el exén 2 (aminoacidos
del 71-105), los cuales son parte del dominio represor en la proteina FOXP3. Esta region
interactia y reprime la funcion del receptor-o orfano relacionado al acido retinoico
(ROR- o) y ROR-yt. La expresion de FOXP3 Aexon2 en células T CD4 CD25FOXP3"
en humanos induce a una mayor secreciéon de IL-2 y proliferacion en respuesta a la
estimulacion del TCR comparada con la longitud completa de FOXP3, por lo que se ha
propuesto que esta isoforma actie como un FOXP3 mutante dominante negativo. Las
células Treg humanas también expresan una tercer isoforma, la cudl pierde ambos
exones 2 y el exon 7 (aminodcidos del 239 al 260). El exén 7 codifica para un motivo de
zipper de leucina que actlia como un elemento estructural de dimerizacion. Sin embargo,
se ha reportado que la ausencia del exon 7 en FOXP3 natural A2A7 no afecta la
dimerizacién pero sustituye la funcion supresiva de la funcion de Tregs (Lal and

Bromberg, 2009).
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Figura 5. Estructura de Foxp3 (Douglass et al., 2012).
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Correlacion entre la expresion de Foxp3 y desarrollo de cancer

Para determinar si Foxp3 pudiera estar expresado por los tumores y su posible papel
biologico (Tabla 2), una gran cantidad de estudios han sido realizados usando lineas
celulares de cancer. Karanikas y cols., en el 2008 examinaron la expresion del mRNA de
Foxp3 y su proteina en 25 lineas celulares de cancer, incluyendo pulmon, colon, mama,
melanoma, leucemia eritroide y células de leucemia, encontrando en las lineas tumorales
niveles de expresion de Foxp3 siendo mas altos que en fibroblastos y células B EBV
transformadas. La expresion mas alta fue encontrada en las células MCF-7 de cancer de
mama al ser comparada con la clona de células Treg examinada, todas las células
mostraron diferentes perfiles en tincion de Foxp3, con localizacion subcelular
heterogénea. Este estudio mostré6 que la expresion de Foxp3 no es restringida
particularmente a un tipo de tumor. (Karanikas et al., 2008).

Posteriores analisis por Ebert y cols., empleando citometria de flujo corrobor6 la
expresion de Foxp3 en un panel de células tumorales derivadas de colon, pulmon,
mama, rifiion revelando una expresion en al menos una de las lineas celulares derivadas
de los tumores mencionados (Ebert ez al., 2008).

Datos obtenidos de modelos murinos mostrados por Zuo y cols., encontraron que
Foxp3 reprime varios oncogenes (Zuo et al., 2007). Principalente se ha encontrado que
Foxp3 se une y reprime promotores de HER2 y SKP2 en ratones (células TSA
transfectadas con foxp-3) y en células epiteliales mamarias de humano. Otros resultados
mostrados por Wang y cols., en el 2009 mostraron que Foxp3 es necesario y suficiente
para reprimir ¢c-MYC, el oncogén maés sobreexpresado en cancer de prostata e
importante en varios procesos celulares incluyendo progresion del ciclo celular y
apoptosis. La introduccion del cDNA de Foxp3 en células MCF-7 o silenciamiento de
Foxp3 en células epiteliales de prostata HPEC reprimieron la formacion de colonias,
resultando en inhibicion del crecimiento y efectos pro-apoptoticos in vitro, mostrando
también que la expresion de Foxp3 es esencial para la expresion de genes supresores de
tumor p21 y LATS2, inhibiendo la unién de la histona deacetilasa (HDAC2 y HDAC4) a
el promotor p21, Foxp3 induce expresion de p2l1, el cudl actia arrestando las células

especificamente en la fase G1 del ciclo celular (Liu et al., 2009). Ademads, la unién
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directa de Foxp3 al promotor LATS2 induce su expresion y la consecuente degradacion
de YAP (Li et al., 2011), una molécula en la via Hippo con un rol en la regulacion de la
proliferacion celular y apoptosis (Harvey and Tapon, 2007).

Mclnnes y cols., en el 2012, mostré que Foxp3 en las células BT549 de carcinoma de
mama pueden suprimir la expresion de SATBI1, un oncogén implicado en metéstasis
(Mclnnes et al., 2012). En otros experimentos Zang y Sun en el 2010, encontraron que
la introduccién de cDNA de Foxp3 en células de cancer de ovario SKOV3, las cuales
expresaron niveles basales de Foxp3 sin la deteccion de la proteina, inhibieron
proliferacion celular, decrecieron migracion y reduccién de invasion posiblemente
disminuyendo la expresion de MMP2 vy el activador de plasmindgeno tipo-uroquinasa

(Zhang and Sun, 2010).

Junto con todos los antecedentes anteriores, los datos derivados de estos estudios in
vitro abordan un punto critico del papel que desempefia Foxp3 como un supresor de

tumor en al menos modelos de cancer de mama, prostata y ovario.

En contraste al papel onco-supresor de Foxp3, existen evidencias de estudios de
muestras de cancer humano que muestran su accion pro-metastasica in vivo, basados en
la correlacion de la expresion de Foxp3 por las células tumorales y un pobre prondstico.
Recientes datos sugieren que Foxp3 es expresada en células de carcinoma en todos los
tipos de cancer excepto en carcinoma de ovario; sin embargo la expresion de Foxp3 ha
sido observada mediante inmunohistoquimica en el epitelio de ovario de mujeres sanas
pero no ha sido detectado en las células tumorales (Zhang and Sun, 2010). En células
epiteliales de prostata, la tincion nuclear de Foxp3 fue obervada en todas las muestras de
tejidos de prostata normales y benignos, pero también en 30% de muestras de pacientes
con cancer prostatico (Wang et al., 2009).

La sobreexpresion del mRNA de Foxp3 fue detectada en 13 pacientes con
adenocarcinoma pancreatico (Karanikas et al., 2008). Ademas la expresion de Foxp3 fue
detectada por inmunohistoquimica en 24 de 39 células tumorales de pacientes con
carcinoma pancredtico (Hinz et al., 2007). Muchos estudios han sugerido el papel de

Foxp3 en la diseminacion del tumor hacia organos distantes. Por ejemplo, analisis de
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inmunohistoquimica demuestran que 24 de 39 pacientes con carcinoma pancreatico, en

el cual la tincion de Foxp3 subcelular fue frecuentemente a nivel citoplasmatico en
algunos pacientes, pero predominantemente nuclear en otros; células del ducto
pancréatico normal fueron negativos para la expresion de Foxp3. Merlo y cols., en el
2008 encontraron mediante un analisis de inmunohistoquimica de muestras de pacientes
con cancer de mama la expresion de Foxp3 en células tumorales como un factor
pronostico fuertemente independiente para la metéstasis, pero no como riesgo de
recurrencia. Analisis multivariados revelaron la expresion de Foxp3 y nodulos linfaticos
positivos. En muchos de los carcinomas, la tinciéon de Foxp3 fue predominantemente
localizada en el citoplasma, sin embargo tanto la tincién nuclear y citopldsmica estuvo
presente en algunos especimenes y pocos mostraron solo la presencia a nivel nuclear.
Andlisis de sobrevivencia de acuerdo a la localizacion de Foxp3 revelaron un peor
pronostico en muestras mostrando su presencia a nivel citopldsmico/nuclear comparado
con muestras negativas. En contraste, Ladoire y cols., en el 2011, reportaron que la
deteccion de Foxp3 en el citoplasma de células con cancer de mama de pacientes con
una sobreexpresion de HER-2 tratados con quimioterapia neoadyuvante fue asociada
con un mejor prondstico y sobrevivencia (Ladoire ef al., 2011b).

La expresion de Foxp3 fue analizada utilizando RT-PCR tiempo real en 116 muestras
de cancer de mama Wolf y cols., encontraron una significativa correlacién entre la
expresion de Foxp3 y la aparicion de metastasis en nodulos linfaticos (Wolf et al.,
2007). Winerdal y cols en el 2011 encontraron que la expresion del mRNA de Foxp3 en
células tumorales de vejiga se asocia con baja sobrevivencia, sin existir una diferencia
significativa observada entre los grupos de tincion citopldsmica, nuclear y
citoplasmica/nuclear en términos de sobrevivencia de los pacientes (Winerdal et al.,
2011). La expresion de Foxp3 en células tumorales es asociada con diferenciacion
patologica y estadio de células T, y es un factor prondstico negativo independiente para
la sobrevivencia de los pacientes el cual no es asociado con recurrencia local,
confirmando que Foxp3 puede inducir metéstasis.

Un estudio por Tao y cols., en el 2012 en células de cancer de pulmén no-pequefias
(NSCLC) revelaron la expresion de Foxp3 en 31% de los pacientes. Mientras que la

expresion citoplasmica de Foxp3 en cancer de pulmon per se no fue asociada con otros
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nddulos linfaticos positivos o con sobrevivencia en este estudio, mientras que otros
estudios con andlisis de inmunohistoquimica de tejido NSCLC en el cual la tincién de
Foxp3 fue consistentemente nuclear fue fuerte en células tumorales que en epitelio
bronquial normal, encontrando una correlacion entre la positividad de Foxp3 en células
de cancer y metastasis en nodulos linfaticos (Dimitrakopoulos et al., 2011). En muestras
de tumor géstrico, donde la tincion de Foxp3 fue detectada en el nucleo de células
epiteliales peritumorales y en el nucleo/citoplasma de algunas células de cancer gastrico,
la frecuencia de células de cancer Foxp3 positivas incremento en tumores primarios
(58.2%) comparados con el grupo control de pacientes con cancer gastrico cronico (26.7
%) y es correlacionado con la incidencia de metastasis de nodulos linfaticos (Wang et
al., 2010).

Una correlacion entre la expresion de Foxp3 y metastasis de nddulos linfaticos fue
reportada en carcinoma escamoso de esdfago, donde el mRNA de Foxp3 y la expresion
de la proteina no fue solamente alta en tumores en comparacidbn con mucosa
aparentemente normal, si no que también fue alta en estadios (IIB y II) avanzados de la
enfermedad que en estadios tempranos (I y IIA) (Wang et al., 2010).

Fue encontrado mediante inmunohistoquimica la expresion de Foxp3 en células de
melanoma humano pero no en melanocitos normales (Ebert et al., 2008), siendo
consistente estos hallazgos con los resultados de Quaglino y cols (Quaglino et al., 2011).

Como se ha mencionado en muchos estudios in vitro y en modelos murinos Foxp3
actia como un supresor de tumor en cadncer de mama, prostata y ovario, mientras que
estudios de inmunohistoquimica han revelado una fuerte asociacion entre la expresion de
Foxp3 en células tumorales y metastasis. Esta aparente discrepancia podria ser explicada
por una perdida de la funcion oncosupresiva en tumores humanos debido a mutaciones o
al contrario. Por otra parte, Foxp3 podria ser funcional y tener un papel primordial
regulando proliferacion y metastasis de las células tumorales. En este caso, resultados
obtenidos en modelos murinos, que se basan en el papel de Foxp3 en inhibicién de
proliferacion, podria ser explicado con la relevancia de su papel anti-proliferativo
durante las fases iniciales del crecimiento del tumor. La funcién pro-metastica podria
incrementarse en casos que Foxp3 es expresado en estadios tardios, en los cuales una

posible transformacion perjudica su habilidad anti-proliferativa. En resumen esta
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supuesta funcién imunosupresiva podria contribuir a inducir la progresion del cancer. En
conclusion, Foxp3 posee un papel amplio y potencial mecanismo de accion molecular en
las células de cancer que aun permanece sin dilucidarse. Por lo que consiguientes
estudios utilizando modelos in vitro e in vivo son necesarios para examinar su papel en
células de cancer. El descubrimiento de genes y/o funciones celulares asi como
funciones pro-metastasicas reguladas por Foxp3 en células de tumor podria proveer la
explicacion de su papel en el cancer proponiendo terapias blanco especificas in vivo. Sin
embargo, se tiene que tomar en cuenta que Foxp3 no es un blanco principal terapéutico
debido a que desempefia un papel esencial en la regulaciéon de la autoinmunidad. La
identificacion de moléculas que regulan la expresion de Foxp3 y son expresadas en las
células tumorales y no en Tregs podria proveer el desarrollo de nuevas estrategias para
la identificacién de blancos terapéuticos que no sean especificas de Foxp3 (Ladoire et

al., 2011).

4.7 INTERLEUCINA 2

Interleucina 2 (IL-2), fue originalmente descubierta como un factor de crecimiento
para las células T in vitro. IL-2 es una glicoproteina monomérica secretada de 15 kDa.
Existe como una citocina globular de estructura de 4 a-hélices en una configuracion
tipica de citocinas de tipo I. Respuestas a la IL-2 son mediadas a través de su interaccion
con el complejo trimérico de alta afinidad IL-2R (CD25, CD122, CD132). Ausencia de
estas cadenas induce una nula sefializacion. Estimulacion del receptor por IL-2 induce
activacion de STATS. La administracion de IL-2 estd aprobada por la FDA para el
tratamiento de melanoma y carcinoma renal. Sin embargo, no es bien conocido porque
solo el 5-15% de los pacientes responden a esta terapia, ademas que una elevada
toxicidad se observa al administrarse como tratamiento. IL-2 también ha sido
administrada en pacientes con HIV avanzado e induce un significativo incremento de
células TCD4". Células T CD4" expandidas con IL-2 expresan niveles intermedios de
CD25 al igual que moderados niveles de Foxp3 que podrian inducir a las Treg. A pesar
de administrar IL-2 y observar un incremento de células T CD4" en estos pacientes, no

se han observado beneficios clinicos, como reduccién del riesgo de enfermedades
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oportunistas o muerte al ser comparado con pacientes que solo han recibido terapia anti-

retrovirtal sola. Algunos de los efectos benéficos del tratamiento con IL-2 de pacientes
con melanoma metastasico o carcinoma renal fueron ampliamente mediados por el
potenciamiento de la funcion y/o namero de linfocitos T CDS" .

Mientras que existen aun dudas sobre el papel de IL-2 en la expansion/diferenciacion
de células T CDS8" in vitro e in vivo, su efecto sobre T CD4" es menos claro, in vivo ha
sido demostrado que la deficiencia de IL-2, CD25 o CD122 desarrolla manifestaciones
de autoinmunidad sistémica y enfermedades linfoproliferativas fatal (Malek and Bayer,
2004).

Se ha observado que el nimero de Tregs en periferia de ratones deficientes de 1L-2,
IL2-Ra e IL-2RP son disminuidos hasta casi ser ausentes. El tratamiento con anti-IL2 en
ratones normales o con CTLA-4Ig para inhibir sefiales de coestimulacién inducen una
rapida disminucion en el nimero de células T Foxp3' (Setoguchi et al., 2005). La IL-2
no es solo requerida para la sobrevivencias de Tregs Foxp+ en la periferia, si no que son
criticas para el mantenimiento de sus funciones supresivas. La expresion de Foxp3 en
células Treg es requerida para establecer un programa en la expresion del gen que ofrece
a las Treg una dependencia de la sefializacion paracrina de IL-2 que a su vez reprime a
la produccion de IL-2 por las Treg e induce IL-2Ra. Las células Treg son la primer
poblacion que responde a la IL-2 producida por las células T efectoras durante las
respuestas inmunes (O’Gorman et al., 2009). El descubrimiento de los efectos de IL-2
sobre las células Treg incremento el cuestionamiento del efecto de altas dosis de IL-2
sobre las Treg de pacientes con cdncer Ahmadzadeh y Rosenberg; demostraron que el
tratamiento con IL-2 resultd en un incremento de 6 veces mas en la frecuencia de células
con expresion alta de CD25 en la sangre periférica comparada con niveles del
pretratamiento y las Treg expandidas tuvieron un efecto supresor in vitro sugiriendo que
las células Treg mediadas por IL-2 podrian contribuir a la pérdida de la respuesta
objetiva de la terapia con IL-2 en la mayoria de los pacientes con melanoma y cancer

renal (Ahmadzadeh et al., 2007).

Se tienen antecedentes que muchas tipos de células de cancer expresan el receptor de

IL-2 (IL-2R); sin embargo, se tienen pocas publicaciones sobre el posible papel de su
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receptor. Se conoce que células de cancer cervical no solo expresan el receptor de IL-2,
si no que producen y secretan IL-2. Se ha mostrado que empleando anticuerpos anti-IL-
2R, la proliferacion de estas células es inhibida, sugiriendo que las células adquieren una
dependencia parcial sobre este factor para su proliferacion. Se hipotetiza que las
propiedades adquiridas por las células tumorales para usar IL-2 para su propia
proliferacion podria resultar en una mecanismo de competicion con linfocitos para este
factor de crecimiento. En consecuencia, se supone que el uso de IL-2 por las células
tumorales eliminaria esta citocina en el sitio del tumor, siendo este un factor de
crecimiento necesario para la actividad citotoxica de linfocitos infiltrantes de tumor. Por
lo que es necesario evaluar las diferencias en constantes de disociacion, sefiales de
transduccion que posee el receptor de IL-2 tanto en células de cancer como en linfocitos
para el mejor entendimiento de la posible existencia de un mecanismo de competicion
entre los dos tipos celulares para la IL-2. Se ha determinado que las lineas celulares de
cancer CALO e INBL expresan el receptor de c-kit y que la IL-2 exdgena incrementa
esta expresion, y que cuando este correceptor es coexpresado con IL-2R la cantidad de
IL-2 necesaria para inducir proliferacion disminuye. Por lo que se tiene como
expectativa que el mecanismo de competencia entre las células de cancer de cérvix y
linfocitos podria estar a favor a las células malignas debido a que ellas necesitan menos

de este factor de crecimiento para su proliferacion (Rangel-Corona et al., 2010).

Se ha identificado por citometria de flujo y Northern Blot que las células de
melanoma murino B16F10 expresan el receptor de IL-2-a., y el gen de IL-2, sin embargo
en sobrenadantes de las células B16F10 no es detectable la actividad de IL-2. Con estos
datos Garcia de Galdeano y cols., concluyen que el sistema de sefializacion de IL-2 esta
presente en las células B16F10 y que la IL-2 favorece la proliferacion celular de las
células B16F10, sugiriendo el papel de esta citocina en la actividad tumoral de estas

células (Garcia de Galdeano et al., 1996).
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4.8 CD2S Receptor de Interleucinas 2

El receptor de interleucina 2 (IL-2R) es expresado en células B, T, NK y eosinofilos
y también se ha observado su expresion en células tumorales. El receptor de IL-2 estd
compuesto de las cadenas, alfa (IL-2Ra, CD25), beta (IL-2Rp, CD122) y gamma (IL-
2Ry, CD132). Para ser un receptor de alta afinidad se requieren las tres cadenas, las
subunidades IL-2R y yc componen el receptor de afinidad intermedia, mientras que IL-
2Ra solo representa el receptor de baja afinidad.

IL-2Ra (CD25) es un polipéptido de 55 kDa con un dominio extracelular (219
aminoacidos), dominio transmembrana (19 aminodcidos) y dominio citoplasmico (13
aminodcidos). Es conocido como la tercera cadena de IL-2R trimérico, aparentemente no
parece participar en sefializacion, sin embargo incrementa la afinidad del IL-2R a su
ligando. Altos niveles de este receptor trimérico son expresados temporalmente por
células CD4", CD8" seguida de la activacion por el TCR. Sin embargo otras células
expresan constitutivamente altos niveles de CD25. Las células Treg expresan
constitutivamente altos niveles de CD25, con niveles intermedios de CD122 y la cadena
yc. La expresion de CD25 por las células T es regulada por la estimulacion del TCR y
por el contacto con IL-2, el cual provee un feedback positivo que involucra la union de
la sefial transductora y actvadora del factor de transcripcion STAT 5 al locus del gen
CD25 (Boyman and Sprent, 2012).

En células convencionales, posterior a la union de IL-2, la heterodimerizacion de las
subunidades B y yc desencadenan la activacion y reclutamiento de Janus Kinasa (Jak), el
cual fosforila residuos de tirosina sobre el dominio citoplasmatico de la cadena .
Especificamente, Jak1 es reclutado a dominios ricos de serina de la cadena 3 mientras
que jak3 se une al dominio citoplasmatico de yc. Las tirosinas fosforiladas sirven como
sitios de unidn para las proteinas adaptadoras como para STATS. Proteinas SHC
eventualmente inducen la activacion de las vias Ras-Raf-MAP Kinasa y PI3K, las cuales
promueven la transcripcion de citocinas, sobrevivencia, entrada al ciclo celular y
crecimiento. Posterior a la activacion por tirosinas fosforiladas, STATS dimeriza y se
transloca al nucleo donde se une a sitios de union al DNA uniéndose a sitios que
contienen sitios activados de interferén-y (GAS), donde es responsable para la

proliferacion celular y regula la expresion de genes mitogénicos y de sobrevivencia. El
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promotor de IL-2Ra es también un blanco de STATS e incluye tres regiones regulatorias

positivas (PRR, PRRI y PPRII) (Lan ef al., 2008).

Seguido de la union del receptor al complejo cuaternario IL-2-IL-2R es rédpidamente
internalizado e IL-2, CD122 y yc son subsecuentemente degradados; en contraste con
CD25 que es reciclado hacia la superficie celular (Malek, 2008).

Sin embargo el efecto de IL-2 permanece sin ser totalmente identificado en el
contexto de las células T reguladoras. Se ha observado que las Treg murinas no exhiben
las vias PI3K posterior a la estimulacién con IL-2 in vitro; sin embargo, STATS es
activada. La pérdida de activacion de PI3K es atribuida a la expresion de PTEN, el cual
es reportado para regular la capacidad proliferativa de las células T. Tanto las células
nativas y CD4'CD25" Treg expresan PTEN posterior a la estimulacién de IL-2, en
contraste con las células efectoras CD4'CD25". La expresion de PTEN es disregulada
posterior a la estimulacion a través del TCR en las Treg. Por otra parte, igual que las
células T no reguladoras, STATS es retenida en las células Treg. Interesantemente, sitios
de union de STATS han sido encontrados en el gen de Foxp3 de ratones y humanos
(Bensinger et al., 2004).

La expresion constitutiva alta de CD25 es una caracteristica principal de células Treg
naturales Foxp3'. En las células Treg, la expresion de Foxp3 reprime la transcripcion de
IL-2 y activa CD25, haciéndolas altamente dependientes de IL-2 exdgena para su
mantenimiento en la periferia (Setoguchi et al., 2005). La deficiencia de IL-2, CD25
produce enfermedades fatales de autoinmunidad e inflamatorias, las cuales es debido a la
deficiencia de sobrevivencia de las células Treg naturales. En humanos, la deficiencia de
CD25 exhibe severa autoinmunidad y alergias resultado de la deficiencia o disfuncion de
células T reg Foxp3" (Malek and Bayer, 2004). En el timo, el desarrollo de Treg es
obstaculizado por la deficiencia de IL-2 especialmente cuando es combinada con la
deficiencia de otras citocinas como lo son IL-7 e IL-15. IL-2 es requerida para la
expresion de Foxp3 y CD25 en células Tregs naturales y potencia sus funciones
supresivas in vitro. El desarrollo de Treg y mantenimiento son altamente dependientes
de la secrecion de IL-2 por otro subgrupo de linfocitos, mientras que las células Treg por

si misma suprime la produccion de IL-2.
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Los analisis de citometria de flujo revelan que las células de melanoma murino
B16F10 expresan el receptor de IL-2 subunidad alfa y se ha visto que en ensayos in vitro
al administrar IL-2 recombinante se incrementa su proliferacion celular sugiriendo un
papel de esta citocina en la actividad tumoral de estas células (Garcia de Galdeano et al.,

1996, p. 10).
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Figura 6. Papel de interleucina 2 en programacion de células T reguladoras, inflamatorias

(Ruth Y. Lan, Carlos Selmi, M. Eric Gershwin*Journal).
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4.9 TGF-p

El factor de crecimiento transformante tipo beta (TGF-B) es miembro de una
superfamilia de factores polipeptidicos que inhiben el crecimiento e inducen apoptosis
en un gran numero de tipos celulares, particularmente células epiteliales.

La expresion de TGF-p es regulada a nivel molecular por factores como NFAT,
Smad y STAT. Sin embargo, la via TGF-f/Smad es considerada la mas importante.
TGF-f es un miembro de la familia de polipéptidos diméricos de factores de crecimiento
que funcionan a través de vias dependientes de Smad (Zhang et al., 2012). En estadios
iniciales de tumorogénesis, un gran numero de células pierde su respuesta al TGF- en
términos de inhibicioén del crecimiento y/o activacion de apoptosis (Seoane, 2006). Por
consiguiente, el TGF-p, sus receptores y las moléculas transductoras son supresores de
tumores. Sin embargo, se ha sugerido que la mayoria de los tumores humanos se
vuelven refractarios a los efectos inhibidores del crecimiento inducidos por TGF-
debido a des-regulacion de otras vias de sefializacion, por ejemplo, la ruta de
Ras/MAPK/ERKs. A modo de ejemplo, la sobreactivacion de la via de las ERKs
confiere resistencia a los efectos pro-apoptoticos del TGF-f en células de carcinoma
hepatocelular humano, antagonizando su capacidad de inducir la expresion de una
proteina esencial para el mecanismo de muerte celular (NOX4) (3). Ademas, en las
células tumorales el TGF-$ puede también activar rutas mitogénicas y de supervivencia
celular, tales como la ruta de Ras/MAPK vy la PI3-K/Akt, bien directamente o mediante
la transactivacion de otros receptores como el del EGF o el del PDGF. Un
desplazamiento a favor de las rutas pro-mitogénicas y de supervivencia sobre las de
inhibicion del crecimiento y apoptosis permite a las células escapar a los efectos
supresores del TGF-3, manteniendo la respuesta a esta citoquina en otros aspectos, tales
como pérdida de expresion de moléculas de adhesion celular, lo que conduce a un
aumento de su capacidad migratoria. Ademas, es conocido que el TGF-f estimula
angiogénesis (formacion de vasos sanguineos) y suprime el sistema inmune, procesos
que contribuyen a la progresion tumoral. Un gran porcentaje de tumores humanos

muestran sobre-expresion de TGF-B1, que suele asociarse a mal prondstico.
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Como se ha mencionado anteriormente, las Treg suprimen la proliferacion de células
T CD4°CD25", produccién de inmonoglobulinas de células B; sin embargo, esta
supresion no es llevada a cabo en la presencia de anti-TGFf . Células Treg estimuladas
pero no células T CD4'CD25" expresan altos y persistentes niveles de TGF-B 1 sobre la
superficie de las células, lo cudl induce que las Treg inducen inmunosupresion via
interaccion célula-célula involucrando TGF- B1 en la superficie celular. Células
supresoras derivadas de TGF-$ se unen a células activadas y pueden transducir senales
supresivas dependientes de contacto a través de complejos heteroméricos que consisten
de componentes del receptor tipo I (RI) y tipo II (R2). Se ha comprobado que TGF-3
induce la expresion de Foxp3 en células T nativas CD4'CD25  de ratones transgénicos
RAG-/- con deficiencia de células T Foxp3+ (Chen and Wahl, 2003). La nocién que se
tiene de que la sefializacion de TGF-f es requerida para la induccion de la expresion de
células Treg Foxp3+ es reforzada con el hecho de que las células T CD4'CD25
deficientes de la sefializacion de TGF-B no son convertidas en células Treg Foxp3" in
vitro e in vivo. Mediante el andlisis de la expresion de Foxp3 en ratones deficientes de
Smad3, se ha demostrado que Smad3 es esencial para la induccion de células Foxp3”
mediada por TGF-f in vitro (Takimoto et al., 2010).

En la periferia, TGF-P es capaz de inducir la expresion de Foxp3 en células T CD4"
nativas en la presencia de IL-2. Sin embargo, en humanos, la expresion de Foxp3 puede
ser inducida posterior a la sefializaciéon de TCR en la ausencia de TGF- B exdgena (Lan

etal.,2007).

410 1IL-10

IL-10 es una polipéptido de 18 kDa que pierde la glicosilacion detectable y es
expresada como un homodimero no covlaente. La sefalizaciéon mediada a través del
receptor de IL-10 usa la via Jak/STAT. La union de IL-10 a su receptor activa Jakl y
Tyk2 kinasa e induce a la activacion de STAT1, STAT3 y en células no macréfagos,
STATS. IL-10 es secretada por multiples células, incluyendo células T, monocitos,

células B activadas y algunos tumores humanos (Rabinovich et al., 2010).
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La interleucina (IL-10) es una importante citocina inmunorreguladora que actiia en
las células presentadoras de antigeno (células dendriticas, macrofagos y células T)
mediante la inhibicion tanto de la sintesis de citocinas como de moléculas co-
estimuladoras y moléculas HLA clase II. Es considerada una citocina anti-inflamatoria.
Durante la infeccion puede inhibir la actividad de las células Th1, NK y macrofagos los
cuales son requeridos para la total eliminacion de patogenos sin embargo, puede
contribuir al dafio del tejido. En consecuencia IL-10 puede impedir la eliminacion total
de patdgenos y la resolucion de la inmunopatologia (Couper et al., 2008). Asimismo,
acta directamente en la proliferacion y diferenciacion de las células T responsables de
la respuesta inmune tipo Th2. Expresion de la interleucina (IL-10) con funcion
inmunorreguladora en mucosa de pacientes con colitis ulcerosa cronica idiopatica

(Fonseca-Camarillo ef al., 2011).

La IL-10 puede favorecer el crecimiento del tumor por la estimulacion de
proliferaciéon celular e inhibir la apoptosis celular, altos niveles de IL-10 son
correlacionados con pobre sobrevivencia en algunos pacientes con cancer; sin embargo
no existe una correlacion reportada. Existen estudios que reportan lo contrario (altos
niveles de IL-10 mayor sobrevivencia) es observada cuando los niveles de citocinas son

evaluados en las muestras de tumores.

La IL-10 es secretada por tumores (o células inmunes infiltrantes de tumor) para
permitir a las células malignas a escapar de la inmunovigilancia. Por el contrario, otros
ensayos preclinicos y modelos clinicos sugieren que IL-10 podria favorecer el
rechazo del cancer mediado por el sistema inmune. Recientes estudios han clarificado
que la actividad inmunosupresiva de IL-10 sobre las células T es principalmente
indirecta y es mediada por otros tipos de células inmunes; células dendriticas (DC) y

células T reguladoras (Treg).

Las Treg contribuyen a la induccion de tolerancia periférica via expresion de
moléculas de superficie celular o la produccidon de citocinas inmunoreguladoras, tales

como IL-10 y TGF-B. La produccion y acciéon de estas dos citocinas son
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interrelacionadas en las cuales IL-10 puede potenciar la producciéon de TGF-f y
contribuir a la habilidad de células blanco a responder a TGF-p (Mocellin et al., 2005).
Muchos estudios han demostrado niveles elevados de IL-10 en el suero de pacientes con
estadios tardios de melanoma. Esta citocina de tipo Th2 impide las funciones inmunes
incluyendo la proliferacion de células T, produccion de citocinas Thl, presentacion de
antigenos y citotoxicidad celular. IL-10 es secretada por células de melanoma,
incluyendo melanoma metastasico y ha sido reportado por reducir la inmunovigilancia
en pacientes con melanoma avanzado. El mecanismo que conduce la sobreexpresion de
IL-10 en células de melanoma no es totalmente entendido. La producciéon de IL-10
derivada de melanoma podria suprimir la diferenciacion y funcion de células dendriticas
y niveles de IL-10 son reportados en nddulos no centinelas en pacientes con melanoma
primario residual o en ndédulos centinelas de melanoma metastasico. La IL-10 producida
por células de melanoma , actian como un factor de crecimiento autocrino. La expresion
del RNAm de IL-10 ha sido reportada de moderada a alta en células tumorales de
melanoma de fase de crecimiento vertical y melanoma mestastasico. Esto sugiere que la
produccion de IL-10 por células de melanoma podria estar relacionado con la capacidad
de tumores primarios para proliferar, expandirse y evadir tejidos adyacentes y adquirir

cierta competencia para inducir metastasis (Itakura et al., 2011).

411 INF-y

La senalizaciéon de INF-y induce diversas funciones bioldgicas principalmente
relacionadas con la defensa del hospedero y regulacion inmune, incluyendo defensa
antiviral, antibacterial, ciclo celular, apoptosis, inflamacién e inmunidad innata y

adquirida (Schroder et al., 2004).

La funcion mas caracterizada de INF-y es la sobreregulacion de moléculas del MHC
clase I involucradas en la presentacion de antigenos. Regula la diferenciacion y funcion
de muchos tipos celulares, al igual que estd directamente involucrado en los aspectos de

las respuestas mediadas por células Thl resultando en la diferenciacion, activacion,

36



Expresion de Foxp3 en células de melanoma murino como un mecanismo de
evasion de la respuesta inmune tumoral

w.?,g;w

o

homeostasis de las células T. Inhibe el desarrollo de células Th2 pero promueve el

desarrollo de células Treg (Agnello et al., 2003; Seliger et al., 2008).

Activa macrofagos e induce la produccion de citocinas, las cuales reclutan a las
células efectoras a los sitios de inflamacion. Al igual que se ha asociado con funciones
citostaticas/citotoxicas antitumorales. Las primeras demostraciones de los efectos
antiproliferativos del INF-y en melanoma fue reportado por Fisher y colaboradores.
Subsecuentemente fue identificado como uno de los factores de crecimiento inhibitorios

presente en el medio condicionado de células T activadas (Brown et al., 1987).

Kortylewski y colaboradores reportaron que INF- y tuvo efecto inhibitorio en 4
diferentes células de melanoma y que la inhibicion del crecimiento fue dependiente de la
activacion de STATI sin embargo se conoce actualmente que INF-y sobreregula c-jun y
c-myc en una manera independiente de Statl (Kortylewski et al., 2004; Ramana et al.,

2001).

Shiller y colaboradores reportaron en estudios de pacientes en fase Il y III a la
administracién de INF-y con un buen pronostico sin embargo este estudio fallé debido a
la no eficacia del tratamiento con un rango de respuesta solo del 5% y con observacion
de efectos secundarios ademas de supresion de células T cooperadoras. Otros ensayos de
melanoma con la administracion como adyuvante de INF-y tuvieron que ser
prematuramente terminados debido a que los pacientes tenian un peor pronostico que los
pacientes no tratados. Por lo que INF-y es considerado por tener 2 funciones ; puede ser
citostatico/citotoxico como puede tener efectos citoproliferativos dependiendo del
contexto. Tanto INF-y como TGF-f son ejemplos bien conocidos de factores secretados

que desempefian funciones duales en comportamientos diferentes (Schiller et al., 1996).

Por el paso de las ultimas 3 décadas, INF-y ha establecido una reputacion de ser un
guardian inmunologico en contra de neoplasias. Schreiber y colaboradores han
implicado a INF-y como parte fundamental en la inmunoedicion. Muchas lineas de
evidencia colocan a INF-y en la fase de eliminacion en el paradigma de la inmunedicion
tumoral, sin embargo recientes evidencias citan a INF-y estar involucrado en las fases de

equilibrio y/o evasion, siendo fases mds protumorogénicas (Dunn et al., 2004). Como
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bien se sabe el papel principal de INF- y es potenciar la respuesta inflamatoria, y
desempefia un papel principal en limitar la destruccion de tejido posterior al proceso
inflamatorio. INF-y induce cascadas inflamatorias que activa a una gran variedad de
células inmunes como macréfagos, NK, CTL’s, los cuales juegan un papel principal en
la reparacion de tejido posterior a la inflamacién. INF-y puede proteger a las células
normales del dafio colateral asociado con la remodelacion y reparo de tejido, sin
embargo, este mismo mecanismo puede permitir a las células desarrollar mutaciones
para evadir la destruccién y permanecerlas en el estadio de equilibrio hasta que sean
totalmente transformadas. La supresion de células CTL- y NK que median las respuestas
inmunes es central para la fase de escape tumoral, y en gran cantidad de estudios se ha
identificado que la participacion de INF- y puede estar intimamente involucrada en
estos mecanismos de inmunosupresion. Se ha observado que INF-y sobrerregula el
desarrollo de Treg y suprime CTLs por la induccion de indoleamina 2,3-dioxygenasa
(IDO) en células de melanoma (Mellor and Munn, 2008). INF- y atentia la infiltracion de
neutrofilos y células mieloides en el microambiente, lo cual constitutivamente activa la
expresion de CIITA en melanoma, induciendo la sobrerregulacion de antigenos MHC
clase II, los cuales son asociados con progresion maligna y resistencia a Fas-L" (Herlyn

et al., 1985).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Linea celular

La linea celular de melanoma murino B16F10 wt fue cultivada en una atmosfera a 37°C
y 5% de CO; en medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM/F-12) (Life Technologies,
Invitrogen, Burlington, Ontario Canada) y 10% de suero fetal bovino (Gibco, Grand

Island, NY, USA).

5.2 Animales

Ratones C57BL6 (de 5-6 semanas) fueron adquiridos de Harlan, México, S.A. de C.V.y
mantenidos en un ambiente libre de patégenos. Todos los protocolos experimentales
fueron aprovados por el comité de ética animal del Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn.

5.3 Extraccion de RNA

Se tomaron cajas de cultivo celular con la linea de melanoma murino B16F10 que
presenten un 80% de confluencia, las células BI6F10 wt se disgregaron utilizando 2 mL
de Tripsina(0.05%)-EDTA(0.5%), se incubaron durante 2 minutos, posteriormente se
agregaron 2 mL de medio DMEM/F12 para la inactivacion de la tripsina y las células
fueron desprendidas y se colectaron en tubos eppendorf de 15 mL, se centrifugaron a
1600 rpm para la obtencion de pellets celulares.

Las células se lisaron con 1 mL de trizol y se incubaron por 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se adicionaron 200 uL de cloroformo y se agitaron

vigorosamente por 15 segundos, se reposaron durante 2-3 minutos y se centrifugaron a
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14,000 rpm por 20 minutos a 4°C, obteniendo 2 fases, una acuosa donde se obtuvo el
RNA y otra fase orgénica. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo eppendorf y se le
afiadieron 500 uL de isopropanol al 100%, se agitd mediante inversion y se incubd a
temperatura ambiente por 10 min, se centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C para
la obtencion de pellet. El “pellet” de RNA formado se lavé mediante agitaciéon por
vortex durante 15 segundos en 1 mL de etanol al 75%, finalmente se centrifugé a 14,000
rpm por 5 minutos a 4°C y se deseché el sobrenadante. Se dejo secar el etanol restante
del “pellet” y se resuspendié en 20 uL de agua DEPC (dietilpirocarbonato) seguido de
una incubacion de 65°C por 15 minutos para su completa disgregacion, finalmente se

determiné su concentracion a 260 nm.

Los RNA extraidos de las células se almacenaron a -70° C hasta su uso.

5.4 Obtencion de cDNA

Se adicion6 en un tubo eppendorf un volumen correspondiente a 5 ug de RNA, 1uL
de oligo dT 0.5 mg/uL de una mezcla de dNTP 10 mM vy se llevo a un volumen de 12
uL con agua DEPC, se calentd a 65°C por 5 min, se adicionaron 4 ulLL de Buffer First
Strand 5X, 2 uL de DTT 0.1M y 1 uL de Inhibidor de Ribonucleasa, posteriormente se
mezclaron e incubaron las muestras a 42°C por 2 minutos, se adicion6 1 ul de
Superscript RT una unidad por microlitro a cada muestra, se incubaron a 42°C por 50
minutos y se inactivaron las reacciones calentando a 70°C por 15 minutos. E1 cDNA se

almaceno hasta su uso a -70°C.

43



Expresion de Foxp3 en células de melanoma murino como un mecanismo de
evasion de la respuesta inmune tumoral

w.?,g;%

5.5 Expresion de Foxp3

Para determinar si la linea celular de melanoma murino B16F10 wt expresaba Foxp3,
se realiz6 el andlisis de la expresion del RNAm de Foxp3 mediante PCR tiempo real
(qRT-PCR). Para la deteccion de Fopx3 se utiliz6 el termociclador automatizado PTC-
200 (MJ Research, Watertown-Mass., USA), el kit SYBR Supermix (Invitrogen,
Paisley, UK), el primer set para Foxp3 RT’PCR Primer Set (SuperArray Biosciences,
USA) y B-actina como gen endégeno de referencia. Las condiciones en el termociclador
para la deteccion de Foxp3 fueron 10 min a 95° C para el calentamiento inicial, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95° C, alineacion a 60° C y extension a 72° C durante
15 segundos. Las condiciones del termociclador para la deteccién de f3-actina fueron 10
min a 95° C para el calentamiento inicial, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°
C por 15 seg y alienamiento/extension a 60° C por 60 seg. La expresion relativa fue
determinada utilizando el Software Rotor Gene. Para la amplificacion de (-actina, 20
uM de los siguientes primers fueron utilizados: forward 5
GGCATCGTGATGGACTCCG 3" y reverse 5' GCTGGAAGGTGGACAGCGA 3'y el
primer set para la deteccion de Foxp3 (SuperArray Biosciences, USA) fue utilizado en

un volumen total de reaccién de 25 ulL.

5.6 Deteccion de Foxp3 mediante microscopia confocal

Las células de melanoma murino B16F10 wt fueron tratadas con la soluciéon de
permeabilizado (eBioscience, USA) durante 30 min a 4° C en la oscuridad.
Posteriormente las células fueron centrifugadas a 1600 rpm por 10 min y resuspendidas
en 100 uL de buffer de permeabilizaciéon conteniendo el anticuerpo anti-raton Foxp3
(FITC, eBioscience, USA) e incubadas por 30 min a 4° C y en oscuridad, se realiz6 un
lavado a 1600 rpm por 10 min a 4° C y posterior a la centrifugacion el sobrenadante fue
removido y las células fueron resuspendidas en 20 pLL de paraformaldehido y montadas
sobre un cubreobjeto utilizando Vectashield con DAPI (Vector laboratories) como

medio de montaje e inmediatamente fueron visualizadas mediante microscopia confocal.
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5.7 Analisis de citometria de flujo para la determinacion de CD25 y Foxp3

Para analizar los niveles de expresién de CD25 y Foxp3, 1X10° células de melanoma
murino B16F10 obtenidas de cultivo y de tumores fueron tefiidas usando el anticuerpo
anti-raton CD25 (eBioscience, USA) en un volumen final de 100 uL del buffer de
tincion (flow cytometry staining buffer) y fueron incubadas a 4° C durante 30 min, las
células fueron lavadas a 1600 rpm durante 10 min a 4° C en buffer de tincién frio, se
descart6 el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en vortex, posteriormente se
agregd a las células 1 mL de la solucion de trabajo Fijacion/permeabilizacion las cuales
fueron incubadas a 4° C durante 30 min, lavadas dos veces con 2 mL del buffer de
permeabilizacion 1X a 1600 rpm durante 10 min a 4° C y el sobrenadante fue removido.
Se agrego el anticuerpo anti-ratén Foxp3 (FJK-16s) (eBioscience, USA) en un volumen
final de 100 pL del buffer de permeabilizacion 1X y se incubd durante 30 min a 4° C en
oscuridad. Posteriormente, las células fueron lavadas una vez mas con 2 mL de buffer de
permeabilizado 1X a 1600 rpm por 10 min a 4° C, se descartd el sobrenadante y las
células fueron resuspendidas en 1% de paraformaldehido. Los datos fueron analizados

utilizando el citémetro de flujo (Epics Altra, Beckman Coulter, Fullerton CA, USA).

5.8 Diseifio y construccion de plasmidos que codifican para silenciar el gen Foxp3,

sus caracteristicas se encuentran en la siguiente tabla.

Secuencia Posicion | Contenido | SiRNA sentido | SiRNA antisentido
CG
AATGAAATCTA 1081 28.6% UGAAAUCUAC | AAACCAAUGGUAG
CCATTGGTTT CAUUGGUUUtt AUUUCATtt
AACATGGACTA 979 38.1% CAUGGACUAC GUACUUGAAGUA
CTTCAAGTAC UUCAAGUACtt GUCCAUGtt
AATGAAATCTA 1081 28.6% UGAAAUCUAC | AAACCAAUGGUAG
CCATTGGTTT CAUUGGUUUtt AUUUCATtt
AAATCTACCAT 1085 33.3% AUCUACCAUU | GAGUAAACCAAUG
TGGTTTACTC GGUUUACUCtt GUAGAUtt
AATTTGAGTTTC 1229 33.3% UUUGAGUUUC | UCUUCUUGCGAAA
GCAAGAAGA GCAAGAAGALtt CUCAAALt

Tabla 2. Caracteristicas de las secuencias blanco para FOXP3.
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En base a estas secuencias se disefiaron dos pares de oligos (sentido y antisentido)
utilizando el software (Ambion, Austin, TX, USA) para posteriormente ser clonados en
el vector PGSH1-GFP, y generar dos RNAi contra de FOXP3. EL disefio se hizo

siguiendo el siguiente prototipo:

Hairpinloop
structure
With Hand Il K
Sense target sequence (bold) Antisense target
_BamH1 | |

|

Forward Oligo \ f \
B3rueskioes) 50 GATCC (G) NNNNNNNNNNNNNNNNNNN GAAGCTTG NNNNNNNNNNNNNNNNNNNITITTIGGAAAGC-3®

Reverse Oligo

(63 nucaldtidos) 3" -G(C) NNNNNNNNNNNNNNNNNNN CTTCGAAC NNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAAACCTTCGCCCGG-5

N>

RNAFol Il
Termination signal

Figura 7. Prototipo para el disefio de oligos sentidos y antisentidos para su expresion en el

plasmido PGSHI-GFP.

5.9 Alineamiento

Los oligos se disolvieron con agua inyectable para obtener una concentracion de 1
ug/uL y se alinearon tomando 2 pL de cada oligonucleo6tido (sentido y antisentido) en
46 uL de buffer de alineacion (100 mM de acetato de potasio, 30mM HEPES-KOH pH
7.4 y 2Mm de acetato de Mg '), se incubaron las mezclas a 90°C por 3 min y después a
37°C por 1 hr. Se adicionaron 350 uL de agua grado PCR a la mezcla de reaccion de
alineacion para obtener un volumen final de 400 uL y una concentracion de trabajo de

10 ng/uL.

5.10 Ligacion de los oligos alineados en el vector de expresion lineal siRNA

Se llevaron a cabo para cada secuencia la reaccion de ligacion con 1 uL del vector de
expresion siRNA (50 ng/uL), 1 uL de los oligos alineados (10 ng/uL), 5 uL del buffer
de ligacion 2X, 1 uL de la enzima T4 ligasa y 2 uL de agua para un volumen final de
reaccion total de 10 uL. Las reacciones se incubaron a 4°C toda la noche. Las reacciones

de ligacion fueron almacenadas a -20° C hasta su uso.
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Las caracteristicas del vector se muestran a continuacion:

S HGSHI-GFP

(5318 bp)

Figura 8. Mapa del plasmido PGSHI-GFP

Element Start-End Description

pCMV 59-808 human CMYV promoter sequence

GFP 843-1500 Green Fluorescent Protein gene sequence

Poly A 1572-1801 Transcription stop and polyadenylation sequence

pH1 promoter 1808-1900 H1 RNA Polymerase III promoter

pAmp/pSV40 2689-3030 Ampicillin and SV40 promoters (in tandem)

Kan/Neo 3152-3942 Kanamycin and Neomycin resistance gene sequence
HSV TK Poly A 4182-4200 HSV Thymidine Kinase polyadenylation signal sequence.
pUC Ori 4531-5174 pUC origin of replication sequence.

Tabla 3. Elementos del vector pGSHI1-GFP

MCS sequence of linearized pGSH1-GFP (spanning nucleotides 1931-2016)

HI1 promoter pot!

e overhang
GGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACTCG LUWESN GGCCGCGACTCTAGATCATAATCACAGCCATA
CCCTTAGAATATTCAAGACATACTCTGGTGAGCCTAG | hia CGCTGAGATCTAGTATTAGTGTCGGTAT

| Site
BamH [
overhang

Figura 9. Secuencia linealizada de pGSHI-GFP
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5.11 Transformacion

Se transformaron 70 uL de bacterias E.coli DH5a competente con 5 uL del producto de
ligacion y se sembraron las bacterias en cajas petri con agar LB con 50 ug/mL de
kanamicina y se crecieron toda la noche a 37°C. Se tomaron de 3 a 4 colonias
transformadas y se sembraron en medio LB con 50 ug/mL de kanamicina, se crecieron
toda la noche a 37°C y posteriormente se realizé una extraccion de plasmidos a pequefia

escala.

5.12 Verificacion del plasmido recombinante

Se realizaron reacciones de digestion para verificar el DNA plasmidico positivo con 1-
17 ul del miniprep de DNA plasmidico (100-200 ng ), 1uL de la enzima Hind III, 2 uL
del buffer de restriccion 10 X y de 0-16 ul de agua grado PCR, para obtener un volumen
final de 20 ul.

Se incubaron las reacciones a 37°C por 2 horas y los productos se corrieron en un gel de

agarosa al 1% para su verificacion.

Nota: Las clonas positivas conteniendo los RNAi tienen un Unico sitio de corte por
Hind III en el centro de la estructura del loop, asi que la digestion producird un plasmido
lineal. Las clonas negativas seran similares al plasmido control super enrrollado después

de la digestion.

5.13 Extraccion de plasmidos a mediana y grande escala

Para obtener cantidades suficientes de los plasmidos para las posteriores transfecciones
en la linea celular de melanoma murino B16F10, se realizaron midipreps utilizando los
kits comerciales de QIAGEN para la purificacién de plasmidos.

Para la extraccion a mediana escala, se pusieron a sembrar las bacterias transformadas

en 25 mL y 2.5 L a 37° C toda la noche, posteriormente se centrifugd para obtener el
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pellet al cual se le adicion6 4 mL del buffer P1 y se homogenizaron las bacterias,

después se adicionaron 4 mL del buffer P2, se mezcld por inversion 4-6 veces y se
incub6 a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se adicion6 4 mL del buffer
P3 se mezcld inmediatamente invirtiendo el tubo 4-6 veces y se incub6 en hielo por 15
min. Se centrifugd a 20,000 g por 30 min a 4° C y se removio el sobrenadante
conteniendo el plasmido. El sobrenadante se cenrifugé nuevamente a 20,000 g por 15
min a 4° C. Se equilibro la columna (QIAprep Spin Miniprep Columns, USA). Se lavo la
columna 2 veces con 10 mL de buffer QC (Quiagen plasmid Midi kit, USA) en cada
lavado. Se eluy6 el ADN con 5 mL de buffer QF (Quiagen plasmid Midi kit, USA) y se
precipit6 agregando 3.5 mL (0.7 volumenes) de isopropanol. Se mezcld y se centrifug6 a
15,000 g por 30 min a 4° C y con cuidado se decanto el sobrenadante. Se lavo el pellet
con 2 mL de etanol al 70% y se centrifugé a 15,000 g por 10 min., se decantd el

sobrenandante y se dejo secar el pellet para posteriormente disolverlo en buffer TE pH

8.0.

5.14 Preparacion del polimero cationico polietilenamina (PEI) de 25 kDa para los

ensayos de transfeccion

Se utiliz6 el polimero catidonico polietilenamina 25 kDa (PEI) ramificada (Sigma,
Aldrich, Milwaukee, IL USA) para los ensayos de transfeccion tanto in vitro como in
vivo. Se prepard un stock a una concentracion de 4.3 mg/mL en H,O, pesando 430 mg
en 50 mL de H,O para obtener una concentracion de trabajo de 150 mM. EI ADN posee
por microgramo 3 nMol de fosfato y 1 uL de una solucion de PEI 0.1 M tiene 100 nMol
de nitrogeno tipo amino. El radio de carga resultante es expresado como nitrégeno de

PEI: fosfatos de DNA= N:P. El N/P utilizado para la transfeccion in vitro fue N/P 5.

5.15 Preparacion de los complejos para los ensayos de transfeccion in vitro

Para conocer la cantidad de polietilenamina que se utilizo en las transfecciones se utilizd

la siguiente formula.
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uL de PEI= (ug de DNA x 3) x radio N/P
150 mM
Las células de BI6F10 wt (5x10° células/200 ul de DMEM/F12 con 10% SFB) fueron

cultivadas en cajas de 96 pozos y se realizo la transfeccion con 0.6 ug de cada plasmido,
para ello se diluy6o 0.6 ug de DNA en 10 ul de NaCl 150 mM, se dio vortex,
posteriormente se agregd el PEI diluido a la soluciéon de DNA diluida y se dio vortex.
Los complejos fueron posteriormente incubados durante 15-30 min a temperatura

ambiente y se agregaron los complejos PEI/DNA a cada pozo.

5.16 Ensayo de viabilidad con MTT

Para determinar los efectos de los plasmidos en las células BI6F10 transfectadas, se
realizo el ensayo de citotoxicidad mediante la técnica de MTT. Este ensayo se basa en la
reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto
coloreado azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de
las células tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producido.

Las células B16F10 wr fueron transfectadas con 0.6 ug de los plasmidos siFoxp3-1,
siFoxp3-2, siFoxp3-3, o con 0.3 ug del plasmido pEGFP-N2 como control
(CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) siguiendo la metodologia anteriormente descrita.
Posterior a 72 h de la transfeccion se realizo el ensayo de MTT, para ello se pesaron
0.025 g de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (Sigma, Aldrich, St.
Lousi, MO USA) y fueron disueltos en 5 mL de PBS para obtener una soluciéon de
trabajo con una concentracion de 5 ug/ml, posteriormente se adicionaron 20 uL de esta
solucion a cada pozo y la placa fue incubada en una atmosfera de 37° C y 5% CO,,
posterior a 1 h de incubacion se removid el medio y se agregaron 80 uL. de DMSO por
pozo y se incubd en agitacion durante 10 min a temperatura ambiente. La densidad
optica (DO) se determind a 570 nm en un lector de microplacas (Microplate Autoreader

EL311, BIOTEK Instruments Inc. Winooski, VA, USA). Con los resultados obtenidos
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se determiné el porcentaje de viabilidad celular y mediante la visualizacién con el
microscopio confocal (TE-Eclipse 300, Nikon Tokyo Japan) se determiné la eficiencia

de transfeccion.

5.17 Seleccion de lineas celulares estables con silenciamiento de Foxp3

El vector de expresion siRNA contiene el gen de resistencia a neomicina para la
seleccion de lineas celulares. Neomicina (G418) es un aminoglucdsido que bloquea la
sinetesis de proteinas en células de mamiferos interfiriendo la funcién ribosomal. La
expresion del gen aminoglucésido fosfotransferasa (APH) en células de mamiferos

resulta en la detoxificacién de neomicina (G418).

5.18 Determinacion de la sensibilidad de G418

Para la generacion de lineas celulares estables expresando el siRNA para Foxp3 después
de la clonacidn del vector de expresion siRNA, se determind la concentracion mimina de
G418 requerida para matar las células que no fueron transfectadas, para ello se probaron
diferentes concentraciones de G418 en las células B16F10 wr y se sigui6 el siguiente
protocolo. Se sembraron las células BI6F10 wt (2.5x10° células/ 200 uL. DMEM/F
suplementado con 10% SFB 12) en una placa de 96 pozos y se incubaron durante 24 h
en una atmosfera de 37°C y 5 % CO,, posteriormente, se sustituyd el medio de cultivo
por medio conteniendo diferentes concentraciones de G418 (0, 50, 100, 200, 400, 600 y
800 ug/mL) y después 72 h se determind la DL,,, mediante MTT, posteriormente se
sembraron las células B16F10 wt en placas de 6 pozos con las condiciones anteriormente
mencionadas, posterior a 24 h se realizé cambio de medio DMEM/F12 conteniendo 400
ug/mL de G418 realizdndose cambio de medio cada 3-4 dias y observando que se

previniera el crecimiento de células dentro de las siguientes 3 semanas después de la

adicion de G418.
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5.19 Generacion de linea celular B16F10 con silenciamiento de Foxp3
(B16F10.DMH1)

Una vez ya determinada que la concentracion de G418 elegida no causa resistencia en
las células B16F10 wt y se previene el crecimiento celular, este se usd para la seleccion
de la linea celular estable con silenciamiento de Foxp3 (siFoxp3). Posteriormente se
transfectd las células B16F10 wt con la construccion de expresion linearizada de
siFoxp3. Se incluy6 una placa de células no transfectadas como un control negativo.
Posterior a 24 horas de transfeccion, las células fueron lavadas y se agregé el medio
nuevo, después de 48 h post-transfeccion, las células fueron tripsinizadas y sembradas
con una confluencia no mayor al 25% y mantenidas en medio conteniendo la
concentracion pre-determinada de G418. Se realizé cambio de medio cada 3-4 dias hasta
que clonas de células G418-resitentenes fueran identificadas. Posteriormente las clonas
fueron expandidas en placas de 96 pozos. La identificacion de clonas fueron visualizadas
en el microscopio confocal durante el proceso de seleccion ya que estas clonas contienen
el gen reportero verde fluorescente. Posteriormente se realizé el andlisis de expresion de
Foxp3 mediante la técnica de qRT-PCR y citometria de flujo en la linea celular con
silenciamiento de Foxp3 la cudl fue identificada como B16F10.DMHI1. También fue
realizado el andlisis de expresion de CD25" por citometria de flujo. Estos andlisis fueron
realizados siguiendo los protocolos ya anteriormente descritos para la linea celular

B16F10 wr.

5.20 Analisis de proliferacion celular de las lineas B16F10 wt y B16F10.DMH1

Para el andlisis de proliferacion celular, se ajustaron las células B16F10 wr y
B16F10.DMHI a una concentracion de 2.5X10° células y fueron cultivadas en placas de
6 pozos con un atmosfera de 37° C y 5% CO,. Las células fueron despegadas usando
tripsina al 0.25%, posteriormente fue inactivada la tripsina usando medio DMEM/F12 y
se realizd una dilucion 1:10 con una solucidon de azul de tripan para cuantificar las
células viables a través de microscopio y determinar el porcentaje de viabilidad posterior

a las 24, 48 y 72 h de incubacion.
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5.21 Disefio experimental in vivo

Grupos de ratones C57BL6 de 6 semanas de edad fueron inoculados subcutdneamente
(5x10° células/ 200 wl PBS) con las células BI6F10 wr y BI16F10.DMHI
respectivamente en el flanco derecho de los ratones previamente rasurados,
posteriormente fueron monitoreados hasta determinar el tiempo de aparicion de tumor y
sobrevida de los ratones. Grupos de ratones (6 por grupo), inoculados con las células
B16F10 wt fueron sacrificados a los dias 7, 14 y 21 dias post-aparicion del tumor y los
ratones inoculados con las células BI6F10.DMHI1 fueron sacrificados a los dias 7, 14,
21 y 28 post-aparicion del tumor (Debido a que la inhibiciéon de Foxp3 incrementa la
vida de los ratones). Los tumores y bazos fueron removidos y pesados bajo condiciones
de asepsia. El andlisis de expresion Foxp3, citocinas (IL-2, INF-y, TGF-B, IL-10),
poblaciones celulares CD4", CD4'CD25" y Treg CD4'CD25 FOXP3" y la expresion de
CD25" fueron evaluados mediante qRT-PCR, Elisa y citometria de flujo

respectivamente.

5.22 Analisis de expresion del RNAm de Foxp3 en los tumores de melanoma

murino inducido con células B16F10 wry B16F10.DMH1

Los tumores de los ratones fueron colectados como se describe anteriormente para los
ratones inoculados con las células de melanoma murino B16F10 wr y B16F10.DMHI,
posteriormente se maceraron los tumores en un mortero con nitrogeno liquido y se aisl6
el RNA utilizando trizol a partir de este se elaboré el cDNA de cada una de las muestras
a partir de 5 ug de RNA. La determinacion de Foxp3 se realizd6 mediante RT-PCR

tiempo real previamente descrito.
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5.23 Aislamiento de TIL, células B16F10 wt y B16F10.DMHI1 intratumorales

Para la obtencion de células de melanoma intratumorales (B16F10 wt y B16F10.DMH)
y TIL s de tumores, los tejidos tumorales fueron sometidos a perfusiéon con DMEM/F12
usando una jeringa estéril y las células obtenidas fueron centrifugadas a 1600 rpm
durante 10 min, posteriormente el sobrenadante fue eliminado y se agregaron 15 mL del
buffer de potasio cloruro de amonio ACK: (0.15 M NH,CI; 0.1 mM KHCO;; 0.1 mM
Na,EDTA, pH 7.2) para la remocion de eritrocitos, las células fueron nuevamente
centrifugadas a 1600 rpm durante 5 min. Para la obtencién de células T de los linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) y células intratumorales de melanoma (B16F10 wt vy
B16F10.DMHI1 respectivamente) fue usado el kit de Dynabeads Flow Comp Mouse Pan
T (CD90.2) (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A una
concentracién de 1X10 ® células se adicioné 1 mL del buffer de aislamiento provisto por
el kit. El anticuerpo Flow Comp™ de ratén CD90.2 fue adicionado a la suspensién
celular a una proporcién de 25 uL de anticuerpos por 500 uL de la suspension celular
(5x10" células), fue mezclado e incubado durante 10 min a 2-8° C. Posterior a la
incubacion, las células fueron lavadas agregando 2 mL del buffer de aislamiento,
centrifugdndose a 1600 rpm durante 8 min y resuspendidas en 1 mL del buffer de
aislamiento. Las Dynabeads TM Flow Comp fueron resuspendidas y adicionadas al tubo
conteniendo las células, fueron mezclados e incubados por 15 min a temperatura
ambiente con agitacion. Los tubos fueron colocados en el magneto por 1 min. Los
sobrenadantes conteniendo las células tumorales fueron cuidadosamente colectados
mientras el tubo permanecia en el magneto. Se repitié una vez mas el paso del lavado y
los sobrenadantes fueron colectados nuevamente. Finalmente los sobrenadantes
conteniendo las células tumorales fueron cultivados en una caja de cultivo de 75 cm® e
incubados en una atmésfera a 37°C y 5% CO, durante 3 h. Una vez que las células de
melanoma fueron adheridas a la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS para remover
los restos celulares celulares. Para la liberacion de las células T de las dynabeads, el tubo
fue removido del magneto y los pellets celulares fueron cuidadosamente resuspendidos
con 1 mL del buffer de liberacién Flow Comp TM respectivamente e incubados por 10

min a temperatura ambiente en agitacion. Los tubos fueron colocados en el magneto por
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I min, y los sobrenadantes conteniendo las células libres de perlas (linfocitos T) fueron
transferidas a un tubo nuevo. Las células fueron lavadas una vez mdas con 2 mL del
buffer de aislamiento, centrifugadas a 1200 rpm por 8 min y posteriormente fueron
resuspendidas en medio DMEM/F12 con 10% SFB. La concentracion de células de
melanoma y células T provenientes de los TIL s fueron ajustadas a una concentracion de
1X10° células en un volumen final de 100 uL del buffer de tincién de citometria de flujo
Flow Cytometry Staining Buffer (eBioscience, USA). Posteriormente fue analizada la
expresion de Foxp3 y CD25" para la expresion y andlisis de poblaciones celulares CD4",
CD4'CD25" y Treg CD4"CD25"Foxp3 las células fueron analizadas por citometria de

flujo como es mencionado a continuacidn.

5.24 Aislamiento de células T de bazo

Para la obtencion de células T derivadas de bazo, los bazos fueron lavados con
DMEM/F12 usando una jeringa estéril. Después de los lavados, se agreg6 5 mL del
buffer de lisis de potasio cloruro de amonio (ACK lysis buffer: 0.15 M NH,CI; 0.1 mM
KHCO;; 0.1 mM Na,EDTA, pH 7.2) fue adicionado a las células colectadas para
remover los eritrocitos, y las células fueron centrifugadas a 1600 rpm durante 10 min.
Para la obtencidn de las células T provenientes de bazo fue usado el kit Dynabeads Flow

Comp Mouse Pan T (CD90.2) (Invitrogen, USA) como es descrito anteriormente.

5.25 Medicion de produccion de citocinas

Las células de melanoma murino B16F10 wt y B16F10.DMH1 (5X10° células/1 mL
DMEM/F12 suplementado con 10% SFB) fueron cultivados por 48 h en una atmdsfera
de 37° Cy 5% CO,, y los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -20° C para
el subsecuente andlisis de produccién de citocinas mediante ELISA (IFN-vy, IL-2, TGF-f3
e IL-10, Invitrogen, USA). Los tumores provenientes de ratones inoculados con las
células B16F10 wt y B16F10.DMHI1 fueron asépticamente colectados (a los dias 7, 14 y
21,y 7, 14, 21 y 28 dias respectivamente) y por cada 200 mg de tumor fueron
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adicionados 500 uL de PBS para posteriormente macerar los tumores y centrifugarlos a
1200 rpm por 10 min, para colectar el sobrenadante los cuales fueron almacenados a -
20° C hasta su uso. Se realiz6 andlisis de cuantificacion de proteinas por la técnica de
lowry y las proteinas fueron ajustadas a 1 mg antes del analisis de citocinas,
posteriormente se realizd el andlisis de citocinas mediante ELISA siguiendo las
especificaciones del fabricante para cada citocina. Las absorbancias fueron leidas a 450

nm utilizando un lector de placas (EL311 Bio-tek instruments).

5.26 Cuantificacion de proteinas

Se realizé cuantificacion de proteinas a los sobrenadantes colectados de los tumores
como se menciona anteriormente, se utiizd el kit DC Protein Assay (BIO-RAD,
Hercules, CA, USA) para la cual se mezclaron 19 partes del reactivo A con una parte del
reactivo S para cada una de las muestras y se agregaron los 20 uLL a cada uno de los
pozos de una caja de 96 pozos y psoteriormente se agregaron 5 pl de las proteinas en una
dilucién 1:5, finalmente se agreagaron a cada pozo 175 uL del reactivo B, se incubo la
placa 10 min a temperatura ambiente y se analizé a 595 nm en un lector de Elisa (EL311

Bio-tek instruments).

5.27 Analisis de poblaciones celulares CD4", CD4°CD25" 'y Treg
CD4'CD25'FOXP3 en linfocitos T provenientes de TIL y bazo durante el

desarrollo de melanoma murino inducido con células B16F10 wt y

B16F10.DMH1

Se realiz6 el andlisis de poblaciones celulares por citometria de flujo de las células T
provenientes de linfocitos infiltrantes de tumor TIL y células de bazo que fueron
obtenidas como fue descrito anteriormente. Para el andlisis se utiliz6 el kit Mouse
Regulatory T Cell Staining kit #3 (eBioscience, San Diego, CA, USA), el cudl incluye
isotiocinato de fluoresceina (FITC) para la deteccion de CD4", ficoeritrina (PE) para la

deteccién de CD25" y ficoeritrin-cianina Cy5 (PE-Cy5) para la deteccion de Foxp3. Se
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siguid el siguiente protocolo; se agregaron 100 ul de las células preparadas
(aproximadamente 1x10° células) a cada tubo, se tifieron las moléculas de superficie
utilizando 0.125 ug/prueba del anticuerpo anti-raton CD4 y 0.06 ug/prueba del
anticuerpo anti-raton CD25" en un volumen final de 100 uL del buffer de tincién (Flow
Staining Buffer) y se incub6 por 30 min a 4° C en oscuridad. Posteriormente las células
fueron lavadas en buffer de tincion frio Flow Cytometry Staining Buffer provisto por el
kit, se centrifugaron a 1600 rpm por 10 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante, las
células fueron resuspendidas con vortex y se agreg6 1 mL de la solucion de trabajo
Fixation/Permeabilization working solution a cada muestra, se agitdé mediante vortex,
fueron incubadas a 4°C por 30 min. Las células fueron lavadas una vez més con 2 mL
del buffer de permeabilizacion 1X centrifugadas a 1600 rpm por 5 min a 4°C y se
descart6 el sobrenadante, se repitio nuevamente el paso de lavado. Se agregaron 0.5 ug
del anticuerpo anti raton/rata Foxp3 (FJK-16s) en un volumen final de 100 uL del buffer
de permeabilizacion 1X y fueron incubadas a 4° C durante 30 min en oscuridad. Las
células fueron lavadas con 2 mL del buffer de permeabilizacion 1X centrifugadas a 1600
rpm por 5 min a 4°C y se elimind el sobrenadante, se repitid nuevamente el paso
anterior de lavado y finalmente fueron resupendidas en 500 uL del buffer de tincion de
citometria de flujo Flow Cytometry Staining Buffer y analizadas por citometria de flujo.
Como control para cada muestra las células fueron ajustadas y se realizaron los pasos
descritos anteriormente, exceptuando la adicion de los anticuerpos. Posterior al gate de
linfocitos T provenientes de TIL’s y bazo, las poblaciones celulares de linfocitos T
CD4'CD25" y CD4'CD25 FOXP3 fueron subsecuentemente identificadas y analizadas.
El porcentaje de células Foxp3+ (CD4'CD25 FOXP3) fueron analizadas posterior al
gate de la poblacion CD4'CD25". Los datos fueron analizados usando el citémetro de

flujo (Epics Altra, Beckman Coulter, Fullerton CA, USA).
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5.28 Anailisis de la expresion de CD25" en TIL's y células de bazo durante el
desarrollo de melanoma murino inducido con células B16F10 wt y

B16F10.DMH1

Para analizar los niveles de expresion celular de CD25" durante la evolucion de
melanoma murino 1X10° linfocitos T infiltrantes de tumor y células T provenientes de
bazo fueron tefiidas usando el anticuerpo anti-raton CD25 (PE eBioscience, USA) en un
volumen final de 100 uL del buffer de tincion Flow Cytometry Staining buffer provisto
por el kit Mouse Regulatory T Cell Staining kit #3 (eBioscience, San Diego, CA, USA)
y fueron incubadas a 4° C por 30 min en oscuridad. Las células tefiidas fueron
centrifugadas a 1600 rpm por 10 min a 4°C se descartd el sobrenadante y fueron
resuspendidas en 1% del buffer de tincion Flow Cytometry Staining Buffer para su
posterior andlisis, los datos fueron analizados utilizando el citdmetro de flujo (Epics

Altra, Beckman Coulter, Fullerton CA, USA).

5.29 Evaluacion de la sobrevivencia

Para evaluar la sobrevivencia en los ratones C57BL6 inoculados con las lineas celulares
de melanoma murino B16F10 wt y BI6F10.DMHI se corrié un experimento paralelo

con 10 ratones por grupo y se monitorearon hasta determinar su sobrevivencia.

5.30 Analisis Estadistico

Todos los experimentos tanto in vitro como in vivo fueron llevados a cabo por triplicado.
Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) y las pruebas de Tukey y Dunett para
discernir si existia diferencia entre los andlisis con las 2 lineas celulares de melanoma
murino analizadas, tomandose valores de *p<0.05 y **p<0.001 como significativos. Se

realizaron andlisis de correlacidn de Pearson.
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6. RESULTADOS

6.1 IN VITRO

6.1.1 Deteccion de Foxp3 y CD25 en células de melanoma murino B16F10 wt

Se detectd por primera vez la expresion de Foxp3 en las células de melanoma murino
B16F10 wt a nivel de RNAm (Figura 10) y proteina (Figura 11A y 11B), la expresion
del RNAm fue 2.5 veces mayor que los linfocitos T murinos los cuales fueron usados
como control positivo (Figura 10), mientras que por citometria de flujo, la expresion de
Foxp3 a nivel de proteina en las células B16F10 wt fue 1.4 % (Figura 11A). Estos
resultados fueron corroborados con el ensayo de inmunofluorescencia a través de
microscopia confocal (Figura 11B). Se encontré que el 0.69% de las células B16F10 wt

expresan CD25" mediante la técnica de citometria de flujo.
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Figura 10. Analisis de expresion del RNAm de Foxp3. El RNAm de Foxp3 fue analizado en la
linea celular de melanoma murino B16F10 wt mediante la técnica de RT-PCR tiempo real, los
valores fueron normalizados usando f-actina como control endogeno, los linfocitos de raton
fueron utilizados como control positivo. Los valores representan el promedio de tres

experimentos independientes (*p<0.05).
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Figura 11. Andlisis de expresion de la proteina de Foxp3 en células de melanoma murino
BI6F10 wt. A) Las células BI6FI10 wt fueron cultivadas durante 48 h, colectadas y
poseteriormente permeabilizadas y tefiidas para el andlisis de Foxp3 (PeCy5 de eBiosicence),
por citometria de Flujo. El porcentaje de células BI6F10 wt Foxp3 positivas es mostrado. Los
resultados son representativos de 4 experimentos realizados independientemente. La curva
blanca representa la tincion especifica para Foxp3, la curva en color gris representa las células
control, donde las células no son teniidas. B) Las células BI6F10 wt fueron permeabilizadas y
teniidas con el anticuerpo Foxp3 (PeCy5 de eBiosicence), posteriormente fueron fijadas
utilizando el medio de montaje Vectashield con DAPI. El niuicleo de las células fueron teiidos

con DAPI (color azul) y analizadas mediante microscopia confocal. Los puntos verdes indican

la expresion de Foxp3.
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6.1.2 Produccion de citocinas en la linea celular B16F10 wt

Se detectd la produccion de citocinas (IL-10 (1.75 pg/ml), IL-2 (86.41 pg/ml), IFN-y
(2.45 pg/ml) and TGF-f (2.85 pg/ml) en el sobrenadante de la linea celular BI6F10 wt

mediante la técnica de Elisa los cuales se muestran en la Tabla 4.

Produccion de citocinas

Citocinas Sobrenadantes de
células BI6F10 wt (48 h)
IL-10 1.750 = 0.002
IL-2 86.410 £5.080
TGF-p 2.850 £ 0.305
INF-y 2.450 £ 0.001

Tabla 4. Produccion de citocinas en células de melanoma murino B16F01 wt. Se analizo la
produccion de citocinas en sobrenadantes de 48 horas de las células BI6F10 wt, las citocinas
fueron analizadas mediante ensayos de ELISA para cada citocina. La proteina total fue ajustada
a 1 mg previo a los ensayos. Los datos representan el promedio de 3 experimentos

independientes.
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6.1.3 Verificacion de la construccion y expresion de los plasmidos recombinantes

siFoxp3-1, siFoxp3-2 y siFoxp3-3

Una vez realizado el disefio de las secuencias para silenciamiento de Foxp3, éstas
fueron alineadas y ligadas al plasmido pGSHI1-GFP. Posteriormente se realizd la
transformacion de bacterias competentes con las 3 construcciones y se realizd una
extraccion rapida de plasmidos a pequefia escala para la verificacion de la
transformacion de cada uno de los plasmidos disenados, los plasmidos fueron tratados
con Hind III obteniendo los fragmentos de tamafio consistentes con el tamafio de los
plasmidos (el vector control pGSH1GFP fue de 5318 pb) y los plasmidos recombinantes
(SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 and SiFoxp3-3) correspondientes al tamafio de 5381 pb fueron
analizadas en un gel de agarosa al 1 % el cual fue tefiido con bromuro de etidio como se

muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Caracterizacion de los plasmidos recombinantes que codifican para
los RNAi contra Foxp3. Para probar los plasmidos recombinantes positivos, se
analizaron las reacciones de digestion en gel de agarosa al 1% (TAE). Se utilizo
como control el plasmido pGSHI1-GFP sin digerir (C), los RNA de interferencia
siFoxp3-1, siFoxp3-2 y siFoxp3-3 fueron digeridos con Hind IIl. Se utiliz6 un
marcador de peso molecular de 1 Kb (M).
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6.1.4 Efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre viabilidad de la linea celular de

melanoma murino B16F10 wr.

Se determind el efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre la viabilidad de las células
B16F10 wt utilizando los siRNA (SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 y SiFoxp3-3). Encontrando que
la transfeccion con siFoxp3-3 (5.01 %) afectd significativamente la viabilidad celular
relativa en comparacion con siFoxp3-1 (78.43 %) y siFoxp3-2 (90.16 %) sobre la linea
celular B16F10 wt. Las células B16F10 wr y el plasmido pEGFP-N2 fueron usados
como control (Figura 13). La expresion de Foxp3 en las células B16F10 wt transfectadas
con los siRNA (SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 y SiFoxp3-3) y no transfectadas (B16F10 wt y
pEGFP-N2) fue analizada por RT-PCR tiempor real encontrando que la expresion de
Foxp3 disminuye significativamente cuando es transfectada con los siRNA (siFoxp3-1
(0.236 veces), siFoxp3-2 (0.546 veces) and siFoxp3-3 (0.065 veces)) comparados con

las células B16F10 wt sin transfeccion (1 vez) (Figura 14).

pEGFP-N2

SiFOXP3-3 —i— ™

siFOXP3-2

*

siFOXP3-1

*

B16F10 wt

T T 1

-10 0 10 20 30 40 &0 60 70 80 90 100 110 120

% Viabilidad celular relativa

Figura 13. Silenciamiento de Foxp3 con siRNA inhibe la proliferacion de células B16F10 wt.
Las células BI6F10 wt fueron ajustadas a una concentracion de 5X10° células e incubadas en
una atmosfera de 5% de CO, y 37°C durante 24 h, posteriormente las células fueron
transfectadas durante 48 h con los RNA de interferencia (siFoxp3-1, siFoxp3-2 y siFoxp3-3),
posteriormente se realizo el andlisis de proliferacion celular mediante la técnica de MTT. Los
valores de viabilidad celular relativa (VCR) obtenidos con los siRNA fueron comparados con
los valores de VCR de las células BI6F 10 wt sin transfeccion. Se utilizo el pldsmido pEGFP-N2
como control. Los valores representan el promedio de tres experimentos indepenedientes
(*p>0.05).
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Figura 14. Andlisis de expresion de Foxp3 en células de melanoma murino B16F10 wt con
transfeccion transiente de los RNAi. Las células BI6F10 wt fueron transfectadas con los
SIRNA (siFoxp3-1, siFoxp3-2 y siFoxp3-3) y posterior a 48 h fue analizada la expresion del
RNAm de Foxp3 mediante RT-PCR tiempo real, los valores fueron normalizados con f3-actina
como control enddgeno, como controles fueron usados el pldsmido pEGFP-N2 y las células
BI6F10 wt. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes, se realizo
la comparacion estadistica de los valores de siFoxp3-1, siFoxp3-2 y siFoxp3-3 con la linea

BI6F10 wt (¥*p<0.05).

A pesar que el siRNA siFoxp3-3 tuvo mayor efecto en el silenciamiento de Foxp3 en
las células B16F10 wt y siFoxp3-3 afectaba drasticamente la viabilidad celular in vitro
(Figura 13), y el siFoxp3-2 no afecta de manera significativa la viabilidad celular in vitro
(Figura 13) y sus niveles de expresion de Foxp3 se mantenian altos en comparaciéon con
la transfeccion con siFoxp3-1 y siFoxp3-3 (Figura 14) se decidié usar el siRNA
siFoxp3-1 para el establecimiento y generacion de la linea celular B16F10 wr con
silenciamiento estable de Foxp3 debido a que este siRNA tuvo efecto sobre la viabilidad
celular (Figura 13) y permitié el establecimiento de la linea con silenciamiento de

Foxp3.
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6.1.5 Establecimiento y generacion de la linea celular B16F10.DMH1 con

silenciamiento de Foxp3

Se transfectaron las células B16F10 wt con siFoxp3-2, como se menciona en la
metodologia este plasmido presenta la proteina verde fluorescente (GFP) para permitir la
observacion de las células transfectadas mediante microscopia de fluorescencia como se
muestra en la Figura 15. Las células fueron seleccionadas mediante el uso del antibiotico
G418 por 4 semanas siendo la concentracion de 800 mg/mL la utilizada para la seleccion
de clonas celulares positivas. Las células B16F10 con silenciamiento estable de Foxp3
fueron identificadas como B16F10.DMHI1 y fueron mantenidas con el antibiotico de
seleccion G418 durante el estudio. Los niveles de expresion de Foxp3 en la linea celular

B16F10.DMHI1 analizados por qRT-PCR (0.235 fold) y citometria de flujo (0.02 %)

(Figura 16A y 16B) fueron menores que los niveles de expresion en la linea celular

B16F10 wr (1 fold y 1.4 % respectivamente) (Figura 16A y 16B).

A) B)

Figura 15. Transfeccion estable del siRNA siFoxp3-1 en células de melanoma murino
BI6F10 wt. A, B) Células BI6FI10 wt 24-72 horas posterior a la transfeccion fueron
seleccionadas y mantenidas con antibidtico de seleccion G418. C, D) Clonas positivas 3-6
semanas posterior a la transfeccion. Las células fueron mantenidas con G418 y fueron
visualizadas con microscopia confocal.
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Figura 16. Andlisis de expresion del RNAm y proteina de Foxp3 en células B16F10.DMH]I.
A) El andlisis de la expresion de Foxp3 en la linea celular B16F10.DMHI fue realizado
mediante la técnica de RT-PCR tiempo real, los valores fueron normalizados con [-actina como
control endogeno y las células BI6F10 wt fueron utilizadas como control positivo. Los valores
representan el promedio de 3 experimentos independientes (*p<0.05). B) Las células BI16F10
wt y BI6F10.DMHI fueron permeabilizadas y tefiidas con el anticuerpo anti-Foxp3 (Foxp3
PeCy5 eBioscience, USA) como se describe en materiales y métodos, posteriormente se analizo
la expression de Foxp3 mediante citometria de flujo. El porcentaje de células Foxp3™ es
mostrado. Los porcentajes representan el premedio de 4 experimentos independientes. La curva
en color blanco representa la tincion especifica para Foxp3', mientras que la curva en color

gris representa el control.
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6.1.6 Analisis de CD25" en células B16F10.DMH1

Para determinar si el silenciamiento de Foxp3 afecta la expresion de CD25 en la linea
celular BI16F10 wt (0.69 %), se analiz6 la expresion de CD25" en las células
BI16F10.DMHI1 (0.06%) encontrando que la expresion de la proteina CD25" se

encuentra disminuida (Figura 17).

BI6F10 nt B16F10.DMH1
|
r"
|
0.64 % 0.06 %

Figura 17. Anadlisis de expresion de CD25. Se evalud la expresion de CD25 en células BI6F10
wty BI6F10.DMHI mediante citometria de flujo como es descrito en métodos. El porcentaje de
las células CD25" es mostrado, la curva en color blanco representa la tincién especifica para

+ . . I3
CD25", mientras que la curva en color gris representan las células control.
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6.1.7 Efecto del silenciamiento de Foxp3 en la linea celular B16F10.DMH]1 sobre la

proliferacion celular in vitro

Para determinar el efecto del silenciamiento de la expresion de Foxp3 se llevo a cabo el
andlisis de proliferacion celular mediante la tincion de azul de tripan en las células
B16F10.DMHI1 durante una cinética de crecimiento de 72 h.

Encontrando que la proliferacion celular se ve disminuida en la linea B16F10.DMH1
((0h (2.5x10° células), 24 h (2.7x10° células), 48 h (3.4 X10° células) y 72 h (6.38x10°
células)) comparado con la linea B16F10 wt ((0h (2.5X10° células), 24 h (5.9 X10°
células), 48 h (9.2x10° células) y 72 h (15.0x10° células)) (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de proliferacion celular en las lineas B16F10 wty B16F10.DMHI. Las
células BI6F10 wt y BIGFOI.DMHI (2.5x10° células/pozo) fueron sembradas en placas de 6
pozos e incubadas en una atmosfera de 37°C y 5% CO,, posteriormente las células fueron
contadas empleando el método de exclusion celular con azul de tripan a las 24, 48 y 72 horas.

*p<(0.05 (dentro de cada linea celular), “p<0.05 (entre las dos lineas celulares).
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6.1.8 Efecto del silenciamiento de Foxp3 en la linea celular B16F10.DMHI1 sobre la

produccion de citocinas in vitro.

Para determinar el papel de las citocinas sobre el silenciamiento de la expresion de
Foxp3 en las células B16F10.DMHI1 fueron analizadas la produccion de citocinas
mediante la técnica de ELISA encontrando que solamente la IL-2 mostr6 diferencias
significativas *p<0.05 en su produccion entre las células BI6F10 wt y B16F10.DMH1
(86.41 pg/mL y 62.35 pg/mL respectivamente). En el resto de las citocinas evaluadas no
se encontro diferencia en cuanto a su produccion en las células B16F10 wt ((TGF-B
(2.85 pg/mL), IL-10 (1.75 pg/mL) y INF-y (2.45, pg/mL)) y B16F10.DMH ((TGF-
(2.73 pg/mL), IL-10 (1.72 pg/mL) y INF-y (2.55 pg/mL)) (Figura 19 y Tabla 5).
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Figura 19. Produccion de citocinas en las lineas celulares B16F10 wt y BI6F10.DMH1. Las
células BI6F10 wt y BI6F10.DMH]1 fueron ajustadas y cultivadas a una concentracion celular
de 2.5X10° en placas de 6 pozos e incubadas en una atmésfera de 37° C 'y 5% CO; durante 48
horas. Posteriormente el sobrenadante celular fue colectado y se ajusto la concentracion de
proteina a 1 mg para su posterior andlisis de produccion de citocinas (IL-2, INF-y, TGF-f e IL-
10) mediante ELISA (Invitrogen USA). Los datos representan el promedio de 3 experimentos
independientes (*p<0.05).
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Citometria de Produccion de citocinas en sobrenadantes celulares
flujo % (pg/mL)
Células Foxp3 CD25 IL-2 TGF-p IL-10 INF-y
B16F10 wt 1.40 0.69 86.41 £ 5.08 2.85+£0.06 1.75+£0.01 2.45=+0.01

B16F10.DMH1  0.02% 0.06% 62.35+7.34% 2.73+£0.12 1.72+0.01 2.55+0.02

Tabla 5. Valores de expresion de Foxp3, CD25 y produccion de citocinas en las lineas
celulares BI6F10 wt y BI6F1.DMHI1 in vitro. Los valores de expresion de Foxp3 y CD25
fueron determinados por citometria de flujo, y los valores obtenidos en el andlisis de produccion
de citocinas fueron determinados por ensayos de Elisa como es mencionado anteriormente. Los
valores representan el promedio de tres experimentos independientes, “p<0.05 representa la

diferencia encontrada entre ambas lineas celulares.
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6.2 INVIVO

6.2.1 Elsilenciamiento de Foxp3 en las células B16F10.DMH]1 afecta el desarrollo

del melanoma murino

Para corroborar si la expresion de Foxp3 participa en el crecimiento del melanoma
murino, se evalud el tiempo de aparicion visible del tumor en grupos de ratones C57BL6
inoculados subcutaneamente con las lineas celulares B16F10 wr y B16F10.DMHI
encontrando que el tiempo de aparicion de tumor en cada grupo fue al dia 11 y al dia 19
post-inoculacion (Figura 20). Posteriormente fue evaluada la sobrevivencia en ambos
grupos y se observo una mayor sobrevida en ratones inoculados con las células
B16F10.DMHI1 (sobrevivieron hasta el dia 51 post-inoculacion del tumor) comparados
con los ratones inoculados con las células B16F10 wt (sobrevivieron hasta el dia 39
post-inoculacion del tumor) (Figura 20 y 21A). Los tumores de ambos grupos de ratones
fueron removidos y pesados bajo condiciones de asepsia como se menciona en
materiales y métodos; debido al tiempo de sobrevida en los ratones inoculados con las
células B16F10 wt se decidid colectar los tumores a los dias 7, 14 y 21 post-aparicion
del tumor y a los dias 7, 14, 21 y 28 post-aparicién de tumor en los ratones inoculados
con las células B16F10.DMHI1 (Figura 20) encontrando que el peso de los tumores
colectados de los ratones inoculados con las células BI6F10.DMHI en los dias 7 (0.45
g), 14 (2.14 g), 21 (3.13 g) y 28 (4.13 g) fue menor que el peso de los tumores
colectados de los ratones inoculados con las células B16F10 wt a los dias 7 (0.85 g), 14

(2.39) y 21 (7.31) (Figura 21B y 21C).
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Figura 20. Linea de tiempo de induccion y desarrollo del melanoma murino inducido con
células B16F10 wt y BI6F10.DMH]1. Se muestra el tiempo de aparicion del tumor, los dias de
sacrificio y recoleccion de tumores y bazo de los ratones inoculados con células BI6F10 wt y

BI6F10.DMH]I durante el desarrollo del melanoma murino.
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Figura 21. Efecto de la implantacion de células B16F10 wt y BI6F10.DMH1 durante la

evolucion tumoral. Dos grupos de ratones C57BL/6 (n= 21/grupo) fueron inoculados con las
células de melanoma murino BI6F10 wt y BI6F10.DMH] respectivamente (5x10° células). A)
Posterior a la inoculacion con las células de melanoma murino se determino el rango de
sobrevivencia en cada grupo de ratones. En el grupo control los ratones no fueron inoculados
con células de melanoma. B) los tumores fueron removidos quirurgicamente bajo condiciones
de asepsia durante el crecimiento del melanoma a los 7, 14 y 21 dias post-aparicion de tumor
en ratones inoculados con células BI6F01 wty a los 7, 14, 21 y 28 dias post-aparicion de tumor
en ratones inoculados con células BI16F10.DMHI (*p<0.05). C) Observacion visual de tumores

colectados durante el desarrollo del melanoma en ambos grupos.
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6.2.2 Expresion de Foxp3 en los tumores

Para determinar el papel de Foxp3 en el crecimiento tumoral, los tumores colectados
durante el desarrollo del melanoma fueron analizados para determinar la expresion del
mRNA de Foxp3 mediante qRT-PCR encontrando un incremento en la expresion
relativa de Foxp3 en la linea B16F10 wt de una manera dependiente de tiempo durante el
desarrollo tumoral (7 (1-vez), 14 (21.9-veces) y 21 (196.7-veces) dias post-aparicion del
tumor) (Figura 22A), mientras que en los tumores colectados de los ratones inoculados
con las células BI6F10.DMHI1 se encontraron niveles bajos de expresion relativa de
Foxp3 durante los dias 7 (1-vez), 14 (1.03-veces) y 21 (0.26-veces) post-aparicion del
tumor comparados con la linea la linea B16F10 wr (Figura 22A, 22B y Tabla 6) sin
embargo estos niveles de expresion relativa se incrementaron al dia 28 (12.9-veces)
post-apariciéon del tumor (Figura 22B). Para descartar que los niveles de expresion
tumoral de Foxp3 pudiera estar influenciado por la presencia de linfocitos infiltrantes de
tumor, se empled un método de seleccion positiva mediante Dynabeads para aislar
linfocitos T infiltrantes del tumor y posteriormente evaluar la expresion de Foxp3 en las
células tumorales mediante citometria de flujo como esta descrito en material y métodos,
encontrando el mismo comportamiento de expresion de Foxp3 durante el desarrollo
tumoral 7 (1.47%), 14 (21.57%) y 21 (89.25%) dias (Figura 23A) en las células B16F10
wt intratumorales mientras que en las células BI6F10.DMH1 intratumorales se mostrd
una expresion de Foxp3 baja durante los dias desarrollo tumoral 7 (0.02 %), 14 (0.04 %)
y 21 (0.40 %) comparadas con las B16F10 wt intratumorales, sin embargo esta

expresion se ve incrementada al dia 28 (12.82 %) post aparicion de tumor (Figura 23B).
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Figura 22. Anadlisis de expresion de Foxp3 durante el desarrollo de melanoma murino
inducido con células B16F10 wty B16F10.DMH1. A) Los tumores de melanoma inducidos con
células BI6F10 wt fueron colectados durante el desarrollo tumoral a los dias 7, 14 y 21 dias
post-aparicion del tumor, B) mientras que los tumores inducidos con las células BI6F10.DMH1
fueron colectados a los dias 7, 14, 21 y 28 dias post-aparicion del tumor. Posteriormente la
expresion relativa del RNAm de Foxp3 fue determinado por RT-PCR tiempo real en ambos
grupos de tumores. Los datos obtenidos representan el promedio de tres experimentos
independientes y *p<0.05 representa una diferencia significativa de los valores con respecto el
dia 7.
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Tumors AC(Avg. AAC; (Avg. AC- Normalized Foxp3
collected during Foxp3 B-actina Foxp3 C;-Avg. ACr,516r10w0) amount relative to
tumor growth Cr Cr B-actina Cr) B16F10 wt 27,
(days)
B16F10 wt
7 22.25 +0.127 21.785 +0.0919 0.465+ 0.0353 0.00+ 0.0353 1
14 14.67+ 0.0565  18.654 £0.1612 -3.984+ 0.1046 0.00+ 0.1046 1
21 11.3 £0.452 18.415 +0.0070 -7.115+0.4454 0.00+ 0.4454 1
B16F10.DMHI1
7 24.85+0.3111 20.815+0.2757 4.035+0.0353 3.57+0.0707 0.0842+0.00412
14 22.144+ 21.37 £0.4808 0.77+ 0.49497 4.754+ 0.5996 0.0386 £0.01562
0.01414
21 31.265+1.789 30.45 £0.9050 0.815+0.8838 7.93+ 0.43840 0.00419+0.0012

Tabla 6. Andlisis de expresion de Foxp3 durante el desarrollo de melanoma murino. Se
realiza una comparacion de los valores de expresion de Foxp3 en los tumores inducidos con
BI6F10.DMHI] con respecto los tumores inducidos con células BI6F 10 wt durante el desarrollo
del melanoma (7, 14 y 21 dias).
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Figura 23. Anadlisis de expresion de Foxp3 durante el crecimiento tumoral en células BI16F10
wt 'y BI6F10.DMH]1 intratumorales. Se colectaron los tumores durante el desarrollo tumoral
en ratones inoculados con células BI6F10 wt (7, 14 y 21 dias post-aparicion de tumor) y
BI6F10.DMHI (7, 14, 21 y 28 dias post-aparicion de tumor) bajo condiciones de asepsia, y
posteriormente las células BI6F10 wt y BI6FI10.DMHI intratumorales fueron aisladas por
separacion magéntica negativa para su posterior andlisis de Foxp3 por citometria de flujo. A)
Muestra el porcentaje de la expresion de Foxp3 en células BI6FI10 wt intratumorales y B)
muestra el porcentaje de la expresion de Foxp3 en células BI6F10.DMHI intratumorales
durante el desarrollo del melanoma. Se utilizo el anticuerpo Foxp3 (PECy5 eBioscience, USA).
La curva en color blanco representa la tincion especifica para la expresion de Foxp3 y la curva
en color gris representa el control.
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6.2.3 Expresion de CD25 en tumores

Debido al efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre la expresion de CD25 en las células
B16F10 in vitro se determind el papel de CD25 durante el desarrollo de melanoma
murino. Aislando las células tumorales mediante seleccidon negativa por Dynabeads tal
como se menciono en material y métodos. Encontrando un incremento en la expresion
de CD25 durante el crecimiento del tumor a los 7 (0.90 %), 14 (4.40 %) y 21 (93.20 %)
dias post-aparicion del tumor en las células BI6F10 wt intratumorales, mientras que la
expresion de CD25 en las células B16F10.DMH intratumorales mostr6 una baja
expresion durante el crecimiento tumoral 7 (0.0 %), 14 (0.04 %), 21 (0.04 %) and 28
(0.40 %) comparado con las células BI6F10 wt intratumorales (Figura 24).

7 14 21 28
"
0.90 % L 440% ‘ 93.20 %
S ‘* N l'l "
M f'? a .
e M | '
m r \ ‘lf'm&‘f ‘\ |t ) | '
’ / M \ J -
4 i\ ,{‘” | . \
H 0.00 ‘ ).04 % ; 4 | 0.4(
g \ : \ "1 | II
: ~ J
E | [ |
= ) /| ]
@ N J | | "
i . \ A

CD25 >

Figura 24. Anadlisis de expresion de CD25 en células de melanoma murino BI6F10 wt y
B16F10.DMH]1 intratumorales. Tumores inducidos con las células BI6F10 wt fueron
colectados bajo condiciones de asepsia a los dias 7, 14 y 21 post-aparicion del tumor y a los 7,
14, 21 y 28 dias post-aparicion del tumor inducidos con células BI16F10.DMH 1, posteriormente
las células intratumorales fueron aisladas de los tumores como es descrito en materiales y
métodos, y fue determinada la expresion de CD25 por citometria de flujo a) muestra el
porcentaje de la expresion de CD25" en células BI6F10 wt intratumorales y b) muestra el
porcentaje de la expresion de CD25" en células B16F10.DMHI intratumorales durante el
crecimiento del tumor. Las células fueron ajustadas y teniidas con el anticuerpo anti-CD25 PE
(eBioscience, USA). La curva en color blanco representa la tincion especifica para la expresion
de CD25" y la curva en color gris representa el control.
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6.2.4 Produccion de citocinas

Con la finalidad de determinar el efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre la produccion
de citocinas (IL-10, IL-2, INFy y TGFf), se analizé su produccion en los tumores de
melanoma inducidos con las células B16F10 wt (colectados a los 7, 14 y 21 dias post-
apariciéon del tumor) y B16F10.DMHI1 (colectados a los 7, 14, 21 y 28 dias post-
aparicion del tumor). Al llevar a cabo la comparacion estadistica dentro de cada grupo,
se encontrd diferencia significativa (*p<0.05) para la produccién de IL-10 en el dia 21
de ambos grupos y a los 28 dias para el grupo de los tumores inducidos con las células
B16F10.DMHI1. Al analizar la produccion de IL-2, e INF-y, se encontraron diferencias
significativas (*p<0.05) en su produccion en los dias 14 y 21 de ambos grupos y 28 dias
del grupo de los tumores inducidos con las células B1I6F10.DMHI1. No se encontr
diferencia significativa para la produccion de TGFp (xp<0.05) (Tabla 7).

La comparacion estadistica entre ambos grupos de tumores (inducidos con células
B16F10 wt y B16F10.DMHI1) durante el desarrollo del melanoma mostr6 una
disminucioén significativa en la produccion de IL-2 (dias 7, 14 y 21), IL-10 y TGF-
(dia 21) y un incremento significativo de INF-y (dias 7, 14 y 21) en tumores inducidos

con células BI6F10.DMHI (¥p<0.05) (Tabla 7).

Tumores inducidos con células B16F10 w¢ [ Tumores inducidos con células B16F10.DMH1

Produccién de citocinas pg/mL durante el desarrollo tumoral (dias)

Citocinas 7 14 21 7 14 21 28
IL-10 0.53+0.01 136+ 0.01 3.90 +0.43° 0.23+0.03 1.06 = 0.82 204+0.14% | 289011
4.06+0.23 9.93 £2.05° 18.89 + 2.43° 214020 | 399+0091** | 539:098°% | 856+1.29"
m 1.27 +0.41 1.18 £ 0.86 1.89+0.19 0.78 = 0.63 0.89 = 0.03 0.99 + 0.04% 1.23+0.53
2038 = 1.20 13.65 = 1.80" 4.45+1.98° 3233+223% | 23.03+1.89°% | 1233+133°% 1056+ 1.57°

Tabla 7. Produccion de citocinas en tumores inducidos con células BI6FI10 wt y
B16F10.DMH1 durante el crecimiento del tumor. Los tumores inducidos con las células
BI6F10 wt fueron colectados a los dias 7, 14 y 21, mientras que los tumores inducidos con las
células BI6F10.DMH] fueron colectados a los dias 7, 14, 21 y 28 post-aparicion del tumor,
posteriormente fue medida la produccion de citocinas (IL-10, IL-2, TGF-§ and INF-y) mediante
ELISA (de acuerdo a las especificaciones del fabricante para cada citocina) en sobrenadantes
de tumores colectados durante el desarrollo del melanoma. La proteina total fue ajustada a 1
mg previo al andlisis. Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes.
'p<0.05 indica la diferencia significativa dentro de cada grupo durante el desarrollo del
melanoma, “p<0.05 indica la diferencia significativa entre los dias del desarrollo tumoral de
ambos grupos.
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6.2.5 Evaluacién de Linfocitos T CD4" infiltrantes de tumor

Con la finalidad de determinar si la expresion de Foxp3 en los tumores inducidos con las
células B16F10 wr y B16F10.DMHI1 tenian algun efecto sobre las poblaciones de
linfocitos T infiltrantes de tumor (CD4", CD4'CD25" y CD4'CD25'FOXP3"), se
analiz6 su expresion en los linfocitos T infiltrantes provenientes de tumores de
melanoma inducidos con las células B16F10 wr (linfocitos T aislados de tumores
colectados a los 7, 14 y 21 dias post-aparicion del tumor) y BI6F10.DMHI1 (linfocitos T
aislados a los 7, 14, 21 y 28 dias post-aparicion del tumor). Al llevar a cabo la
comparacion estadistica dentro del grupo de tumores inducidos con BI16F10 wt se
encontré un incremento de las poblaciones de linfocitos T (CD4 'CD25") en una manera
dependiente del tiempo y del peso del tumor durante el desarrollo del melanoma (7, 14
y 21 dias), se observd una diferencia significativa en las poblaciones de linfocitos T
CD4" (dia 21) y CD4"CD25'FOXP3" (dia 14 y 21) (*p<0.05) (Figure 25A y Tabla 8).
Al analizar estadisticamente el grupo de tumores inducidos con B16F10.DMHI, se
encontrd una diferencia significativa en la poblacion de linfocitos T CD4'CD25" al dia
14 y al dia 28 en la poblacion de linfocitos T CD4 CD25 FOXP3", ademés no se mostro
diferencia significativa en la poblacién de linfocitos T CD4" (Figure 25B y Tabla 8). Al
realizar la comparacion estadistica de ambos grupos (TIL provenientes de ratones con
melanoma inducido con células B16F10 ws y B16F10.DMHI1 respectivamente),
encontrando en ratones con tumor derivados de la linea celular BI6F10.DMH1, una
disminucion, en las poblaciones de linfocitos T infiltrantes de tumor; CD4'CD25" (dia
14) y CD4'CD25'FOXP3" (dia 7, 14 y 21) mientras que la poblacion CD4" no fue
afectada (“p<0.05) (Tabla 8).
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Figura 25. Evaluacion de células T CD4', CD4'CD25" y CD4'CD25"FOXP3" en linfocitos
infiltrantes de tumor durante el desarrollo del melanoma murino inducido con células
B16F10 wt y BI6F10.DMH11. Tumores de ratones inoculados con A) células BI6F10 wty B)
BI6F10.DMH] fueron colectados bajo condiciones de asepsia, y los linfocitos infiltrantes de
tumor fueron aislados mediante seleccion negativa. Posteriormente las poblaciones celulares
fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el kit Mouse Regulatory T cell staining (PE-
Cy5 Foxp3 FJK-16s, FITC CD4, PE CD25) de eBioscience, USA. Los valores representan el
promedio de tres experimentos independientes. "p<0.05 indica la diferencia significativa dentro
de cada grupo con respecto al dia 7 durante el desarrollo del melanoma.
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Analisis de poblaciones celulares (%)

Dias post-
aparicion de
tumor CD4" CD4'CD25" CD4'CD25'FOXP3*
B16F10 wt
7 0.12 +0.02 1.02 +0.03 0.49 £ 0.01
14 0.19+0.01  4.12+0.11* 1.57+0.01*
21 3.90+0.15* 921 +0.14* 1.74 + 0.06*
B16F10.DMH1
7 0.14 + 0.06 0.09 + 0.01 0+0.01%
14 021+0.03 0.29+0.01* 0.02 +£0.01%
21 0.13 + 0.04 0.18 +0.02 0.14 £ 0.03%
28 0.14 £ 0.06 0.19 +0.01 0.17 £ 0.03*

Tabla 8. Porcentaje de poblaciones de linfocitos T CD4', CD4"CD25" y CD4"CD25 FOXP3"
infiltrantes de tumor durante el desarrollo de melanoma murino inducido con células B16F10
wty BI6F10.DMHI. Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes,
"p<0.05 indica la diferencia significativa dentro de cada grupo durante el desarrollo del
melanoma y “p<0.05 indica la diferencia significativa entre los dias del desarrollo tumoral de

ambos grupos.
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6.2.6 Evaluacién de linfocitos T CD4" en células de bazo

Con la finalidad de determinar el efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre poblaciones
de linfocitos T CD4" de bazo en melanoma murino, se evaluaron estas poblaciones en
grupos de ratones con melanoma inducido derivados de las lineas celulares B16F10 wt
(colectados a los 7, 14 y 21 dias post-aparicion del tumor) y BI6F10.DMH1 (colectados
alos 7,14, 21 y 28 dias post-aparicion del tumor).

Al llevar a cabo la comparacién estadistica dentro de cada grupo, se encontré que el
porcentaje de las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD4"CD25'FOXP3* fueron
disminuidas al dia 14 e incrementadas al dia 21 en bazos provenientes de ratones
inoculados con B16F10 wt comparadas con el dia 7, las poblaciones de linfocitos T
CD4" CD25" no mostraron diferencia significativa en este grupo (#p<0.05) (Figura 26A
y Tabla 9) . En el grupo de bazos proveniente de ratones con melanoma inducidos con
células BI6F10.DMH1 se mostr6 un incremento significativo *p<0.05 de la poblacién
de linfocitos T CD4" en una manera dependiente de tiempo a los 14, 21 y 28 dias y las
poblaciones de CD4'CD25" y CD4'CD25'FOXP3" mostraron un incremento
significativo en su porcentaje a los dias 21 y 28 (CD4'CD25") y 14, 21 y 28
(CD4*CD25*FOXP3") ("p<0.05) (Figura 26B y Tabla 9).

Al realizar la comparacion estadistica entre grupos, solo se observo una diferencia
significativa (“p<0.05) para la poblacién celular de linfocitos T CD4", encontrando una
disminucién de la poblacién en los dias 7 y 21 y un incremento el dia 14 en el grupo de

ratones con tumor derivado de la linea celular B16F10 (Tabla 9).
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Figura 26. Evaluacion de poblaciones celulares de los linfocitos T CD4', CD4°'CD25" y
CD4°CD25"FOXP3" en células de bazo durante el desarrollo de melanoma murino inducido
con células BI16F10 wt y BI6F10.DMH]1. A) Las células de bazo fueron colectadas durante el
crecimiento del tumor (7, 14 y 21 dias) en ratones inoculados con células BI6F10 wty B) a los
7, 14, 21 y 28 dias post-aparicion de tumor en ratones inoculados con células BI6F10.DMHI
bajo condiciones de asepsia, posteriormente fueron aislados los linfocitos T provenientes de
bazo mediante de separacion magnética como es mencionado en métodos y posteriormente las
poblaciones celulares fueron analizadas por citometria de flujo empleando el kit Mouse
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Regulatory T cell staining (PE-Cy5 Foxp3 FJK-16s, FITC CD4, PE CD25) eBioscience, USA.
Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes. "p<0.05 indica la
diferencia significativa dentro de cada grupo con respecto al dia 7 durante el desarrollo del
melanoma.

Analisis de poblaciones celulares (%)

Dias post-

aparicion

de tumor CD4" CD4°CD25" CD4'CD25'FOXP3"*

B16F10 wt
7 14.35+0.21 1.98 +0.01 0.32 + 0.04
14 9.53 +0.10%* 2.65+0.23 0.15+0.01%
21 18.51 + 0.40%* 2.52+0.10 0.53 +0.01*
B16F10.DMH1

7 9.29+0.01% 2.04 +0.08 0.15+0.08
14 13.35+0.21%% 22+0.14 0.57 £ 0.08*
21 14.16 + 0.16*% 2.54+0.06" 0.8 +0.07*
28 15.35+0.21% 2.7 +0.14% 1.08 £0.08*

Tabla 9. Porcentaje de poblaciones de linfocitos T CD4", CD4"CD25" y CD4'CD25 FOXP3"
en células de bazo durante el desarrollo de melanoma murino inducido con células B16F10
wty BI6F10.DMH]I. Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes,
"p<0.05 indica la diferencia significativa dentro de cada grupo durante el desarrollo del
melanoma y “p<0.05 indica la diferencia significativa entre los dias del desarrollo tumoral de

ambos grupos.
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6.2.7 Correlacion entre los dias de crecimiento tumoral, Foxp3, IL-2, CD25" y

peso tumoral en melanoma murino inducido con B16F10 wry B16F10.DMH1

Se observo en tumores derivados de la linea celular BI6F10 wt una correlacion positiva

entre el peso del tumor, la expresion de Foxp3, produccion de IL-2 y expresion de

CD25, los cuales fueron dependientes con el tiempo del crecimiento del tumor, excepto

por la correlacion de la produccion de IL-2 con la expresion de CD25 al dia 14 (r* =

0.832) y la produccion de IL-2 con el peso del tumor al dia 21 (r*= 0.688) (Tabla 10).

Por otra parte en tumores derivados de la linea celular BI6F10.DMH1, se observo una

correlacién positiva (r*=1.000) entre la expresion de Foxp3, CD25", produccion de IL-2

y peso del tumor, siendo dependientes con el tiempo del crecimiento del tumor. (Tabla

).

Foxp3
Intrat.
IL-2
CD25
Peso de
tumor

21
Coeficiente de correlacion Coeficiente de correlacion

Foxp3 IL-2 CD25 Peso Foxp3 IL-2 CD25  Peso
Intrat. de Intrat. de

tumor tumor
0.998* | 0.887 | 0.997* | 0.998* | 0.999* 0.870 0.998* | 0.995
0.893 | 1.00** | 0.832 0.949 0.893 1.000%* | 0.982* | 0.688*
0.998* | 0.923* | 0.982 | 0.997* | 0.995* | 0.951* | 0.999* | 0.915
0.999* | 0.873 | 0.993* | 0.982* | 0.961* 0.870 0.998* | 0.955*

Tabla 10. Analisis de correlacion entre los dias de crecimiento tumoral, peso del tumor,

expresion de Foxp3, C25 y produccion de IL-2 durante el desarrollo de melanoma murino

inducido con células B16F10 wt. Significancia *p<0.05y ** p<0.01.
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7
Coeficiente de correlacion

Foxp3 Peso de
IL-2 CD25
Intratumoral tumor

Foxp3
14 Intratumoral
IL-2
CD25
Peso de
tumor

Coeficiente de

correlacion

Foxp3
21 Intratumoral
IL-2

Coeficiente de

CD25
Peso de
tumor
Foxp3
28 Intratumoral

IL-2
CD25
Peso de
tumor

correlacion

Coeficiente de

correlacion

Tabla 11. Anadlisis de correlacion entre el peso del tumor, la expresion de Foxp3, produccion
de IL-2 y expresion de CD25 durante el desarrollo del melanoma murino inducido con células

B16F10.DMHI1. Significancia **p<0.001.
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DISCUSION

El melanoma es uno de los canceres mdas agresivos y resistente a tratamientos de
los canceres humanos, es considerado inmunogénico pero evade exitosamente al
sistema inmune diseminandose principalmente por la via linfatica, con gran
capacidad de metdastasis y regresion espontanea, por lo que el conocimiento de los
mecanismos que ejercen las células tumorales dentro del tumor y en periferia, asi
como las células que participan en el mantenimiento de la homeostasis de la
respuesta inmunologica en el cancer, y sus mecanismos, es de gran interés debido a
que delimitan la implementacion de tratamientos efectivos y la identificacion de

apropiados blancos terapéuticos.

Se sabe en la actualidad que la expresion de Foxp3 ha sido reportada en una
variedad de tejido normal y canceroso fuera del linaje linfoide de las células Treg,
con patrones opuestos de expresion. Por una parte, la expresion de Foxp3 ha sido
reportada en una variedad de epitelio y tejido normal de mama, prdstata, ovario, y
cerebro, y desregulada en células tumorales (Frattini et al., 2012; Ladoire et al.,
2011; Wang et al., 2014; Zhang and Sun, 2010; Zuo et al., 2007). Contrariamente,
Foxp3 ha sido reportada ser sobreexpresada en células de tumor de adenocarcinoma
pancreatico, melanoma, leucemia, carcinoma hepatocelular, carcinoma de rifidn,
tiroides y céancer cervical (Ebert ef al., 2008; Hinz et al., 2007; Wang et al., 2014;
Winerdal ef al., 2011). Esta aparente discrepancia podria ser explicada por una
perdida de la funciéon oncosupresiva en tumores humanos debido a mutaciones o al

contrario.

Nuestro trabajo se enfocd principalmente en determinar si Foxp3 actuaba como
un mecanismo de evasion de la respuesta inmune tumoral in vitro e in vivo. Como
primera parte de este trabajo fue primordial determinar si nuestra linea celular de

melanoma murino (B16F10 w¢) expresaba Foxp3 debido a que no se encontraba
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reportado en la literatura el andlisis de su expresion. Para este proposito analizamos

la expresion de Foxp3 en la linea celular de melanoma murino B16F10 wr,
encontrando su expresion a nivel de RNAm y proteina. Por lo que fue nuestro grupo
de trabajo quien reporta por primera vez su expresion. Este dato de expresion de
Foxp3 en la linea celular B16F10 wt concuerda con lo reportado por diversos
investigadores (Hinz et al., 2007, Ebert et al., 2008, Wang et al., 2010, winerdal et
al.,2011, Cunha et al., 2012 y Zeng et al., 2013) quienes encuentran la expresion de
Foxp3 en tejido normal, tejido canceroso y lineas celulares de cancer, como
adenocarcinoma pancreatico, prostata, pulmoén, cancer colorectal, mama, melanoma,
leucemia, carcinoma hepatocelular, cdncer de vejiga, carcinoma de tiroides, cancer
cervical y en tejido normal de mama, prostata, ovario y cerebro, fuera del linaje de
células T reguladoras. Al analizar mediante inmunofluorescencia la expresion de
Foxp3 en la lineca de melanoma B16F10 encontramos que su expresion era
particularmente a nivel perinuclear en la célula, correlacionando en parte con
Winerdal y cols en el 2011., que reporta la presencia de la expresion de Foxp3 en
tejidos de carcinoma de vejiga a nivel citoplasmica, nuclear y citopldsmica/nuclear,
ademds no encuentra una correlacion entre la expresion de Foxp3 y términos de
sobrevivencia de los pacientes.

Estos resultados nos dieron la pauta para continuar con el trabajo experimental in
vitro e in vivo el cual se basaria en el silenciamiento de la expresion de Foxp3 en la
linea celular B16F10 wt y asi tratar de dilucidar si la expresion de Foxp3 en la linea
celular de melanoma murino actuaba como un posible mecanismo de evasion de la
respuesta inmune tumoral in vitro e in vivo al inducir dos modelos de melanoma
murino; uno inducido por la linea celular BI6F10 wt y por otra parte la induccion de
melanoma por la linea celular con silenciamiento de Foxp3.

Para llevar a cabo este objetivo se realizé el disefio y expresion de 5
construcciones de pladsmidos recombinantes que codifican para RNAi contra Foxp3;
de los cuales se realizo con éxito la caracterizacion de 3 plasmidos recombinantes
disefiados (SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 y SiFoxp3-3), y posteriormente se probd su

efectividad en la linea celular B16F10 de melanoma murino.
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In vitro, las 3 construcciones de RNAi (SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 y SiFoxp3-3)
redujeron de manera efectiva los niveles de expresion de Foxp3 y ésta disminucion
resulté en una reduccion en la proliferacion celular de la linea B16F10 wt, éstos
resultados se contraponen con lo encontrado por Liu y cols en el 2009., en células
epiteliales de prostata HPEC y Frattini y cols en el 2012., en células de
glioblastoma, donde ambos observan que Foxp3 induce expresion de p21, el cudl
actua arrestando las células especificamente en fase G1 del ciclo celular y que una
silenciamiento de Foxp3 induce un incremento en la proliferaciéon y migracion
celular y tumorogénesis sugiriendo tener Foxp3 efecto sobre la regulacion de p21.
Un afio mas tarde (Ma et al., 2013) de igual manera reporta que al silenciar la
expresion de Foxp3 mediante RNA de interferencia en células de cdncer gastrico se
reduce la expresion de genes proapoptoéticos y hay un incremento de proliferacion
celular. Sugiriendo que Foxp3 endogeno podria actuar como un modulador positivo
en vias apoptoticas. Fue hasta el 2013 donde Tan y cols, realizaron andlisis de
sobreexpresion de Foxp3 en lineas celulares de melanoma humano demostrando
que se reducia notablemente la proliferacion in vitro. Estos efectos antitumorales de
Foxp3 en células de melanoma son consistentes con lo reportado en gliomas, mama,
prostata y células de cancer de ovario.

Estos datos anteriormente mencionados contraponen lo encontrado en nuestro
trabajo, y puede deberse a que las lineas celulares independientemente del origen
y/o especie llegan a presentar diferentes patrones de expresion de Foxp3, el cual
puede desencadenar diferentes efectos sobre la proliferacion celular, variar en
andlisis realizados in vitro e in vivo. Cabe mencionar que estudios del
silenciamiento de Foxp3 en la linea celular BI6F10 wt no han sido previamente
reportados.

Después de determinar que el bajo porcentaje en el indice de proliferacion
celular en la linea de melanoma murino B16F10 se correlacion6 positivamente con
la expresion de Foxp3, seleccionamos el plasmido recombinante siFoxp3-1 para la
generacion de la linea celular con silenciamiento estable de Foxp3, debido a que
éste plasmido redujo considerablemente la expresion de Foxp3, proliferacion celular

y ademds permiti6 el establecimeinto de la linea con silenciamiento de Foxp3, la
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cudl identificamos con el nombre de B16F10.DMH1. Los analisis de expresion de

Foxp3 permitieron corroborar que ésta linea celular derivada de las B16F10 wt tiene
una menor expresion de Foxp3, y que el indice de proliferacion durante una cinética

de crecimiento es menor cuando se encuentra silenciado Foxp3.

Encontramos en sobrenadantes de la linea celular B16F10 wt la produccion de
citocinas IL-10, IL-2, TGF-B e INF-y. Estos datos se correlacionan con los
encontrados por Garcia de Galdeano y cols en 1996., donde concluyen que el
sistema de sefializacion de IL-2 estd presente en las células B16F10 y que la IL-2
favorece la proliferacion celular en estas células, sugiriendo el papel de esta citocina
en la actividad tumoral de esta linea celular. La produccion de IL-10 en células de
melanoma ha sido reportada por Itakura y cols en el.,, 2011 el cual cita que la
produccion de esta citocina actlia como un factor de crecimiento autdcrino y podria
estar relacionado con la capacidad de tumores primarios para proliferar, expandirse
induciendo metastasis. La produccion de TGF-p es detectada previamente por Jin y
cols en el 2013., en la linea de melanoma murino B16F10 w¢ el cual reporta que
TGF-B podria estar aumentando la agresividad de los carcinomas resistente a efectos
inhibitorios de crecimiento, promoviendo a metéstasis. Mientras que la produccion

de INF-y no habia sido previamente reportada.

El siguiente aspecto considerado fue detectar si el silenciamiento de Foxp3
modificaba in vitro la produccidon de citocinas en la linea celular de melanoma
B16F10.DMH1, determinando que la producciéon de IL-2 es disminuida sin verse
afectada la produccién de IL-10 TGF-B e INF-y. Debido a que estos resultados
arrojan un posible efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre la produccién de IL-2,
analizamos la expresion de su receptor (CD25) encontrando que este receptor es
expresado en las células BI6F10 wt y su expresion es disminuida en las células
B16F10.DMHI1. Con los resultados mencionados anteriormente encontramos una
correlaciéon entre la expresion de Foxp3 y la produccion de IL-2, CD25 y
proliferacion de las células B16F10 wt y B16F10.DMH1 in vitro, sugiriendo que

Foxp3 participa en el crecimiento del tumor y en la modulacion de IL-2 y CD25, lo
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cual pudiera tener un papel importante en la inmunosupresiéon de melanoma,
posiblemente a través de esta via.

El papel de Foxp3 en células tumorales podria variar en diferentes tipos de
tumor. Esta variacion pudiera ser porque Foxp3, actuando como un factor de
transcripcion supresor, reprime diferentes blancos moleculares dependiendo del tipo
celular, y a su vez pudiera estar regulando la expresion de gran cantidad de citocinas
asi como de sus receptores, tales como IL-2 y CD25 en las células B16F10,
modulando asi su sefializacion y por consecuente la producciéon de ellas. Las
citocinas juegan un papel importante en la inmunosupresion del cancer ya que han
sido identificadas durante el proceso de inmunoedicion del céancer, tanto para
disminuir la produccion de otras moléculas que desempefian un papel en el
potenciamiento de la inmunidad tumoral y en el incremento de otras que participan
en la inmunosupresion, tales como IL-10, TGF-B e IL-2 que tienen un papel

importante en la generacion de células Treg.

Una vez que realizamos el andlisis del efecto del silenciamiento de Foxp3 in
vitro, pasamos a determinar el efecto de este silenciamiento en la induccidon de
modelos murinos, para ello se establecié un modelo murino inducido con las células

B16F10 wt¢ y un modelo murino inducido con las células BI6F10.DMHI.

In vivo, encontramos que el tiempo de aparicion de tumor fue al dia 9 post-
ioculacion en el modelo murino inducido con B16F10 wt y al dia 19 post-inculacion
en el modelo murino inducido con células BI6F10.DMH]1, al analizar la sobrevida
en ambos modelos murinos se demostrd que es retardada en ratones inoculados con
células B16F10.DMH1 en comparacion con los ratones inoculados con células
B16F10 wt. El peso de los tumores es incrementado durante el desarrollo tumoral en
ambos modelos murinos de melanoma, sin embargo, los pesos de los tumores
inducidos con las células BI6F10.DMHI1 fueron reducidos en comparacion con los
tumores inducidos por células B16F10 wt. Estos datos se correlacionan con los
obtenidos in vitro donde el silenciamiento de Foxp3 afecta la proliferacion de la

linea celular B16F10 wt, por lo que in vivo se retarda el tiempo de aparicién tumoral
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y la sobrevida. Al realizar andlisis estadisticos encontramos que se presenta una
correlacion positiva en cuanto la expresion de Foxp3 con respecto a la aparicion de
tumor, peso del tumor y sobrevida durante el desarrollo tumoral al ser analizado en
los modelos murino inducidos con B16F10 wt (7, 14 y 21 dias post-aparicion de

tumor) y BI6F10.DMHI1 (7, 14, 21 y 28 dias post-aparicidon de tumor).

Estos datos pueden explicarse con el hecho de que se sugiere que Foxp3 facilita la
tumorogénesis capacitando a las células tumorales para evadir la inmunidad anti-
tumor (Hinz et al., 2007; Niu et al., 2011). Esto ha sido demostrado en carcinoma
pancreatico y lineas celulares de melanoma, donde la expresion de Foxp3 inhibe la
proliferacion de células T en sistemas de cocultivos. La expresion de Foxp3 en los
tumores también ha sido asociada con un mal prondstico y baja sobrevida en
pacientes con cdncer de mama, vejiga y pacientes con cancer colorectal. Previos
estudios han reportado la expresion de Foxp3 en melanoma metastésico y células
derivadas de tumores (Ebert et al., 2008), otros grupos de investigacion
subsecuentemente han reportado similares resultados (Niu et al., 2011; Quaglino et
al., 2011). Niu y cols en el 2011., reportd que células de melanoma que expresan
Foxp3 inhibieron la proliferacion de células T activadas anti-CD3/anti-CD28 a
través de la expresion inducida por Foxp3 de moléculas inhibitorias de células T en
células de melanoma (B7-H1 y Fas ligando) y factores inmunosupreseivos
secretados (TGF-B), demostré6 una asociacion entre la expresion de Foxp3 en
melanomas primarios y desarrollo de metastasis visceral. Sin embargo si Foxp3
promueve o inhibe el crecimiento de las lineas celulares de melanoma no ha sido del

todo dilucidado.

Una vez que observamos la expresion de Foxp3 como un posible mecanismo de
evasion al modular produccion de citocinas y expresion de moléculas involucradas
en una respuesta inmune antitumor y determinamos que el silenciamiento de Foxp3
retarda la aparicion del tumor asi como la sobrevida en modelos murinos. Nuestro
siguiente aspecto a considerar fue determinar la expresiéon de Foxp3 en los tumores

inducidos y recolectados de ratones implantados con células B16F10 wt (7, 14 y 21

92



Expresion de Foxp3 en células de melanoma murino como un mecanismo de
evasion de la respuesta inmune tumoral

w.‘e,g»‘%

dias post-aparicion de tumor) y B16F10.DMH1 (7, 14, 21 y 28 dias post-aparicion

de tumor), cabe mencionar que se eligieron estos dias debido a que los ratones
implantados con las células B16F10 wt presentaron una sobrevida promedio de 39
dias post-inoculacion del tumor, mientras que los ratones inoculados con las células
B16F10.DMHI1 sobrevivieron hasta el dia 51 post-inoculacion del tumor. Los
resultados indicaron que la expresion de Foxp3 a nivel de RNAm y proteina en los
tumores se ve incrementada durante el desarrollo tumoral en el modelo de
melanoma murino inducido con B16F10 w¢, mientras que la expresion de Foxp3 se
incrementa hasta el dia 28 post-aparicion del tumor en los tumores inducidos con
B16F10.DMHI, estos resultados concuerdan con la expresion de la proteina en
ambos casos. Al hacer una comparacion entre la expresion de Foxp3 de los tumores
inducidos con B16F10 wr y B16F10.DMH1 se puede observar una disminucion
significativa en la expresion de Foxp3 en los tumores inducidos con células
B16F10.DMHI1, estos datos nuevamente corroboran la participacion de Foxp3
durante el desarrollo tumoral por Tan y cols en el 2013., quien reporta su expresion
en gran cantidad de tumores incluyendo melanoma suponiendo que la funciéon

inmunosupresiva de Foxp3 podria contribuir a la progresion del cancer.

Sin embargo hay que tomar en cuenta que dentro de los tumores existen una gran
variedad de células del sistema inmune y factores solubles cuya primordial funcion
es eliminar a las células de tumor, de igual manera se ha visto la presencia de
linfocitos infiltrantes de tumor con un fenotipo regulador CD4"'CD25 FOXP3" lo
cual ha sido reportado por una amplia cantidad de trabajos de investigacion en
diferentes tipos de cancer. Las Treg desempefian funciones inmunosupresivas que
han sido estudiadas en las ultimas dos décadas. Desempefian un papel primordial en
resolucion de inflamacion y restauracion de la homeostasis inmunoldgica (Wang et
al., 2014). Sin embargo, a pesar de estas funciones, existen grandes evidencias
donde sugieren que las Treg son acumuladas en diversos tipos de carcinomas (Lee et
al., 2011; Ormandy et al., 2005). Y que esta presencia de poblaciones ha sido
asociada con peor prondstico y bajo indice de sobrevivencia, esto agravandose mas

proviniendo de los tumores (Tregs intratumorales). Por lo que la deplecion de Treg
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intratumorales resultard en una potente respuesta inmune anti-tumor (Chaput et al.,
2009; Chen et al., 2012; Wang et al., 2013). En melanoma se ha reportado un alto
impacto de los linfocitos en general que infiltran los tumores, arrojando resultados
controversiales de estas células T, al actuar como mecanismos de evasion de la
respuesta inmune antitumor o actuando como un factor pronostico favorable
(Ladanyi, 2013). Debido a lo anteriormente descrito y que la presencia de linfocitos
infiltrantes de tumor y Treg (CD4+CD25+FOXP3+) infiltrantes pudiera influenciar
la expresion de Foxp3 tumoral, planteamos aislar los linfocitos infiltrantes de tumor
y posteriormente evaluamos la expresion de Foxp3 en las células tumorales,
encontrando el mismo comportamiento de expresion durante el desarrollo tumoral
en las células BI16F10 w¢ intratumorales, mientras que en las células BI16F10.DMHI1
intratumorales se mostr6 una expresion de Foxp3 baja durante los dias de desarrollo
tumoral comparadas con las células BI6F10 wt intratumorales a los 7, 14 y 21 dias,
sin embargo esta expresion se increment6 al dia 28 post-aparicion de tumor. Esto
pudiera deberse al efecto que ejerce el microambiente a las células de tumor. El
microambiente es definido como un sistema complejo en el cual se involucran una
gran cantidad de células, las cuales participan directa o indirectamente en la
progresion del tumor, estas células, vasos, y moléculas presentes alrededor del
tumor influencian al desarrollo de las células tumorales, adquiriendo éstas una
mayor malignidad, algunos de los componentes involucrados en el microambiente
tumoral pueden ser agrupados en 4 categorias; células cancerosas, no cancerosas,
factores solubles secretados y material sélido no celular entre los que se incluye
matriz extracelular. Muchos de estos factores contribuyendo al escape tumoral entre
los que se destaca principalmente la produccién de factores solubles conocidos
como citocinas (Chen et al., 2005; Gorelik and Flavell, 2001; Zhang et al., 2005),
estos datos concuerdan con Franzke y cols en el 2006., quien especifica que los
tumores podrian bloquear la generacion de inmunidad tumoral especifica de
antigenos por la liberacion de moléculas con actividad bioldgica, como por ejemplo
citocinas o antigenos que incrementan el nimero de poblaciones celulares haciendo

que se incrementen en la circulacion linfatica o periférica. Betts y cols en el 2006.,
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reporta que los tipos de células inmunes y sus funciones Optimas para controlar el

crecimiento del tumor in vivo no han sido completamente identificados.

Debido a lo anteriormente mencionado pudiéramos pensar que citocinas como
IL-2 que hemos visto en nuestros resultados se incrementa durante el desarrollo
tumoral tanto en tumores inducidos por células B16F10 wt y BI6F10.DMH1 pudiera
estar influenciando a la sobreexpresion de Foxp3 en estas células intratumorales,
estos datos concuerdan con lo reportado por Garcia de Galdeano y cols en 1996.,
quien encuentra la expresion del RNAm de IL-2 y su receptor en las células B16F10
wt y que la administracion de IL-2 recombinante se incrementa la proliferacion

celular sugiriendo un papel de esta citocina en la actividad tumoral de estas células.

Tomando en cuenta que IL-2 esta presente en el microambiente tumoral, es
producido por las células T efectoras durante las respuesta inmune antitumor , actia
de manera autdcrina para la proliferacion de células T y de manera paracrina para el
cambio de fenotipo efector CD4+CD25+ a un fenotipo Treg CD'CD25 FOXP3" y
participando en la proliferacion de estas células (Ahmadzadeh ef al., 2007),
suponemos que IL-2 juega un papel primordial en la sobreexpresion de Foxp3 en las

células tumorales, como lo hace en el linaje linfoide.

Continuando con la secuencia de nuestro trabajo y después de observar la
produccion de IL-2 en tumores inducidos por células B16F10 wt y BI6F10.DMH1
respectivamente y que existe una correlaciéon con la expresion de Foxp3 y peso
tumoral durante el desarrollo del tumor. Analizamos la expresion del receptor de IL-
2 (CD25) para determinar si el mecanismo por el cudl la sobreexpresion de Foxp3
en las células de tumor intratumorales es a través de IL-2 y su receptor (CD25).
Encontrando que la expresion de CD25 es incrementada durante el desarrollo
tumoral en las células B16F10 wt intratumorales, mientras que en las células
B16F10.DMHI se observa un comportamiento similar con la expresion de Foxp3,
donde es roto el equilibrio hasta el dia 28. Por lo que de igual manera suponemos
que existe un mayor desequilibrio en la homeostasis tumoral como sucede en la fase

de escape durante la inmunoedicion del cancer (Betts et al.,, 2006) y que el
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microambiente tumoral ejerce mayores influencias negativas que modifican tanto la
expresion de Foxp3 y CD25 dandole mayor agresividad a estas células de tumor.

Se tienen antecedentes que muchos tipos de células de cancer expresan el
receptor de IL-2 (IL-2R); sin embargo, se tienen pocas publicaciones sobre el
posible papel de su receptor. Se conoce que células de cancer cervical no solo
expresan el receptor de IL-2, si no que producen y secretan IL-2. Se ha mostrado
que empleando anticuerpos anti-IL-2R, la proliferacion de estas células es inhibida,
sugiriendo que las células adquieren una dependencia parcial sobre este factor para
su proliferacion. Se hipotetiza que las propiedades adquiridas por las células
tumorales para usar IL-2 para su propia proliferacion podria resultar en un
mecanismo de competicion con linfocitos para este factor de crecimiento. En
consecuencia, se supone que el uso de IL-2 por las células tumorales eliminaria esta
citocina en el sitio del tumor, siendo este un factor de crecimiento necesario para la

actividad citotéxica de linfocitos infiltrantes de tumor (Rangel-Corona et al., 2010).

Debido a que hemos observado que muchos de los mecanismos ejercidos por los
linfocitos T para inducir una respuesta inmune antitumor efectiva son similares a los
mecanismos que usan las propias células de tumor para su crecimiento. Quisimos
determinar si la expresion de Foxp3 en las células tumorales BI6F10 modula la
expresion de poblaciones celulares (linfocitos T CD4") o si llega a tener la
capacidad de inducir el cambio de células efectoras (linfocitos T CD4'CD25" a un
tipo regulador (linfocitos T CD4'CD25FOXP3"), todo esto al ser analizado en
linfocitos infiltrantes de tumor o linfocitos provenientes de bazo.

Encontramos que existe un incremento de las poblaciones de linfocitos T
(CD4'CD25") en una manera dependiente del tiempo, peso del tumor y expresion
de Foxp3 durante el desarrollo del melanoma (7, 14 y 21 dias) inducido por células
B16F10 wt, lo cual se puede explicar con el hecho de que los linfocitos infiltrantes
de tumor incrementa su capacidad de activar a los linfocitos T adquiriendo el
fenotipo (CD4'CD25") para asi ejercer sus funciones supresoras sobre las células
tumorales, como un mecanismo de respuesta inmune antitumor, sin embargo al

analizar los linfocitos T infiltrantes de tumor CD'CD25" inducidos con la linea
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celular BI6F10.DMHI1 observamos que solo existe un ligero incremento en esta

poblacion al dia 14 por lo que estos resultados nos dan la pauta a pensar que la
expresion de Foxp3 en las células tumorales no poseee algun efecto sobre las
poblaciones de linfocitos efectores infiltrantes de tumor (CD4'CD25"). El analisis
de poblaciones Treg infiltrantes de tumor (CD4 CD25'FOXP3") también se ve
incrementado de una manera dependiente de tiempo y peso de tumores inducidos
con las células B16F10 wt, mientras que al analizar la expresion de esta poblacion
celular en los TILs de tumors inducidos por B16F10.DMHI1 se observa un
incremento hasta el dia 28, lo cual al compararlo con la expresion de Foxp3 en la
linea BI6F10.DMH1 intratumoral de igual manera se ve incrementado hasta el dia
28. Al realizar la comparacién entre los 2 grupos de tumores (inducidos por B16F10
wt y BI6F10.DMHI1 respectivamente) durante el desarrollo tumoral, observamos
que es menor el porcentaje de expresion de la poblaciéon celular CD4 'CD2 ' FOXP3"
en los TILs inducidos por células B16F10.DMHI. Estos datos podrian suponer un
posible papel de la expresion de Foxp3 en las células de tumor sobre el fenotipo de
linfocitos T reguladores (CD4 CD25'FOXP3") infiltrantes de tumor. Las
poblaciones de TILs CD4" se encuentran presentes en tumores inducidos con ambas
lineas celulares, sin observarse un cambio relevante en su expresion. En la
actualidad no existen reportes de la possible correlacion de expresion de Foxp3 en

cé¢lulas tumorales y poblaciones celulares.

Determinamos la expresion de estas mismas poblaciones celulares en linfocitos T
provenientes de bazo de ratones con melanoma inducido con células B16F10 wt¢ y
B16F10.DMHI, esto para tratar de dilucidar si la expresion de Foxp3 en las células
tumorales podria inducir un cambio en las poblaciones celulares en periferia,
encontrando; que las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD4 'CD25FOXP3" en
células de bazo disminuyen al dia 14, e incrementan al dia 21 del desarrollo tumoral
en el modelo murino inducido con células B16F10 wt, sin verse afectada la
expresion de linfocitos T CD4'CD25". Esta baja y alta en cuanto a la expresién de
estas poblaciones en ambos casos puede deberse a que los linfocitos T que estan

infiltrando el bazo, pudieron estar en contacto con antigenos u otras moléculas como
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citocinas presentes en periferia que modularan la expresion de estas poblaciones
celulares actuando como una forma de supresion de ciertos antigenos hacia los
linfocitos T para evadir la respuesta inmunologica y asi desencadenando una serie
de influencias negativas que a la vez alertan al propio sistema inmune por lo que un
incremento tanto de CD4"y CD4'CD25 FOXP3" es observado como una forma de
lucha por la homeostasis y supresion del tumor o la lucha en contra la presencia de
otros antigenos que pudieran estar presentes en los modelos murinos al estar
pasando por un estado de inmunosupresion dada por el tumor, tomando en cuenta
que las células T reguladoras no solamente tienen participacion en la patogénesis
del tumor proveyendo a los tumores mecanismos para evadir la deteccion y
destruccion por el sistema inmune, tanto en la induccidn o reclutamiento de células
T reg, si no que también son uno de los mecanismos alternativos de mantenimiento
de la tolerancia periférica controlando la inmunidad autoreactiva efectora y la
inmunidad hacia organismos y moléculas extrafias (Buckner and Ziegler, 2004;
Knutson et al., 2007; Kronenberg and Rudensky, 2005; Redmond and Sherman,
2005). Al realizar una comparacion entre los resultados obtenidos con las células de
bazo de ratones con melanoma inducido por B16F10 wt y B16F10.DMH1 pudimos
observar que es menor la expresion de CD4" en las células de bazo de ratones con
tumor inducido con B16F10.DMHI a los dias 7, y 21, mientras que al dia 14 se
observa un incremento, no siendo afectadas las células CD4'CD25" vy
CD4"CD25'FOXP3", esto arrojando la hipétesis de que estas poblaciones celulares
en células de bazo no se ven afectadas por la expresion de Foxp3 presente en las

células tumorales.
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CONCLUSIONES

1. La linea celular de melanoma murino B16F10 wt expresa Foxp3 a nivel de
RNAm y proteina, encontrando su expresion a nivel perinuclear, y el
tratamiento con los RNAI1 especificos de Foxp3 disminuyen la viabilidad y

proliferacion celular.

2. La linea B16F10 wt tiene la capacidad de producir IL-10, TGF-B, INF-y e

IL-2 en alta concentracion y expresion del receptor CD25 in vitro.

3. Se establecié una linea celular de melanoma murino con silenciamiento de
Foxp3 identificada como B16F10.DMHI, la cual posee menor indice de
proliferacion celular, correlacionandose con la produccion de IL-2 y su

receptor CD25.

4. In vivo, el silenciamiento de Foxp3 en las células BI6F10.DMH1 afecta el
crecimiento del melanoma murino incrementando el tiempo de aparicion del

tumor, sobrevida y disminuyendo el peso tumoral.

5. Existe una correlacion positiva entre Foxp3, CD25, IL-2 e IL-10 y negativa

con la produccion de IFN-y durante el desarrollo del melanoma murino.

6. Foxp3 intratumoral, estd correlacionado con la expresion y presencia de
células T reguladoras con fenotipo CD4'CD25 FOXP3" en el microambiente
tumoral y una disminucion de células T CD4" a nivel periférico, sin afectar a

las otras poblaciones celulares evaluadas.

El factor de transcripcion Foxp3, participa en el desarrollo de la tumorogénesis en
melanoma murino in vitro e in vivo, con la capacidad de modular a citocinas y
moléculas involucradas en el desarrollo tumoral asi como a poblaciones celulares

con fenotipo regulador en el tumor, pero no en periferia.
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