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Expresi—n de Foxp3 en cZlulas de melanoma murinowwomecanismo de evasi
de larespuesta inmune tumor

RESUMEN

Foxp3 es un marcador clave para identificaci—n y funci—n cZlulas T reguladoras,
ademis su expresi—n se ha observado en diferentes I'neas celularegrdeEtinc
objetivo de este estudio fue determinar si la expresi—n de Foxp3 endeZinédanoma
murino actcea como un mecanismo de evasi—n de la respuesta inmune tumoral,
modificando citocinas involucradas en la fase de inmunoedici—n de cincer y
promoviendo la generaci—n de cZlulas Treg. En este estudio se determin—rpor prime
vez la expresi—n de Foxp3 en las cZlulas melanoma murino Ba6R18ise—amos
RNA de interferencia en contra de Foxp3, ademis de analizar la expresi—2bde CD
producci—n de IL-2, INE-TGF-' e IL-10 para determinar su papelvitro. Para la
evaluaci—n del efecto de Foxp3 durante el desarrollo tumerab, se estableci— una
I'nea celular con silenciamiento de Foxp3 la cufl identificamos comolBIBNH1 y
se montaron dos modelos de melanoma murino, uno inducido con cZlulas B26F10
otro inducido con cZlulas B16F10.DMH1, y se analiz— progresi—n tumoral, producci—n
de citocinas, expresi—n de CD25, Foxp3 y poblaciones celularés@DRACD25 y
CD4'CD25Foxp3 en TILOs y cZlulas tazo. Nuestros resultadmsvitro demuestran
que las cZlulas B16F1@t expresan Foxp3 a nivel de RNAm y prote'na, y su
localizaci—n celular es principalmente perinuclear, ademis se encomstasqiéulas
expresan CD25, y una producci—n de citocinas del tipd, INRGF-', IL-10 e IL-2. Se
encontr— que la expresi—n de Foxp3 afecta la proliferaci—n en cZlulas B16F10,
encontrando una correlaci—n positiva entre la expresi—n de Foxp3, CR2k &iilo,
el silenciamiento de Foxp3 en las cZlulas B16F10.DMH1 afect— el desdgloll
melanoma incrementando el tiempo de aparici—n de tumor, sobrevida y disminuyendo el
peso de los tumores, encontrando una correlaci—n positiva entre Foxp3, CD25, IL-2 e
IL-10 y negativa con la producci—n de IENademis se determin— que Foxp3
intratumoral estf correlacionado con la expresi—n y presencia de cZlula®nTreg
fenotipo CD4CD25Foxp3 en el microambiente tumoral y con una disminuci—n de
cZlulas T CD% a nivel perifZrico, sin afectar a linfocitos T activados (GIBRS).

Estos datos sugieren que Foxp3, participa en el desarrollo de la tumorogZnesis en
melanoma murindn vitro e invivo, con la capacidad de modular a citocinas, molZculas
involucradas en el desarrollo tumoral, as’ como poblaciones celulares compdenoti
regulador en el tumor, pero no en periferia.
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ABSTRACT

Foxp3is a key marker fordentification and function of regulatory T cellsut
its expression has been demonstrated in many tumor cell lines. The aim of this study
was to determine if the Foxp8xpression 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 Fogp@ression in B16F10
murine melanoma cells and constructed RNA«s interferences against the Foxp3
gene, furthermore analyzed the CD25 expression and cytokines productiot? of IL
INF-!, TGF" and IL-10 to determine their rolen vitro. To evaluate the Foxp3
expression effect during tumor growth vivo, was established a cell line with
silencing of Foxp3 expression identified as B16F10.DMH1 and were mounted two
murine melanoma models; induced with B16R&0Dand B16F10.DMH1 cells and
evaluated the tumor progression, cytokines production, CD25 expression and the
percentage of T CO4 CD4'CD25 and CD4CD25Foxp3 cells The resultsin
vitro shownthe 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 INFTGF", IL-10 and I-2 in B16F10wt
cells we found that Foxp3 exmsion affect the cellular proliferation, CD25
expression and H2 production determining a positive correlation between Foxp3,
CD25 and Il2. In vivo, the Foxp3 silencing in B16F10.DMH1 cells affected the
melanoma growth increasing the time of tumor appearance, survival and decreasing
the tumors weight, founding a positive correlation between Foxp3, CD23, IIL-
10 and negative with IFN, furthermore found that intratumoral Foxp3 is correlated
with the expression and presence of regulatory T cells withgalator phenotype
CD4'CD25'FOXP3 in the tumor microenvironment and with a decreasing of
lymphocytesT CD4'in periphery without affecting activated T ce(lSD4'CD25").
This data suggest the participation of Foxp3 in tumorogenesis in murine melanoma
in vitro andin 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. INTRODUCCIIN

El ctncer se caracteriza pelr crecimiento sin control de cZlulas anormales en
nuestro cuerpo. Es considerada la segunda causa de muerte a nivel mundial diespuZ
enfermedades cardiovasculares, sin embargo, la incidencia y mortalidad or esta
enfermedades van en descenso, mientras que el desarrollo del cincer venamnioc
El cincer de piel es el tipo de ctncer mts comaeen en los Estados ¢dmsioerindose
la tercer malignidad m¥s comaoen, registrando de 2 a 3 millones de caso=m@ieual
nivel mundial. El cincer de piel puede dividirse segoen su origen celular en
melanomatoso y no melanomatoso, representando el melanoma, el tipo de ctnder de pie
con una elevada mortalidad relativa en comparaci—n con el cincer de piel no
melanomatoso. EI Melanoma es considerado uno de los cinceres mis agresivos
resistente a tratamientos de los cinceres humanos. La incidenaigeldabma es
considerada tres veces mayor en la poblaci—n blanca en los celtimos 20 a#ps, con
estimado de 8650 muertes atribuidas a esta neoplasia en el 2009 (5550 hombres y 3100
mujeres). Sin embargo, a pesar de la explosi—n del progreso en el entendini@éento de
biolog’a y genZtica molecular de esta enfermedad, existen pocos tratanjemtbados
por la FDA para el tratamiento del melanoma, los cuales incluyen adeake-gicos y
quimioterapZuticos convencionales. A pesar de ello, los tratamientos aprobatis por
FDA que llegan a tener Zxito sobre la naturaleza de la enfermedadsttamuma
efectividad muy limitada, ademts de impactar de manera negativa@&idid de vida

del paciente que padece esta neoplasia en diferentes etapas.

El conocimiento de las cZlulas que participan en el mantenimiento dedtasis de
la respuesta inmunol—gica en el cincer, y sus mecanismos, delimiaerantaci—n
de tratamientos efectivos en contra del ctncer, por lo que el conocimienie tipos
celulares estfn participando en la respuesta inmune antitumor y suoiephct los
tumores es de gran interZs. Actualmente se conoce que durante los iniagbs e
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desarrollo tumoral, las cZlulas del sistema inmunol—gico tienen laladpe detectar,

y eliminar cZlulas tumorales (proceso de inmunovigilancia), sin embargo, este
mecanismo de regulaci—n, u homeostasis, puede ser roto debido a mecanisams que s
desencadenados por las cZlulas tumorales, e incluso por la participacs-midenhs

cZlulas del sistema inmune como lo son las presencia de cZtgafeotipo regulador
(principalmente CDZCD25'FOXP3), de las cuales en la celtima dZcada ha resurgido su
interZs en el estudio de mecanismos de tolerancia inmunol—gica, debidseahque
reportado su presencia en diferentes tipos de cinceres ejerciendo un wgfexdors
antitumor por medio del sistema inmune, ademis se ha visto su partiaipaai el
desarrollo y progresi—n del tumor. Siendo el factor de transcripci—n Foxp3 el marcador
clave para la identificaci—n de este subgrupo celular tanto en murinos coamoium
presentando entre ellos alta homolog’a sugiriendo as’ una funcionalidad conservada.
embargo su activaci—n no ha sido del todo elucidada, debido a que su expresi—n no
solamente se encuentra en cZlulas hematopoyZticas y en —rganos priicédies i

como se cre’a con anterioridad, si no que se han encontrado reportes ernxgresia—a

de FOXP3 no es exclusiva de linfocitos T, ya que se ha encontrado su expresi—n
diferentes I'neas celulares de cincer humano en donde su expresi—n se encuentra

relacionada con mecanismos de evasi—n tumoral.

Por esta raz—n, nos result— de gran interZs desarrollar un proyecto que aporte un
conocimiento bisico del papel que desempe—a Foxp3 en las I'neas celelatexer,
realizando estudios tanibo vitro comoin vivo con la I'nea celular de melanoma murino
B16F10.

Este trabajo tiene como objetivo, determinar si la expresi—n de Foxp3andeZlul
melanoma murino afecta el desarrollo del tunmovitro comoin vivo modificando el
microambiente tumoral como un mecanismo de evasi—n de la respuesta inmune
antitumor. Para esto se llev— a cabo por primera vez el antlisis de-expiee§oxp3 en
cZlulas B16F10wt y se estableci— una I'nea celular derivada de B16F10 con
silenciamiento de Foxp3 para posteriormente montar un modelo de melanoma murino

inducido con ambas I'neas celulares.
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2. HIPITESIS

La expresi—n de FOXP3 en cZlulas B16F10 de melanoma murino favorece la
adquisici—n del fenotipo de cZlulas T reguladoras y la evasi—n de laar@spuest

antitumor.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar si la expresi—n de FOXP3 en la I'nea tumoral B16F10 aféetareollo del
tumor e incrementa la poblaci—n de cZlulas T reguladora$GDEBIFOXP3) como

un mecanismo de evasi—n a la respuesta inmune antitumor.

3.2 Objetivos espec’ficos vitro

1. Determinar la expresi—n de FOXP3 en la I'nea tumoral de melanoma murino
B16F10.

2. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 (siRNA) emé&altumoral
B16F10 de melanoma murino y la producci—n de citocinas!(TiGF2, INF-",
IL-10).

3.3 Objetivos espec’ficom vivo

1. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 en la I'nkeidac®816F10 en

un modelo de melanoma murino.

2. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 sobre la producci—n de
citocinas (TGF-, IL-2, INF-", IL-10), en un modelo de melanoma murino.

3. Determinar el efecto del silenciamiento de FOXP3 sobre el fenotipdlidias T

reguladoras (CDL£D25FOXP3) en un modelo de melanoma murino.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Cincer

El ctncer es una proliferaci—n acelerada, desordenada e incontroladzlcledasec
un tejido que invaden, desplazan y destruyen localmente y a distancia, otlos tej
sanos del organismo. Su extensi—n en otras zonas se debe a un efectiasesrett
decir, la diseminaci—n de cZlulas cancerosas a travZs de la sahgigtendelinfitico
y la implantaci—n en otro sitio distante al tumor primari (Greenwald and Z009),
Las cZlulas cancerosas surgen como consecuencia de da—os en el Obiidosgmor
meeltiples factores, tales como fumar, alcoholismo, infecciones vitaesncia
genZtica, condiciones ambientales (Grandics, 2006; Greenwald and Dunn, 2009) . El
ctncer es la principal causa de muerte a nivel mundial, en 2008 caus-Ho&s6deni
defunciones (aproximadamente un 13% del total) ocurridas en todo el mundo, siendo los
principales tipos de cincer el pulmonar, gistrico, hepttico, colorrectal, mamari
cervicouterino tomando en cuenta que los tipos de cincer mis frecuenten difie
dependiendo del sexo. Aproximadamente un 70 % de las muertes por cincer resgistradas
en 2008 se produjeron en pa’ses de ingresos bajos y medios. En MZxico el clncer es
tercera causa de muerte y segoen estimaciones de la Uni—n Internacdiarehlodomer,
cada a-o0 se suman mis de 128, 000 casos de mexicanos. En MZxico, el 60% de los
casos son detectados en etapas avanzadas. En 2009 la tasa de mortatitiackpen
MZxico fue de 65 por cada 100,000 habitantes, segcen las cifras mits rdelentes
Instituto Nacional de Estad’stica y Geograf'a (INEGI), ocupando los primetmgmbes
en incidencia en MZxico el ctncer de pr—stata, ctncer de mama, edvoeasterino,
de pulm—n y cincer de est—mago (CNN MZxico).

Se prevZ que las muertes por ctncer 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 melanoc’ticas cutfneas se encuentra@siesmunes,
como los nevus melanoc’ticos (lunares comunes adquiridos), que en gran proporci—n los
seres humanos poseemos, y el melanoma. El melanoma es la formaci—giqaatis un
tejido maligno cuyos componentes sustituyen los tejidos normales con un
comportamiento biol—gico particularmente agresivo, al punto de constituir una de las
principales causas de muerte por enfermedad cutinea
(Greenwald and Dunn, 2009; Zheeigal, 2007)

El cincer de piel se caracteriza por ser una enfermedad silencidsacisentes los
casos de personas que adquirieron la lesi—n melanoc’tica que sin notacile-avié la
enfermedad, al momento de detectarlo es pricticamente imposible idombattodos
los tumores, el melanoma es el que tiene mayor 'ndice de regresi—n esotglne

se aprecia regresi—n parcial en 13% de los casos€Kally1985).

4.2.1 Factores de riesgo de melanoma

a) Edad. El melanoma es raro antes de la pubertad, con una edad media delabagn—st
de 45 a—o0s y su incidencia aumenta progresivamente hasta los 85 a—os (Curado M P,
2007).

b) Sexo: el melanoma es mis frecuente en las mujeres, aunque la teadéeur es
igualarse la incidencia entre ambos sexos, siendo la sexta neoplas@uencia en
mujeres, y la mfs comaen entre mujeres de 25y 29 a—os (Darayani D, 2003).

c) Clase social: En algunos estudios se ha propuesto el lugar de residenciasel
social como factor de riesgo. Las personas de clase social atguyelaiven en las
ciudades son las que con mis frecuencia se exponen a la radiaci—nfeotsa de
intermitente y se protegen menos durante el desarrollo de actividades ledicas
deportivas (Geller AC, 1996).

d) Raza: El riesgo de desarrollar melanoma en los individuos de raza blahfa es
veces mayor que en los de raza negra, asiftica o hispana, debido adasidd#e
fenot’picas (Goldstein BG, 2001).
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e) Fototipo: Los pacientes con fototipo | y Il de Fitzpatrick tienen un riesgwéces
mayor de padecer melanoma (Schaffer JVv, 2004).

f) Nevus melanoc’ticos congZnito. No estf suficientemente evaluado (PaBadela
20009).

g) Nevus melanoc’ticos adquiridos. El riego se ha establecido con el ncemero,
localizaci—n, tipo y tama—o de los nevus (Markovic SN, 2007).

h) Nevus displtsicos. Definido como la presencia de melanoma en uno o mis
miembros de la familia ( Tucker MA, 1993).

i) Exposici—n solar: Principal causa de melanoma cutfneo ( Kovalyshyn I, 2009).

]) Exposici—n a fuentes artificiales de radiaci—n ultravioleta (Diffey BL, 1991).

k) Inmunosupresi—n: 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 disposici—n
a padecer cincer cutfneo no melanoma y melanoma.

La presencia de uno o dos de los factores de riesgo antes citadosigec@saan

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

poblaci—n general y, cuando concurren tres factores de riesgo o mits, 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 dssgo de melanomalbreviatura: melanoma
cutitneo (MC)YMarkovic SN, 2007).
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4.2.2 Historia natural de la enfermedad

En la historia natural de la enfermedad distinguimos tres per'odos: periodo de
inducci—n, periodo de progresi—n y diseminaci—n de la enfermedad, los cuales abarcan
los procesos que a continuaci—n se describen. DespuZs del evento de trarsformac
inicial, el crecimiento de las cZlulas neoplisicas es progresivovastalarizaci—n
extensiva (angiogZnesis) ocurre cuando la masa tumoral excede los 2 mmedeoditm
La s'ntesis y secreci—n de varios factores angiogZnicos juegan un papehiengor
establecer una red capilar al rededor del tejido invadidonvasi—n del estroma en el
cual esta localizado por algunas cZlulas tumorales ocurre mediante algoaEBSMOS
exclusivos. Las delgadas paredes de la vZnula, tal como los canaféisolnfson
ftcilmente penetradas por cZlulas tumorales y proveen una de las vesmhes para
la entrada de las cZlulas tumorales en la circulaci—n. El agrupamgetabolizaci—n
de peque—as cZlulas tumorales ocurre despuZs, y la vasta mayor'a dewdtukiss
entran en la circulaci—n donde son destruidas ripidamente. Las cZlulagsugueral
sobreviven la circulaci—n deben ser atrapadas en los lechos capilares-dgihms. La
extravasaci—n es el siguiente paso, probablemente por los mismos mecanésmos
influencian la invasi—n inicial, y el desarrollo de la vascularizaci—nfgragceln en
conjunto con el parZnquima del —rgano completa la mettstasis del mismdlulas
tumorales pueden invadir el estroma del huZsped, penetrar los conductos sangu’neos y
entrar en la circulaci—n para producir mettstasis adicional. El resullaoima#so
depende de la interacci—n entre las propiedades intr'nsecas de lasurdtrtdes y de

los factores del hospedero, los cuales var’an dependiendo de cada individuo (Figura 1).
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Figura 1. Proceso de desarrollo y mettstasis del melanoma (B16F10).

4.2.3 PatogZnesis del melanoma

La inmunolog’a y la biolog’a del melanoma pueden explicar por quZ algunos tumores
permanecen estables o silentes durante a—os, y por quZ otros presentan agresivida
desmesurada, y, tambiZn, por quZ algunos tumores que ten’an pron—stico desfavorable
no presentan problemas mientras que otros con muy buen pron—stico inicial desarrollan
un comportamiento muy agresivo, con invasi-metfstasis.

Al expresar meeltiples molZculas, el melanoma va adquiriendo la capaeidad
crecimiento local y a distancia, induciendo alteraciones vasculareslg matriz
extracelular y, a la vez, alterando la respuesta inmunitaria que tratantEner su
expansi—n. Resulta esencial la vigilancia que ejerce el sisteonatanim sobre las
cZlulas tumorales del melanoma para controlar las neoplasias inciplemteapacidad
metastfsica podra ser consecuencia de los mecanismos que akes todioales
desarrollan para escapar de control inmunol—gico (Figura 2). (Restrepo y Veltsquez.,
2012).
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INMUNOPATOGENESIS DEL MELANOMA

Fase de crecimiento Melanoma metastasico

—
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Ceocinas
‘mmupr tt

Figura 2. InmunopatogZnesis del melanom@atalina Restrepo y Margarita Velfsquen12.
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4.3 Sistema inmunol—gico en ctncer

El sistema inmunol—gico tiene tres roles primarios en la prevenci—n de tHimore
sistema inmune puede proteger al hospedero de tumores inducidos por virus eliminando
o suprimiendo infecciones virales. La temprana eliminaci—n de pat—genos y ripida
resoluci—n de la inflamaci—n pueden prevenir el establecimiento de uneambient
inflamatorio conductivo a la tumorogZnesis y por celtimo, el sistema inmungluegieo
identificar y eliminar cZlulas tumorales, siendo este celtimo procemidaetomo
inmunovigilancia tumoral (Dunat al, 2002).

En1990; se propuso la idea que hay un constante crecimiento de cZlulas
transformadas en nuestros cuerpos y que el sistema inmune puede erradieslqsea
ellas se manifiesten cl’nicamente, la inmunovigilancia ha sido ucotegmitroversial en
la inmunolog’a del tumor. A mediados de la dZcada de los 20«s se preseieiaciasyi
experimentales donde demuestran que los tumores podr’an ser reprimidos pemal sist
inmune, estos experimentos sugirieron la existencia de ant'genos asodiatoses y
formaron las bases de la inmunovigilancia, el cutl fue postulado por Burnet ysThoma
Burnet (Burnet, 1957).Sin embargo, la idea de la inmunovigilancia del ctncer fue
aceptada hasta 1990 cuando modelos de animales experimentales usando knock-out
validaron la existencia de la inmunovigilancia del ctncer en tumores indymidos
gu’micos y tumores espontfneos (Detal, 2002).

A pesar del proceso de inmunovigilancia, los tumores se pueden desarrollar en la
presencia de un sistema inmune funcional, y a ra’z de esta situaci—eh coimgepto de
inmunoedici—n con la finalidad de explicar el papel del sistema inm@helesarrollo
del tumor (Dunret al, 2002). La inmunoedici—n del tumor es un concepto dividido en 3
fases fase de eliminaci—n, equilibrio y escape (Swann y Smyth, 2007). Siendo el
fen—meno de regresi—n espontinea de lesiones de melanoma acompa—adas por le
expansi—n clonal de cZlulas T la fuerte evidencia para la fasenig@ocel—n de la
inmunoedici—n del ctncer (Ferra@ihal, 1993; Zorn and Hercend, 1999). La fase de
eliminaci—n del cincer es el mismo proceso descrito en la teona ohc
inmunovigilancia del tumor, donde el sistema inmune detecta y elimindasZl
tumorales que se han desarrollado como resultado de una falla intr'nseeeatésmos
supresores de tumor (Akslen and Naumov, 2008), esta fase se completa cuando las
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cZlulas tumorales logran ser eliminadas en su totalidad por elaisi@mnol—gico. Sin
embargo se puede dar el caso de una eliminaci—n parcial del tumor, en gorsknte

un estado temporal de equilibrio entre el crecimiento de las cZlulasatemy la
eliminaci—n de las mismas por el sistema inmune. Durante este pasaifiulas
tumorales permanecen en dormancia o acumulan cambios tales como mutdeiones
DNA o cambios en la expresi—n de genes que pueden modular la expresi—n de los
ant'genos espec’ficos de tumor y ant'genos inducidos por estrZs en las dierdras

este proceso contincea, el sistema inmune puede inducir una presi—n pafectiva
eliminar clonas susceptibles a tumor. La presi—n inducida por el sistama durante

esta fase es suficiente para controlar la progresi—n tumoral, pero evatd aima
respuesta inmune falla para eliminar completamente el tumor, el presesa en la
selecci—n de variantes de las cZlulas tumorales que son capacistideevéar o
suprimir la respuesta antitumoral, propiciando la fase de escape (Kbeldgl2007).

Un mecanismo desarrollado para inducir un estado de dormancia fue sustentado por |
hallazgos de que el empleo de anti-CD4/CD8, anti-IN&-anti-IL-12 induce el escape

del estado de dormancia de las celulas tumorales (Shargdtaigr2001), en la fase de
escape tumoral el sistema inmune no es capaz de contener elamgritamoral y el

tumor crece progresivamente (Figura 3).
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Figura 3. Supresi—n tumoral extr'nseca por el sisteimmune.
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4.4 Mecanismos involucrados en el escape tumoral

Microambiente tumoral es definido como un sistema complejo en el eutl s
involucran una gran cantidad de cZlulas, las cuales participan directa ctami@ete en
la progresi—n del tumor, estas cZlulas, vasos, y molZculas presentes dlettiatior
influenc’an al desarrollo de cZlulas tumorales. Algunos de los componentestadob
en el microambiente tumoral pueden ser agrupados en 4 categor’as; cAkgassece,
cZlulas no cancerosas, factores solubles secretados y material s-edidanaentre los

gue se incluyen matriz extracelular.

Muchos de los factores en el microambiente tumoral contribuyen al esoapalf
incluyendo activaci—n de cZlulas T en la ausencia de una estimulacpiada
resultando en anergia (Schwartz, 2003); expresi—n de molZculas inhibitoriaed cZI
tales como B7-H189 (Dong et al., 200R),A-G (Tripathi and Agrawal, 2006) HLA-

E por las cZlulas T (DerrZ et al., 2006); pZrdida de ant'genos tumorales enHaj
regulacion de molZculas del MHC92 (Campoli et al., 20@2presencia de cZlulas T
reguladoras CCD4+CD25+ y cZlulas T restringidas a CD1d que suprimen la inmunidad
antitumor (Terabe and Berzofsky, 200f5ctores solubles supresores expresados por
cZlulas tumorales; tales como TGRChen et al., 2005; Gorelik and Flavell, 2001;
Zhang et al., 2005VEGF y gangliosidos (McKallip et al., 1999; Munn and Mellor,
2007) v'as citot—xicas de resistencia a tumores como es observada en tamores c
mutaciones en los genes codificante8&8T (Takahashi et al., 2006), mutaciones en

el gen codificante del receptor TRAIL receptor de muerte 5 (DR5) (Shin et al.,2001)
sobreexpresi—n de molZculas antiapopt—ticas FLIP XIB(Kataoka et al., 1998;

Shin et al., 2001), y expansi—n de poblaciones celulares mieloides suprestgss, en
celtimo caso se ha observado una expansi—n de cZlulas mieloides inmadudks reporta
en varios estudios y se asocia con una supresi—n de las respuestddadds tanto

en humanos como en ratones.

Los tipos de cZlulas inmunes y funciones —ptimas para controlar electecitel
tumor in vivo no han sido completamente identificados, por lo que una inmunoterapia
efectiva del tumor es todav’a incierta. Es claro que los tumores panesade hacer
tolerante al sistema inmune propagando una variedad de influencias negatisiagague
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para disminuir una inmunidad antitumoral efectiva. En la celtima dZcadattade un
interZs por el estudio del mecanismo de tolerancia dominante mediada por la
subpoblaci—n llamada cZlulas T reguladoras debido a que se ha reportado sa @nesenci
diferentes tipos de cinceres ejerciendo un efecto supresor antitumor por medio de
sistema inmune y su participaci—n en el desarrollo y progresi—n del tumet éBetts
2006)

4.5 CZlulas T reguladoras

Representan el 5% de cZlulas T CDiculantes en la sangre humana perifZrica,
comprende distintos subsets celulares (Whiteside, 2QB4) cZlulas T reguladoras
(Treg) naturales derivadas de timo o perifZricas inducidas, son uno de lossmesani
alternativos de mantenimiento de la tolerancia en la periferia contrdamemunidad
auoreactiva efectora y la inmunidad hacia organismos y molZculas extraras. S
embargo aunque las cZlulas T reg en general benefician al hospedero sesoonoce
participaci—n en la patogZnesis del tumor proveyendo a los tumores con roscanism
para evadir la detecci—n y destrucci—n por el sistema inmune, tantodeocla—n o
reclutamiento de cZlulas Treg CDeh el tumor (Buckner and Ziegler, 2004; Knutgson
al., 2007; Kronenberg and Rudensky, 2005; Redmond and Sherman, 2005)

La existencia de una subpoblaci—n de cZlulas T que son especializdaas e
supresi—n de las respuestas inmunes fue originalmente postulada en 1970rgoreémba
fenotipo y los mecanismos celulares y moleculares responsables deebss ef
observados fue identificado a mediados de la dZcada de los 90«s identicando
expresi—n de la cadenalel receptor de la interleucina 2 (CD25) sobre su superficie,
observando que la depleci—n de esplenocitos ‘C&2fiida de la transferencia de
cZlulas T CD25al hospedero inmunodeficiente resultaba en un amplio espectro de
enfermedades autoinmunes, mientras que la cotransferencia de cZIlul2§Tpad'a
prevenir la inducci—n de autoinmunidad. Estudios posteriores en una variedad de
modelos animales demostraron la capacidad inmunosupresiva de este subgrupo de

cZlulas T reg dentro del linaje de cZlulas T CHanzkeet al, 2006). Esta poblaci—n
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distintiva fue originalmente caracterizada en ratones, y CR@5identificado como un
marcador distintivo para el aislamiento de Tregs, representando 5-10% de TZlulas
CD4' perifZricas en sistemas de modelos murinos. Sin embargo, una poblaci—n de
cZlulas T reguladoras con propiedades fenot’picas y funcionales tambiZrsilab’a
identificada en humanos, sin embargo en humanos la caracterizaci—n s& ctjute

fue suficiente con la identificaci—n del marcador CCB&echer y col., mostraron que
entre la poblaci—n de cZlulas T GQIE25 humanas, solo el 1-3%, que expresaban
CD25 (alto), controlaban la inmunidad interfiriendo la generaci—n de funciones
efectoradn vivo (BaechetAllan et al, 2001) Las cZlulas T reg median su capacidad de
supresi—n a travZs de meeltiples mecanismos. Diferentes subgrupos de Teagstisiduc
funciones inhibitorias a travZs de una manera dependiente del contacto Ziflalg/o

v'a factores solubles, mientras que la activaci—n de Tregs es ansgendica y
requiere del se—alamiento a travZs del TCR, la supresi—n de otras fufieiboes ele
cZlulas T ant'geno no especficas. Sin embargo, las molZculas involueradas
supresi—n contincea siendo desconocida (Figura 4) (Dieckmann et al., 2001;eLevings
al., 2001).
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Figura 4. Mecanismos inhibitorie de las cZlulas T reguladoras.
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Vlad G.y cols.,refieren que el contacto directo de las cZlulas dendr'ticas/cZlulas
parece estabilizar la interacci—n entre Treg y cZlulas efectaadsei(dl., 2005). Sin
embargo la directa interacci—n modula el microambiente inmunosupresivo inhibiendo |
maduraci—n y funciones de presentaci—n de ant'geno de las cZlulas dendrticas
interfiriendo tambiZn con el metabolismo del tript—fano. Las cZlulasn@tegles
surgen en el timo posterior a la interacci—n con cZlulas dendr'ticas upanteso de
selecci—n negativa y poblan la periferia, sin embargo el preciso meadmidesarrollo
de Treg en el timo y su migraci—n hacia la periferia no esta bienla¢&$eiddon and
Mason, 2000).

Las cZlulas Treg inducidas:Ademits de las nTreg, existen varios tipos de Tregs
inducidas. Estos tipos de cZlulas regulatorias difieren de las Treg esteralla
dependencia de la producci—n de citocinas pero no en su capacidad supresiva de
respuestas proliferativas hacia la estimulaci—n antigZnica. Sin @mbagg claro si

estos tipos de cZlulas reguladoras son derivadas de precursores comunésaka&tZ
producen altos niveles de IL-10 inmunosupresiva y pueden ser generadas por la
activaci—n cr—nica en la presencia de esta citocina en humanos y madkos(D et

al., 2002). Este tipo de cZlulas son capaces de prevenir la colitis autoimuonoelelos
experimentales. La inducci+anvivo de cZlulas Th3 inmunoreguladoras productoras de
TGF! han sido reportadas despuZs de aplicaciones antigZnicas orales o intravenosas.
Este tipo de cZlulas se caracteriza por exhibir su propiedad inhibitoriaridgeyge del
contacto cZlula-cZlula (Thorstenson and Khoruts, 20@%)cZlulas T CD4v'rgenes de

sangre perifZrica se vuelven anZrgicas por la estimulaci—n aloantigiénpeesencia

de TGF!. Un importante mecanismo es la inducci—n de cZlulas Treg por las cZlula
dendr’ticas inmaduras, el marcaje de las DCs es altamente depeerdielue estad’os

de maduraci—n/activaci—n y factores ambientales tales como quaeniEsnatorias.
Mientras que DCs diferenciadas pueden eficientemente activar el rest@uties T
(Jonuleitet al, 2000).
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4.5.1 Tregs en tumores

Los tumores podran bloquear la generaci—n de inmunidad tumoral espec’fica de
ant'genos por la liberaci—n de molZculas con actividad biol—gica, como par ejempl
citocinas o ant'genos que incrementan el ncemero de cZlulas Tregn@®4irculaci—n
linfftica o perifZrica. El incremento en los niveles de Tregs'@D4a sangre perifZrica
de pacientes con ctncer comparada con la sangre de controles sanos han sidageport
en una gran cantidad de ctnceres como citncer renal, de cuello, cabeza, pusde-n, h'g
tracto gastrointestinal, pfncreas, mama, ovario y carcinoma nasofar'ngeo, mnaelanom
(Franzke et al., 2006). Diversos estudios han examinado las cZlula<COI®
sugiriendo que los pacientes con ctncer representan 13-52% del total deToZD#Es
sin embargo cuando es confinado el antlisis con la expresi—n de Foxp3 o CD25 alto e
incremento es moderado encontrando entre 4-10% el cufl continua siendo alto en
comparaci—n con el 1-2% observado en la poblaci—n sana (Cesana et al., 2006; Ormandy
et al., 2005). Estudios muestran que en cinceres como citncer gistrico, melanoma
endometrial y cervical se encuentran elevados niveles de Tregs en eé dierlap
n—dulos linffticos (Viguier et al.,, 2004). En melanoma los pacientes tienden a
incrementar dos veces la frecuencia de Treg en n—dulos linfiticostsmatast
comparados con n—dulos linftticos libres de tumor (Franzke et al., 2006).

Viguier y cols., observaron que las cZlulas @MR5 de n—dulos linftticos
tumorales liberaban IL-10, TGF-0 ambas, sugiriendo que las cZlulas Treg son capaces
de inducir mas cZlulas con actividad de cZlulas Treg por su capacidadsugies
poseer el marcador caracter’stico de CD28giriendo con este hallazgo la presencia de
otras poblaciones de cZlulas Treg, dependientes o independientes del fenotipo
caracter’stico CD4CD25'.
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4.5.2 Marcadores moleculares de Treg

La caracterizaci—n y manipulaci—n terapZutica de Treg natural€DZD4s
facilitada por la identificaci—n de marcadores espec’ficos expregalizsvamente en
ellas. Se ha encontrado que las Treg TBdbreregulan la activaci—n de varios
marcadores y disminuye la regulaci—n de prote’nas que caracterizafiddasTcnaive
(Franzke et al., 2006).

Existen gran cantidad de molZculas que se encuentran sobreexpresadas sobre la
superficie de las cZlulas T regs, tales como GITR, CD103, LAG3, OX-40 y @TkiA
embargo al igual que CD2%0 son exclusivas de ell@Berrettiet al, 2007).Por lo que
la efectividad del uso de tratamientos enfocados en la molZcula CD25ungposible
blanco terapZutico para eliminar Tregs se vuelve limitada por el hecho G®g6ees
sobreregulada en cZlulas T convencionales activadas. Por lo que hace que en la
actualidad el cenico marcador clave para la identificaci—n de T reys ragznes el
factor de transcripci—n FOXP3 (Natial, 2007). La integringE! 7 (CD103) ha sido
recientemente descubierta como un posible marcador de Treg donde han revelado el
papel de esta integrina en la inmunoregulaci—n de la piel y artritigdy ip@stulada en
la distinci—n de diferentes subgrupos de Treg CBDES expresando altos niveles de
molZculas de adhesi—n y citocinas inflamatorias permitiendo su migracie—osha
tejidos inflamados, de igual manera convirtiendo cZlulas*@D4cZlulas parecidas a
Trl productoras de IL-10 (Huehat al, 2004, 2004; Stassest al, 2004). Recientes
estudios tambiZn muestran a neurofilina-1 (Nrpl) como un marcador espec’fico para
cZlulas Treg murinas. Nrpl es altamente expresado en estas cZlaladivbegas
condiciones y no es sobreregulado por la estimulaci—n del TCR. La expresi€an ect—pi
de Foxp3 sobreregula la expresi—n de Nrpil, sugiriendo que su expresi—n es ligada a
eventos genZtios con Foxp3 en las Treg. Debidos a su expresi—n sobre la sigerficie
Tregs, Nrpl es un excelente marcador, si embargo un anticuerpo monoclonal es
requerido. Las cZlulas Treg humanas difieren de Treg murinas por el hechasjue ell
expresan Nrpl indicando diferencias entre las Treg humanas y murinas gAslad
2010; Loseet al, 2005).
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Es conocido que las cZlulas Treg expresan el factor de transcripci—n tookHead
(Foxp3) en altos niveles el cutl cuando es mutado induce a una imunidadnfatal
ratones y un s'ndrome severo referido como disregulaci—n inmune, poliendocrinopat’a,
enteropat’a y s’'ndrome 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 funci—n
(Fontenotet al, 2003). Foxp3 se considera a la fecha el cenico marcador de cZlulas T
reguladoras, capaz de distinguirlas de cZlulas T activadasODR28, sin embargo
otros estudios han demostrado que Foxp3 es espec’ficamente requerido para el
desarrollo de cZlulas T reguladoras GDB25" y es suficiente para activar una serie de
funciones supresoras en cZlulas T no reguladoras @D4eriferia. Debido a estos
criterios, Foxp3 es un gen maestro regulador para el importante subgrupo de cZlulas
Treg. Foxp3 ejerce un mecanismo dominante de regulaci—n negativa en al sistem
inmune. La expresi—n ect—pica de Foxp3 en periferia sobre las cZluld€D25D4
abre nuevos caminos para terapias basadas para el tratamiento de edé&rmeda
autoinmunes y prevenci—n de rechazos a transplantes usando I'neas de TcZlulas
transfectadas con Foxp3 auto y aloant'geno espec’ficas. Por lo que el ¢centacae la
expresi—n de Foxp3 y funci—n podra tener profundas implicaciones para el
entendimiento de las funciones inmunes en la salud y enfermedad (Fogttexipt
2003).

Altos niveles de Treg han sido reportados en sangre perifZrica, n—dulos Jinffticos
tumores de pacientes con diferentes tipos de cincer, sugiriendo el pagtasd kilas
en la progresi—n del ctncer. Varios estudios describen recientemente la—axpees
Foxp3 en cZluas no-hematopoyZticas, incluyendo cZlulas del epitelio norrudhy d&
ctncer de meeltiples linajes y diferente origen de tejido.
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4.6 FOXP3

FOXP3 es un miembro de la familia Forkhead (FKH)-Winged hZlix family of
transcription factors y se cree que actaea como un represor transcripcionabrgldem
dominio OforkheadO (FKH) se deriva del producto del gen forkhead (fRinpsophila
melanogater, indispensable para la diferenciaci—n terminal del embri—n; la estieictura
este dominio FKH fue identificada posteriormente en un grupo de factores de
transcripci—n hepiticos con dominios de uni—n al DNA hallazgo que dio lugar a la
conformaci—n del grupo de factores de transcripci—n con dominios FKH, lasstiales
presentes en diversos organismos, desde levaduras hasta humanos.

Bajo la dominaci—n de FOX se designan los factores de transcripci—n com domini
forkhead en los vertebrados, clasificados en base a su estructura. Loss fdetore
transcripci—n FOX con acci—n en el sistema inmune son FOXJ1, FOXN, FOXO3Ay
FOXP3. FOXP3 pertenece a la subfamilia FOXP, que incluye a FOXPXPE,

FOXP3 y FOXP4. FOXP1 ha sido implicado como un gen supresor de tumores, puesto
que la pZrdida de su funci—n se asocia a trastornos linfoproliferativos, y dipessds

ctncer (pulm—n, mama, est—mago). FOXP2 es involucrado en trastornos de lenguaje y
neuronal, FOXP3 en la generaci—n y funci—n de las cZlulas regulad6€326Dg

FOXP4 se ha asociado al desarrollo de la corteza cerebral anterior doasmodenos.

El dominio FKH de FOXP3 estf localizado muy cerca del extremo carlzoxilioial de

la prote’na, lo que sugiere que carece de dominio transactivador y llevailampgse

podr'a actuar como represor transcripcional. Entre las evidencias para proponer que
FOXP3 acteea principalemnte como inhibidor de la transcripci—n se encuentra que,
primero, las cZlulas T de los ratones scurfi (deficientes de FOXP&nhfaesin estado
constante de hiperactivaci—n e hiperrespuesta a la estimulaci—n detraCR,
segundo, las cZlulas T de los ratones transgZnicos para FOXP3 presentan pobre
respuesta a la estumulaci—n del TCR, proliferan poco y producen bajas catidiades

2 y tercero, la sobreexpresi—n de FOXP3 en cZluals Jurkat, una I'nea deTcddula
leucemia humana, inhibe la transcripci—n de IL-2 por mecanismos posiblemente
competitivos, debido a que el sitio de uni—n de FOXP3 en el promotor de IL-2 se
sobrepone al de NFAT, uno de los factores de transcripci—n mis importaniies para
Antlisis del genoma de Foxp3 indica que tiene la capacidad de unirsegan&30y
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gran cantidad de miRNA«s encontrando que Foxp3 puede activar o reprimir estos genes

en cZlulas Treg, indicando un papel dual.

Otros efectos de inhibici—n son reportados por Betelly y Cols, quienes describen que
Foxp3 suprime la producci—n de IL-2, IL-4 e INper mecanismos que incluyen
asociaci—n a los factores de transcripci—n de la familia BBlyNNFAT y el bloque
de su uni—n a los promotores de las citocinas mencionads. Por otro, laddfisarolenti
sitios potenciales de uni—n de FOXP3 en los promotores de los genes opaa dhedf
y TNF+# y GM-CSF (Factor estimulante de colonia granulocito-monaocito), citocinas
cuya relaci—n estt alterada en ratones scurfy, sin embargo, las consetuenmieales
de estas observaciones no han sido completamente determinadas. Adenafgetef,
tambiZn se ha propuesto que FOXP3 podra ejercer efectos transactivadores. La
transfecci—n de FOXP3 a cZlulas TMP5 se asocia con la adquisici—n de la funci—n
y fenotipo de las cZlulas reguladoras QDR25', que incluye CTLA-4, GITR y CDZ5
se postula que FOXP3 podra inducir la transcripci—n de genes de estatas)@#ro

acen se desconoce cuales son los mecanismos (GonzileztRari2a@10).

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 comaen hacia el segundo ex—n no codificante (-1). El ex—n -2b y -1 son
separados por aproximadamente 5000 pb y posee varios elementos-cis regulatorios. Se
ha visto que una inserci—n de 2 pb en el ex—n 8, localizado rio arriba del ddrinio F
resultando en un cod—n de tZrmino prematuro, resultando un producto de gen truncado,
perdiendo el dominio funcional del C-terminal e induciendo ratones scurfy (Figura 5)
(Smithet al, 2006).

FOXP3 es altamente conservado en bovinos, caninos, felinos, murinos, macacos y
humanos. Sin embargo, la secuencia de la prote’na en humanos (ncemero de gen
NP_054728) y rat—n (ncemero de gen NP_473380) poseen 86% de identidad y 91% de
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similitud en sus aminofcidos. El antlisis por Western Blot muestrdagueZlulas
humanas expresan 2 isoformas. Una banda superior es similar a la de FOXR3 m
mientras que la banda inferior es exclusiva de humanos y pierde el ex—n Zi@dosinot

del 71-105), los cuales son parte del dominio represor en la prote’na FOXR&gEsta
interactcea y reprime la funci—n del recéptfano relacionado al fcido retinoico
(ROR-#) y ROR"t. La expresi—n de FOXP&xon2 en cZlulas T CD@D25FOXP3

en humanos induce a una mayor secreci—n de IL-2 y proliferaci—n en respuesta a la
estimulaci—n del TCR comparada con la longitud completa de FOXP3, por lohque se
propuesto que esta isoforma actoee como un FOXP3 mutante dominante negativo. Las
cZlulas Treg humanas tambiZn expresan una tercer isoforma, la cuil pieftes

exones 2y el ex—n 7 (aminofcidos del 239 al 260). El ex—n 7 codifica para un motivo de
zipper de leucina que actcea como un elemento estructural de dimerizacmhafgo,

se ha reportado que la ausencia del ex—n 7 en FOXP3 P&raho afecta la
dimerizaci—n pero sustituye la funci—n supresiva de la funci—n de Tregd (Lal a
Bromberg, 2009).
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Correlaci—n entre la expresi—n de Foxp3 y desarrollo de ctncer

Para determinar si Foxp3 pudiera estar expresado por los tumores y su posible papel
biol—gico (Tabla 2), una gran cantidad de estudios han sido realizados usando I'neas
celulares de ctncer. Karanikas y cols., en el 2008 examinaron la expresi-RNA&an
Foxp3 y su prote’'na en 25 I'neas celulares de ctncer, incluyendo pulm—n, colon, mama,
melanoma, leucemia eritroide y cZlulas de leucemia, encontearia® 'neas tumorales
niveles de expresi—n de Foxp3 siendo mas altos que en fibroblastos y cEB\as B
transformadas. La expresi—n mis alta fue encontrada en las cZlulasi®Cfder de
mama al ser comparada con la clona de cZlulas Treg examinada, ®dadulas
mostraron diferentes perfiles en tinci—n de Foxp3, con localizaci—n subcelular
heterogZnea. Este estudio mostr— que la expresi—n de Foxp3 no es restringida
particularmente a un tipo de tum@Karanikaset al, 2008).

Posteriores antlisis por Ebert y cols., empleando citometra de flujo corrobor— la
expresi—n de Foxp3 en un panel de cZlulas tumorales derivadas de colon, pulm—n,
mama, ri—~n revelando una expresi—n en al menos una de las I'neas celdaees de
de los tumores mencionados (Eledral, 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 (cZlulas TSA
transfectadas con foxp-3) y en cZlulas epiteliales mamarias de huntarsoreSultados
mostrados por Wang y cols., en el 2009 mostraron que Foxp3 es necesario y suficiente
para reprimir c-MYC, el oncogZmis sobreexpresado en cincer de pr—stata e
importante en varios procesos celulares incluyendo progresi—n del ciclo celular y
apoptosis. La introducci—n del cDNA de Foxp3 en cZlulas MCF-7 o silenciadgent
Foxp3 en cZlulas epiteliales de pr—stata HPEC reprimieron la formadielonide,
resultando en inhibici—n del crecimiento y efectos pro-apopti-tictve, mostrando
tambiZn que la expresi—n de Foxp3 es esencial para la expresi—n de gemes depres
tumor p21 y LATS2, inhibiendo la uni—n de la histona deacetilasa (HDAC2 y HDAC4) a
el promotor p21, Foxp3 induce expresi—n de p21, el cutl actoea arrestando las cZlulas

espec’ficamente en la fase G1 del ciclo celular @fiwal, 2009). Ademis, la uni—n
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directa de Foxp3 al promotor LATS2 induce su expresi—n y la consecuente degradaci—n
de YAP (Liet al, 2011), una molZcula en la v’a Hippo con un rol en la regulaci—n de la
proliferaci—n celular y apoptosis (Harvey and Tapon, 2007).

Mclnnes y cols., en el 2012, mostr— que Foxp3 en las cZlulas BT549 de carcinoma de
mama pueden suprimir la expresi—n de SATBL1, un oncogZn implicado en metistasis
(Mclnneset al, 2012) En otros experimentos Zang y Sun en el 2010, encontraron que
la introducci—n de cDNA de Foxp3 en cZlulas de cincer de ovario SKOM&léas ¢
expresaron niveles basales de Foxp3 sin la detecci—n de la prote’na, inhibieron
proliferaci—n celular, decrecieron migraci—n y reducci—n de invasi—n posiblemente
disminuyendo la expresi—n de MMP2 y el activador de plasmin—geno tipo-uroquinasa
(Zhang and Sun, 2010)

Junto con todos los antecedentes anteriores, los datos derivados de estadrestudi
vitro abordan un punto cr'tico del papel que desempe—a Foxp3 como un supresor de

tumor en al menos modelos de ctncer de mama, pr—stata y ovario.

En contraste al papel onco-supresor de Foxp3, existen evidencias de estudios de
muestras de ctncer humano que muestran su acci-metpsbisican vivo, basados en
la correlaci—n de la expresi—n de Foxp3 por las cZlulas tumorales y un pobreopron—stic
Recientes datos sugieren que Foxp3 es expresada en cZlulas de carcirumoa ks t
tipos de cincer excepto en carcinoma de ovario; sin embargo la expresi—n de Foxp3 ha
sido observada mediante inmunohistoqu’'mica en el epitelio de ovario de nsajeass
pero no ha sido detectado en las cZlulas tumorales (Zhang and Sun,E20td)ulas
epiteliales de pr—stata, la tinci—n nuclear de Foxp3 fue obervada en todasttas de
tejidos de pr—stata normales y benignos, pero tambiZn en 30% de muestrasités paci
con ctncer prostftico (Waegal, 2009)
La sobreexpresi—h del mRNA de Foxp3 fue detectada en 13 pacientes con
adenocarcinma pancretticKaranikaset al, 2008) Ademis la expresi—n de Foxp3 fue
detectada por inmunohistoqu’mica en 24 de 39 cZlulas tumorales de pacintes c
carcinoma pancreftico (Hirt al, 2007). Muchos estudios han sugerido el papel de

Foxp3 en la diseminaci—n del tumor hacia —rganos distantes. Por ejempodanilis
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inmunohistoqgu’mica demuestran que 24 de 39 pacientes con carcinoma pancrettico, en
el cual la tinci—n de Foxp3 subcelular fue frecuentemente a nivel st en
algunos pacientes, pero predominantemente nuclear en otros; cZlulas del ducto
pancrZatico normal fueron negativos para la expresi—n de Foxp3. Merlo y cols., en el
2008 encontraron mediante un antlisis de inmunohistoqu’'mica de muestras degacient
con cincer de mama la expresi—n de Foxp3 en cZlulas tumorales como un factor
pron—stico fuertemente independiente para la metistasis, pero no como riesgo de
recurrencia. Anflisis multivariados revelaron la expresi—n de Foxp3 y n—dulosslinffti
positivos. En muchos de los carcinomas, la tinci—n de Foxp3 fue predominantemente
localizada en el citoplasma, sin embargo tanto la tinci—n nucleaphfsmica estuvo
presente en algunos espec’menes y pocos mostraron solo la presencia a lei@el nuc
Antlisis de sobrevivencia de acuerdo a la localizaci—n de Foxp3 revelaron un peor
pron—stico en muestras mostrando su presencia a nivel citoplismico/nugheaacdom

con muestras negativas. En contraste, Ladoire y cols., en el 2011, reportaron que la
detecci—n de Foxp3 en el citoplasma de cZlulas con cincer de magiantespeon

una sobreexpresi—n de HER-2 tratados con quimioterapia neoadyuvante fue asociada
con un mejor pron—stico y sobrevivencia (Ladxied, 2011b).

La expresi—n de Foxp3 fue analizada utilizando RT-PCR tiempo real en 116muestra
de cincer de mama Wolf y cols., encontraron una significativa correlaci—itaentre
expresi—n de Foxp3 y la aparici—n de metifstasis en n—dulos linfttices gMVolf
2007). Winerdal y cols en el 2011 encontraron que la expresi—n del mRNA de Foxp3 en
cZlulas tumorales de vejiga se asocia con baja sobrevivencia, sinumdstiiferencia
significativa observada entre los grupos de tinci—n citoplfsmica, nuclear vy
citopl¥smica/nuclear en tZrminos de sobrevivencia de los pacigdieerdal et al.,

2011). La expresi—n de Foxp3 en cZlulas tumorales es asociada con diferenciaci
patol—gica y estadio de cZlulas T, y es un factor pron—stico negativo indepeardient

la sobrevivencia de los pacientes el cual no es asociado con recurecadia |
confirmando que Foxp3 puede inducir mettstasis.

Un estudio por Tao y cols., en el 2012 en cZlulas de ctncer de pulm—n no-peque—as
(NSCLC) revelaron la expresi—n de Foxp3 en 31% de los pacientes. Mientras que la

expresi—n citoplfsmica de Foxp3 en cincer de pyer-seno fue asociada con otros
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n—dulos linffticos positivos o con sobrevivencia en este estudio, mientragogue
estudios con antlisis de inmunohistoqu’mica de tejido NSCLC en el ctiatita-n de

Foxp3 fue consistentemente nuclear fue fuerte en cZlulas tumorales @pétedio
bronquial normal, encontrando una correlaci—n entre la positividad de Foxp3 en cZlulas
de cincer y mettstasis en n—dulos linftticos (Dimitrakopeidbs2011). En muestras

de tumor gistrico, donde la tinci—n de Foxp3 fue detectada en el noeclecasle cZlul
epiteliales peritumorales y en el noecleo/citoplasma de algunas délatbncer gistrico,

la frecuencia de cZlulas de cincer Foxp3 positivas incremento en tumaragogti
(58.2%) comparados con el grupo control de pacientes con ctncer gistrico cr—nico (26.7
%) y es correlacionado con la incidencia de mettstasis de n—duladntanget

al., 2010)

Una correlaci—n entre la expresi—n de Foxp3 y metistasis de n—dulodumfiticos
reportada en carcinoma escamoso de es—fago, donde el mMRNA de Foxp3 y la expresi—n
de la prote’'na no fue solamente alta en tumores en comparaci—n con mucosa
aparentemente normal, si no que tambiZn fue alta en estad’os (lIB y 1) avateddos
enfermedad que en estad’os tempranos (1 y 11A) (Wdrad, 2010)

Fue encontrado mediante inmunohistoqu’mica la expresi—n de Foxp3 en cZlulas de
melanoma humano pero no en melanocitos normales (Ebexk, 2008), siendo
consistente estos hallazgos con los resultados de Quaglino y cols (Qatglin2011).

Como se ha mencionado en muchos estudiggro y en modelos murinos Foxp3
actcea como un supresor de tumor en cincer de mama, pr—stata y ovario, mientras que
estudios de inmunohistoqu’'mica han revelado una fuerte asociaci—n entre ila-exg@es
Foxp3 en cZlulas tumorales y metistasis. Esta aparente discrepaneiagoexplicada
por una perdida de la funci—n oncosupresiva en tumores humanos debido a mutaciones o
al contrario. Por otra parte, Foxp3 podra ser funcional y tener un papel primordial
regulando proliferaci—n y metfstasis de las cZlulas tumorales. Easesteesultados
obtenidos en modelos murinos, que se basan en el papel de Foxp3 en inhibici—n de
proliferaci—n, podra ser explicado con la relevancia de su papel anti-pradiferati
durante las fases iniciales del crecimiento del tumor. La funci—n pgrstioze podr'a
incrementarse en casos que Foxp3 es expresado en estad’os tard’os, eedasnaual
posible transformaci—n perjudica su habilidad anti-proliferativa. En resumen esta
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supuesta funci—n imunosupresiva podr’a contribuir a inducir la progresi—n del ctncer. En
conclusi—n, Foxp3 posee un papel amplio y potencial mecanismo de acci—iIr emlecula
las cZlulas de citncer que aun permanece sin dilucidarse. Por lo que consiguientes
estudios utilizando modelas vitro e in vivo son necesarios para examinar su papel en
cZlulas de cincer. El descubrimiento de genes y/o funciones celularesmas’
funciones prametastiisas reguladas por Foxp3 en cZlulas de tumor podr'a proveer la
explicaci—n de su papel en el ctncer proponiendo terapias blanco espeegificaSin
embargo, se tiene que tomar en cuenta que Foxp3 no es un blanco principal terapZutic
debido a que desempe—a un papel esencial en la regulaci—n de la autoinmainidad. L
identificaci—n de molZculas que regulan la expresi—n de Foxp3 y son exprdaadas e
cZlulas tumorales y no en Tregs podr'a proveer el desarrollo de nuevas estpatenia

la identificaci—n de blancos terapZuticos que no sean espec'ficap8¢LFadoireet

al., 2011)

4.7 INTERLEUCINA 2

Interleucina 2 (IL-2), fue originalmente descubierta como un factor de crecimiento
para las cZlulas ih vitro. IL-2 es una glicoprote’na monomZrica secretada de 15 kDa.
Existe como una citocina globular de estructura dehZlices en una configuraci—n
t'pica de citocinas de tipo |. Respuestas a la IL-2 son mediadas sidesid interacci—n
con el complejo trimZrico de alta afinidad IL-2R (CD25, CD122, CD132). Ausencia de
estas cadenas induce una nula se—alizaci—n. Estimulaci—epael pec IL-2 induce
activaci—n de STATS5. La administraci—n de IL-2 estf aprobada por la FD&\ para
tratamiento de melanoma y carcinoma renal. Sin embargo, no es bien conocido porque
solo el 5-15% de los pacientes responden a esta terapia, ademis quevane ele
toxicidad se observa al administrarse como tratamiento. IL-2 tambiZn ha sido
administrada en pacientes con HIV avanzado e induce un significativo imtoede
cZlulas TCD4 CZlulas T CD%expandidas con IL-2 expresan niveles intermedios de
CD25 al igual que moderados niveles de Foxp3 que podr’an inducir a las Treg. A pesar
de administrar IL-2 y observar un incremento de cZlulas T'@D4stos pacientes, no

se han observado beneficios cl'nicos, como reducci—n del riesgo de enfermedades
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oportunistas o muerte al ser comparado con pacientes que solo han recibidamgrapia
retrovirtal sola. Algunos de los efectos benZficos del tratamiento con Ilpacilntes
con melanoma metastfsico o carcinoma renal fueron ampliamente mepicadek
potenciamiento de la funci—n y/o ncemero de linfocitos T.CD8

Mientras que existen aun dudas sobre el papel de IL-2 en la expansi—n/difemenciac
de cZlulas T CDB8In vitro e in vivo, su efecto sobre T CD4s menos claran vivo ha
sido demostrado que la deficiencia de IL-2, CD25 o CD122 desarrolla manifestacione
de autoinmunidad sistZmica y enfermedades linfoproliferativas fataékNald Bayer,

2004)

Se ha observado que el ncemero de Tregs en periferia de ratones deficiertes de
IL2-R# e IL-2R son disminuidos hasta casi ser ausentes. El tratamiento con ami-IL2 e
ratones normales o con CTLA-4lg para inhibir se—ales de coestimulaci—n inducen una
rtpida disminuci—n en el noemero de cZlulas T K&gi8guchiet al., 2005). La IL-2
no es solo requerida para la sobrevivencias de Tregs Foxp+ en la periferiqueisom
cr'ticas para el mantenimiento de sus funciones supresivas. La exprestexplien
cZlulas Treg es requerida para establecer un programa en la expresi—guiebfrene
a las Treg una dependencia de la se—alizaci—n paracrina de IL-2 que @eglmeza
la producci—n de IL-2 por las Treg e induce IE-2Ras cZlulas Treg son la primer
poblaci—n que responde a la IL-2 producida por las cZlulas T efectoras durante las
respuestas inmunes (OOGormaaal, 2009). El descubrimiento de los efectos de IL-2
sobre las cZlulas Treg increment— el cuestionamiento del efeltts diwsis de IL-2
sobre las Treg de pacientes con cincer Ahmadzadeh y Rosenberg; demostraron que el
tratamiento con IL-2 result— en un incremento de 6 veces mis en la feeda@adulas
con expresi—n alta de CD25 en la sangre perifZrica comparada con niveles del
pretratamiento y las Treg expandidas tuvieron un efecto supnedtno sugirierdo que
las cZlulas Treg mediadas por IL-2 podran contribuir a la pZrdida de la raspuest
objetiva de la terapia con IL-2 en la mayor’a de los pacientes con melanoimcer
renal (Ahmadzadeaét al.,2007).

Se tienen antecedentes que muchas tipos de cZlulas de cincer ekpresptoede

IL-2 (IL-2R); sin embargo, se tienen pocas publicaciones sobre el posible papel de s
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receptor. Se conoce que cZlulas de ctncer cervical no solo expresan et teclp?,

si no que producen y secretan IL-2. Se ha mostrado que empleando anticuerpos anti-IL-
2R, la proliferaci—n de estas cZlulas es inhibida, sugiriendo que lasadtjuieren una
dependencia parcial sobre este factor para su proliferaci—n. Se hipotetizs que
propiedades adquiridas por las cZlulas tumorales para usar IL-2 para su propia
proliferaci—n podr'a resultar en una mecanismo de competici—n con linfociesdepara
factor de crecimiento. En consecuencia, se supone que el uso de IL-2 pdultes cZ
tumorales eliminar'a esta citocina en el sitio del tumor, siend® @stfactor de
crecimiento necesario para la actividad citot—xica de linfocitdsaintds de tumor. Por

lo que es necesario evaluar las diferencias en constantes de disacigei-ales de
transducci—n que posee el receptor de IL-2 tanto en cZlulas de ctncer aufiouites |

para el mejor entendimiento de la posible existencia de un mecaniscomngetici—n

entre los dos tipos celulares para la IL-2. Se ha determinado que éssdélelares de
cincer CALO e INBL expresan el receptor de c-kit y que la IL-2 ex—gena incrementa
esta expresi—n, y que cuando este correceptor es coexpresado con IL-2R la cantidad de
IL-2 necesaria para inducir proliferaci—n disminuye. Por lo que se tiene como
expectativa que el mecanismo de competencia entre las cZluldacde de cZrvix y
linfocitos podr'a estar a favor a las cZlulas malignas debido a qgeneltesitan menos

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

Se ha identificado por citometra de flujo y Northern Blot que las cZtidas
melanoma murino B16F10 expresan el receptor de'l.32el gen de IL-2, sin embargo
en sobrenadantes de las cZlulas B16F10 no es detectable la activide?l G@hlLestos
datos Garcia de Galdeano y cols., concluyen que el sistema de se—alide IL-2 estf
presente en las cZlulas B16F10 y que la IL-2 favorece la proliferaci—n dellds
cZlulas B16F10, sugiriendo el papel de esta citocina en la actividad ftutaoeatas
cZlulas (Garc’a de Galdeaebal., 1996).

29



Expresi—n de Foxp3 en cZlulas de melanoma murino commecanismale
evasi—n de la respuesta inmune tum

4.8 CD25 Receptor de Interleucinas 2

El receptor de interleucina 2 (IL-2R) es expresado en cZlulas B, T, NK y dosin—fi
y tambiZn se ha observado su expresi—n en cZlulas tumorales. El receptoesté IL-2
compuesto de las cadenas, alfa (IL#2RD25), beta (IL-2R, CD122) y gamma (IL-
2R", CD132). Para ser un receptor de alta afinidad se requieren las tres chkdenas,
subunidades IL-2Ry "¢ componen el receptor de afinidad intermedia, mientras que IL-
2R¥# solo representa el receptor de baja afinidad.

IL-2R# (CD25) es un polipZptido de 55 kDa con un dominio extracelular (219
aminofcidos), dominio transmembrana (19 aminofcidos) y dominio citopltsmico (13
aminozcidos). Es conocido como lactsa cadena de IL-2R trimZrico, aparentemente no
parece participar en se—alizaci—n, sin embargo incrementa la afinidee2Beh su
ligando. Altos niveles de este receptor trimZrico son expresados temporapuente
cZlulas CD3, CDS8 seguida de la activaci—n por el TCR. Sin embargo otras cZlulas
expresan constitutivamente altos niveles de CD25. Las cZlulas Treg aexpres
constitutivamente altos niveles de CD25, con niveles intermedios de CD122delsa
"c. La expresi—n de CD25 por las cZlulas T es regulada por la estimulb@icide
por el contacto con IL-2, el cual provee un feedback positivo que involucra la uni—n de
la se—al transductora y actvadora del factor de transcripci—n STAT Gsatli&qen
CD25 (Boyman and Sprent, 2012).

En cZlulas convencionales, posterior a la uni—n de IL-2, la heterodimerizdas—n de
subunidades$ y "c desencadenan la activaci—n y reclutamiento de Janus Kinasa (Jak), el
cual fosforila residuos de tirosina sobre el dominio citoplasmitico dmdana!.
Espec’ficamente, Jakl es reclutado a dominios ricos de serina dietalcanientras
gue jak3 se une al dominio citoplasmitico’'deLas tirosinas fosforiladas sirven como
sitios de uni—n para las prote’nas adaptadoras como para STAPFsote’nas SHC
eventualmente inducen la activaci—n de las v'as Ras-Raf-MAP Kink3$§ {aB cuales
promueven la transcripci—n de citocinas, sobrevivencia, entrada al ciclo gelula
crecimiento. Posterior a la activaci—n por tirosinas fosforiladas, STimEbzA y se
transloca al ncecleo donde se une a sitios de uni—n al DNA uniZndase quesiti
contienen sitios activados de interfe—(GAS), donde es responsable para la

proliferaci—n celular y regula la expresi—n de genes mitogZnicos y de sobrekivencia
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promotor de IL-2R es tambiZn un blanco de STATS5 e incluye tres regiones regulatorias
positivas (PRR, PRRI y PPRII) (Lat al, 2008).

Seguido de la uni—n del receptor al complejo cuaternario IL-2-IL-2R es ripidamente
internalizado e IL-2, CD122 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 identibcaed
contexto de las cZlulas T reguladoras. Se ha observado que las Treg muriialsem e
las v’as PI3K posterior a la estimulaci—n con IL-2 in vitro; sin embargol S5&#
activada. La pZrdida de activaci—n de PI3K es atribuida a la expresiFEN del Bual
es reportado para regular la capacidad proliferativa de las cZlulas @.ldanZlulas
nativas y CDACD25 Treg expresan PTEN posterior a la estimulaci—n de IL-2, en
contraste con las cZlulas efectoras GIERS". La expresi—n de PTEN es disregulada
posterior a la estimulaci—n a travZs del TCR en las Treg. Por otragpalteue las
cZlulas T no reguladoras, STAT5 es retenida en las cZlulas Treg. intsresate, sitios
de uni—n de STAT5 han sido encontrados en el gen de Foxp3 de ratones y humanos
(Bensingeret al.,2004)

La expresi—n constitutiva alta de CD25 es una caracter’stica principhllde Treg
naturales Foxp3 En las cZlulas Treg, la expresi—n de Foxp3 reprime la transcripci—n de
IL-2 y activa CD25, haciZndolas altamente dependientes de IL-2 ex—gena para Su
mantenimiento en la periferia (Setoguetial., 2005) La deficiencia de IL-2, CD25
produce enfermedades fatales de autoinmunidad e inflamatorias, lasesudddsdo a la
deficiencia de sobrevivencia de las cZlulas Treg naturales. En humatefiiencia de
CD25 exhibe severa autoinmunidad y alergias resultado de la deficienciancigish de
cZlulas T reg Foxp3Malek and Bayer, 2004En el timo, el desarrollo de Treg es
obstaculizado por la deficiencia de IL-2 especialmente cuando es comborada
deficiencia de otras citocinas como lo son IL-7 e IL-15. IL-2 es requerida lpar
expresi—n de Foxp3 y CD25 en cZlulas Tregs naturales y potencia sus funciones
supresivasin vitro. El desarrollo de Treg y mantenimiento son altamente dependientes
de la secreci—n de IL-2 por otro subgrupo de linfocitos, mientras que las c2lyijesrT

si misma suprime la producci—n de IL-2.
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Los antlisis de citometra de flujo revelan que las cZlulas denome murino
B16F10 expresan el receptor dedlsubunidad alfay se ha visto que en ensayovitro
al administrar IL-2 recombinante se incrementa su proliferaci—n celularrglouie
papel de esta citow en la actividad tumoral de estas cZI(@arc’a de Galdearet al,
1996, p. 10).
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Figura 6. Papel de interleucina 2 en programaci—n de cZlulasglladoras,nflamatorias

(Ruth Y. Lan, Carlos Selmi, M. Eric Gershwin*Joupnal
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4.9 TGF-!

El factor de crecimiento transformante tipo beta (TEFes miembro de una
superfamilia de factores polipept’dicos que inhiben el crecimiento e imadymmotosis
en un gran neemero de tipos celulares, particularmente cZlulas epiteliales.

La expresi—n de TGFes regulada a nivel molecular por factores como NFAT,
Smad y STAT. Sin embargo, la v'a TGFsmad es considerada la mfs importante.
TGF-! es un miembro de la familia de polipZptidos dimZricos de factoresamiento
que funcionan a travZs de v’as dependientes de Smad (Zhang et al., 2012)diBs est
iniciales de tumorogZnesis, un gran ncemero de cZlulas pierde su respu@Bta @h T
tZrminos de inhibici—n del crecimiento y/o activaci—n de apoptosis (Seoaneo2006). P
consiguiente, el TGF; sus receptores y las molZculas transductoras son supresores de
tumores. Sin embargo, se ha sugerido que la mayora de los tumores humanos se
vuelven refractarios a los efectos inhibidores del crecimiento inducidos pe# TG
debido a des-regulaci—n de otras v'as de se-alizaci—n, por ejemplo, la ruta de
Ras/MAPK/ERKs. A modo de ejemplo, la sobreactivaci—n de la v'a deRlas
confiere resistencia a los efectos pro-apopt—ticos del TéBFeZlulas de carcinoma
hepatocelular humano, antagonizando su capacidad de inducir la expresi—n de una
prote’na esencial para el mecanismo de muerte celular (NOX4) (3). Ademias
cZlulas tumorales el TGFpuede tambiZn activar rutas mitogZnicas y de supervivencia
celular, tales como la ruta de Ras/MAPK vy la P13-K/Akt, bien direatéene mediante
la transactivaci—n de otros receptores como el del EGF o el del RDGF.
desplazamiento a favor de las rutas pro-mitogZnicas y de supervivenciaasodee |
inhibici—n del crecimiento y apoptosis permite a las cZlulas escapsrefectos
supresores del TGFE-manteniendo la respuesta a esta citoquina en otros aspectos, tales
como pZrdida de expresi—n de molZculas de adhesi—n celular, lo que conduce a un
aumento de su capacidad migratoria. Ademis, es conocido que €l €&knula
angiogZnesis (formaci—n de vasos sangu’neos) y suprime el sistema inmune, procesos
que contribuyen a la progresi—n tumoral. Un gran porcentaje de tumores humanos

muestran sobre-expresi—n de TGFgue suele asociarse a mal pron—stico.
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Como se ha mencionado anteriormente, las Treg suprimen la proliferaci—rade cZlul
T CD4'CD25, producci—n de inmonoglobulinas de cZlulas B; sin embargo, esta
supresi—n no es llevada a cabo en la presencia d&&hti-CZlulas Treg estimuladas
pero no cZlulas T CD&D25 expresan altos y persistentes niveles de TGFsobre la
superficie de las cZlulas, lo cutl induce que las Treg inducen inmunosupresi—n
interacci—n cZlula-cZlula involucrando TGH- en la superficie celular. CZlulas
supresoras derivadas de TGFse unen a cZlulas activadas y pueden transducir se—ales
supresivas dependientes de contacto a travZs de complejos heteromZricosigtenc
de componentes del receptor tipo | (RI) y tipo Il (R2). Se ha comprobado qué TGF-
induce la expresi—n de Foxp3 en cZlulas T nativa8QCR& de ratones transgZnicos
RAG-/- con deficiencia de cZlulas T Foxp3+ (Chen and Wahl, 2003). La noci—n que se
tiene de que la se—alizaci—n de TG@&5-requerida para la inducci—n de la expresi—n de
cZlulas Treg Foxp3+ es reforzada con el hecho de que las cZlulas “TTOX54
deficientes de la se—alizaci—n de TQ#® son convertidas en cZlulas Treg FOxip3
vitro e in vivo. Mediante el antlisis de la expresi—n de Foxp3 en ratanestbsf de
Smad3, se ha demostrado que Smad3 es esencial para la inducci—nsdEaigla
mediada por TGF-in vitro (Takimotoet al, 2010).

En la periferia, TGF-es capaz de inducir la expresi—n de Foxp3 en cZlulasT CD4
nativas en la presencia de IL-2. Sin embargo, en humanos, la expresi—n de Foxp3 puede
ser inducida posterior a la se—alizaci—n de TCR en la ausencia de &&Fgena (Lan
et al, 2007).

410 1IL-10

IL-10 es una polipZptido de 18 kDa que pierde la glicosilaci—n detectable y es
expresada como un homod’mero no covlaente. La se—alizaci—n mediada a ltravZs de
receptor de IL-10 usa la v’a Jak/STAT. La uni—n de IL-10 a sptaeactiva Jakl y
Tyk2 kinasa e induce a la activaci—n de STAT1, STAT3 y en cZlulascne-fagos,
STATS5. IL-10 es secretada por meeltiples cZlulas, incluyendo cZlulas T, tognoci
cZlulas B activadas y algunos tumores humanos (Rabinovich et al., 2010).
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La interleucina (IL-10) es una importante cit@ inmunorreguladora que actcea en
las cZlulas presentadoras de ant'geno (cZlulas dendrticas, macr—falydas yTrZ
mediante la inhibici—n tanto de la s'stede citocinas como de molZas co
estimuladoras y molZculas HLA clase |l. Esisiderada una citocina anti-inflamatoria.
Durante la infecci—n puede inhibir la actividad de las cZlulas Th1 m#€ry—fagos los
cuales son requeridos para la total eliminaci—n de pat—genos sin embargo, puede
contribuir al da—o del tejido. En consecuencia IL-10 puede impedir la elimin@atatn
de pat—genos y la resoluci—n de la inmunopatolog’a (€bape2008) Asimisnmo,
actoea directamente en la proliferaci—n y diferenciaci—n de las aéspamsables de
la respuesta inmune tipo ThExpresi—n de la interleucina -@0) con funci—n
inmunorreguladora en mucosa de pacientes con colitis ulcerosa cr—nicacadioptt

(FonseaCamarilloet al, 2011).

La IL-10 puede favorecer el crecimiento del tumor por la estimulaci—n de
proliferaci—n celular e inhibir la apoptosis celular, altos niveles de Hof0
correlacionados con pobre sobrevivencia en algunos pacientes con ctncer; sin embargo
no existe una correlaci—n reportada. Existen estudios que reportan lo contrario (altos
niveles de IL-10 mayor sobrevivencia) es observada cuando los niveles de €isocina

evaluados en las muestras de tumores.

La IL-10 es seetada por tumores (0 cZlulas inmunes infiltrantes de tumor) para
permitir a las cZlulas malignas a escapar de la inmunovigilanci@l Bontrario, otros
ensayos precl’nicos y modelos cl'nicos sugieren que IL-10 podra favorecer el
rechazo del ctncer mediado por el sistema inmune. Recientes estudaarifiaado
que la actividad inmunosupresiva de IL-10 sobre las cZlulas T es princimlment
indirecta y es mediada por otros tipos de cZlulas inmunes; cZlulas dasd(BC) y

cZlulas T reguladoras (Treg).

Las Treg contribuyen a la inducci—n de tolerancia perifZrica v'a expresi—n de
molZculas de superficie celular o la producci—n de citocinas inmunoreguladesas, t

como IL-10 y TGF-. La producci—n y acci—n de estas dos citocinas son
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interrelacionadas en las cuales IL-10 puede potenciar la producci—n de yTGF-
contribuir a la habilidad de cZlulas blanco a responder a!T@foecellin et al., 2005).
Muchos estudios han demostrado niveles elevados de IL-10 en el suero de pearentes
estad’'os tard’'os de melanoma. Esta citocina de tipo Th2 impide lasnemenmunes
incluyendo la proliferaci—n de cZlulas T, producci—n de cito€imhspresentaci—n de
antgenos y citotoxicidad celular. IL-10 es secretada por cZlulas de mejanoma
incluyendo melanoma metasttsico y ha sido reportado por reducir la inmunovigilancia
en pacientes con melanoma avanzado. El mecanismo que conduce la sobreedg@resi—n
IL-10 en cZlulas de melanoma no es totalmente entendido. La producci—n de IL-10
derivada de melanoma podr’a suprimir la diferenciaci—n y funci—n de cZlultisaendr’

y niveles de IL-10 son reportados en n—dulos no centinelas en pacientes con melanoma
primario residual o en n—dulos centinelas de melanoma metast}sico. Jmddiidida

por cZlulas de melanoma , actoean como un factor de crecimiento aut—exipiesi-a-n

del RNAm de IL-10 ha sido reportada de moderada a alta en cZlulas tunuerales
melanoma de fase de crecimiento vertical y melanoma mestasg&sio sugiere que la
producci—n de IL-10 por cZlulas de melanoma podr'a estar relacionado con lactapacida
de tumores primarios para proliferar, expandirse y evadir tejidos adyacentesryr adqui

cierta competencia para inducir mettstasis (Ita&tued, 2011).

411 INF-"

La se-alizaci—n d&HR" induce diversas funciones biol—gicas principalmente
relacionadas con la defensa del hospedero y regulaci—n inmune, incluyendo defensa
antiviral, antibacterial, ciclo celular, apoptosis, inflamaci—n e inmunideda y
adquirida (Schrodest al, 2004).

La funci—n mis caracterizada de 'INB-la sobreregulaci—n de molZculas del MHC
clase | involucradas en la presentaci—n de ant’genos. Regula la diferengidignci—n
de muchos tipos celulares, al igual que estt directamente involucradoaspdotos de

las respuestas mediadas por cZlulas Thl resultando efetendiaci—n, activaci—n,
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homeostasis de las cZlulas T. Inhibe el desarrollo de cZlulas Th2 penseyeosi
desarrollo de cZlulas Treg (Agnedibal, 2003; Seligeet al, 2008).

Activa macr—fagos e induce la producci—n de citocinas, las cualas eedas
cZlulas efectoras a los sitios de inflamaci—n. Al igual queasotiado con funciones
citostfticas/citot—xicas antitumorales. Las primeras demostracendss efectos
antiproliferativos del INF- en melanoma fue reportado por Fisher y colaboradores.
Subsecuentemente fue identificado como uno de los factores de crecimidnitorios

presente en el medio condicionado de cZlulas T activadas (Bt@kn1987).

Kortylewski y colaboradores reportaron que INFtuvo efecto inhibitorio en 4
diferentes cZlulas de melanoma y que la inhibici—n del crecimiedieprediente de la
activaci—n de STAT1 sin embargo se conoce actualmente gliesdidFeregula c-jun 'y
c-myc en una manera independiente de Statl (Kortylestski, 2004; Ramanat al,
2001).

Shiller y colaboradores reportaron en estudios de pacientes en fase Il y lll a la
administraci—n de INFeon un buen pron—stico sin embargo este estudio fall— debido a
la no eficacia del tratamiento con un rango de respuesta solo del 5% y coacbse
de efectos secundarios ademzs de supresi—n de cZlulas T cooperadoeasa@ode
melanoma con la administraci—n como adyuvante de" INRderon que ser
prematuramente terminados debido a que los pacientes ten’an un peor pron—s#co que |
pacientes no tratados. Por lo que INEs considerado por tener 2 funciones ; puede ser
citostftico/citot—xico como puede tener efectos citoproliferativos depemddel
contexto. Tanto INF-como TGF! son ejemplos bien conocidos de factores secretados
gue desempe—an funciones duales en comportamientos diferentes (Stchilld996).

Por el paso de las celtimas 3 dZcadas' INFestablecido una reputaci—n de ser un
guardifn inmunol—gico en contra de neoplasias. Schreiber y colaboradores han
implicado a INF* como parte fundamental en la inmunoedici—n. Muchas I'neas de
evidencia colocan a INF-en la fase de eliminaci—n en el paradigma de la inmunedici—n
tumoral, sin embargo recientes evidencias citan a"l&§tar involucrado en las fases de

equilibrio y/o evasi—n, siendo fases mits protumorogZnicas €Dahn2004). Como
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bien se sabe el papel principal de INFes potenciar la respuesta inflamatoria, y
desempe—a un papel principal en limitar la destrucci—n de tejido podt@roceso
inflamatorio. INF* induce cascadas inflamatorias que activa a una gran variedad de
cZlulas inmunes como macr—fagos, NK, CTL«s, los cuales juegan un papel erincipa
la reparaci—n de tejido posterior a la inflamaci—n" [Niede proteger a las cZlulas
normales del da—o colateral asociado con la remodelaci—n y reparo de itejido, s
embargo, este mismo mecanismo puede permitir a las cZlulas desantalaiones

para evadir la destrucci—n y permanecerlas en el estadio de equilibrigubaséan
totalmente transformadas. La supresi—n de cZlulas CTL- y NK que medémpleestas
inmunes es central para la fase de escape tumoral, y en gran cantxaaddes se ha
identificado que la participaci—n de INF-puede estar 'ntimamente involucrada en
estos mecanismos de inmunosupresi—n. Se ha observado duediNErregula el
desarrollo de Treg y suprime CTLs por la inducci—n de indoleamina 2,3-dioxygenasa
(IDO) en cZlulas de melanoma (Mellor and Munn, 2008). INftencea la infiltraci—n de
neutr—filos y cZlulas mieloides en el microambiente, lo cual couatitetite activa la
expresi—n de CIITA en melanoma, induciendo la sobrerregulaci—n de ant'genos MHC
clase 11, los cuales son asociados con progresi—n maligna y resisterscla éHerlyn

et al, 1985).
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5. MATERIAL Y MfTODOS

5.1 L’nea celular

La I'nea celular de melanoma murino Bl® wt fue cultivada en unatm-sfera a 37v4C

y 5% de CQen medio Dulbecco«s modified Eagle«xs (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, MZxico, S.A. de C.V.y
mantenidos en un ambiente libre de pat—genos. Todos los protocolos experimentales
fueron aprovados por el comitZ de Ztica animal del Laboratorio de Inmunolog’a y
Virolog'a de la Facultad de Ciencias Biol—gicas de la Universidad Aut-dendluavo

Le—n.

5.3 Extracci—n de RNA

Se tomaron cajas de cultivo celular con la I'nea de melanoma murino B16F10 que
presenten un 80% de confluencia, las cZlulas B18F$6 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 inactivaci—n de la tripsina¥iudes

fueron desprendidas y se colectaron en tubos eppendorf de 15 mL, se centrifugaron a
1600 rpm para la obtenci—n de pellets celulares.

Las cZlulas se lisaron con 1 mL de trizol y se incubaron por 5 minutosparsgura
ambiente, posteriormente se adicionaron 200 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 vy otra fase orgtnica. La fase acuosa se transfiri— a un tubo epperaldef y s
a—adieron 50QuL de isopropanol al 100%, se agit— mediante inversi—n y se incub— a
temperatura ambiente por 10 min, se centrifug— a 12,000 rpm por 10 minutos a 4iC para
la obtenci—n de pellet. El OpelletO de RNA formado se lav— mediarite-ragior

v—rtex durante 15 segundos en 1 mL de etanol al 75%, finalmente se centrifug— a 14,000
rpm por 5 minutos a 4iC y se desech— el sobrenadante. Se dej— secarestatdmol

del OpelletO y se resuspendi— b 2@ agua DEPC (dietilpirocarbonato) seguido de

una incubaci—n de 65;C por 15 minutos para su completa disgregaci—n, finalmente se

determin— su concentraci—n a 260 nm.

Los RNA extra’dos de las cZlulas se almacenaron a -70% C hasta su uso.

5.4 Obtenci—n de cDNA

Se adicion— en un tubo eppendorf un volumen correspondiemgede :RNA, L
de oligo dT 0.5 mgiL de una mezcla de dNTP 10 mM y se llev— a un volumen de 12
puL con agua DEPC, se calent— a 65iC por 5 min, se adiciongtodelBuffer First
Strand 5X, 2uL de DTT 0.1M y 1uL de Inhibidor de Ribonucleasa, posteriormente se
mezclaron e incubaron las muestras a 42iC por 2 minutos, se adicipih—eel
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 minutoNAlseD
almacen— hasta su uso a -70;C.
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5.5 Expresi—n de Foxp3

Para determinar si la I'nea celular de melanoma murino BMFaXpresaba Foxp3,
se realiz— el anflisis de la expresi—n del RNAmM de Foxp3 medianienfjioRrdal
(QRT-PCR). Para la detecci—n de Fopx3 se utiliz— el termociclador aatinfAlic-
200 (MJ Research, Watertown-Mass., USA), el kit SYBR Supermix (Invitrogen,
Paisley, UK), el primer set para Foxp3 RTR Primer Set (SuperArray Biosciences,
USA) y ! -actira como gen end—geno de referencia. Las condiciones en el termociclador
para la detecci—n de Foxp3 fueron 10 min a 95% C para el calentamidnseguda
de 40 ciclos de desnaturalizaci—n a 95% C, alineaci—n a 60% C y exte@silurardaer 2%,
15 segundos. Las condiciones del termociclador para la detecci—actola fueron 10
min a 95% C para el calentamiento inicial, seguido de 40 ciclos deigedizaai—n a 95%
C por 15 seg y alienamiento/extensi—n a 60% C por 60 seg. La expresi—n relativa fue
determinada utilizando el Software Rotor Gene. Para la amplificaciH—aati@a, 20
Y de los  siguientes primers  fueron utilizados: forward 5«
GGCATCGTGATGGACTCCG 3« y reverse 5' GCTGGAAGGTGGACAGCGA 3'y el
primer set para la detecci—n de Foxp3 (SuperArray Biosciences, USA) faglai@n

un volumen total de reacci—n deuR5

5.6 Detecci—n de Foxp3 mediante microscopia confocal

Las cZlulas de melanoma murino B16RiiOfueron tratadas con la soluci—n de
permeabilizado (eBioscience, USA) durante 30 min a 4% C en la oscuridad.
Posteriormente las cZlulas fueron centrifugadas a 1600 rpm por 10 min y resuspendidas
en 100pL de buffer de permeabilizaci—n conteniendo el anticuerpo anti-rat—n Foxp3
(FITC, eBioscience, USA) e incubadas por 30 min a 4% C y en oscuridad, se uealiz
lavado a 1600 rpm por 10 min a 4% C y posterior a la centrifugaci—n el sobrenadante fue
removido y las cZlulas fueron resuspendidas ehL.2@e 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 Antlisis de citometria de flujo para la determinaci—n de CD25 y Foxp3

Para analizar los niveles de expresi—n de CD25 y Foxp3,cPXilas de melanoma
murino B16F10 obtenidas de cultivo y de tumores fueron te—idas usando el anticuerpo
anti-rat—n CD2feBioscience, USA) en un volumen final de 400 del buffer de
tinci—n (flow cytometry staining buffer) y fueron incubadas a 4% C durante 3@ min, la
cZlulas fueron lavadas a 1600 rpm durante 10 min a 4% C en buffer de tincie-n fr'o, s
descart— el sobrenadante y las cZlulas fueron resuspendidas en vortexnpgtege
agreg— a las cZlulas 1 mL de la soluci—n de trabajo Fijaci—n/peanieabilias cuales
fueron incubadas a 4% C durante 30 min, lavadas dos veces con 2 mL del buffer de
permeabilizaci—n 1X a 1600 rpm durante 10 min a 4% C y el sobrenadante fue removido.
Se agreg— el anticuerpo anti-rat—n Foxp3 (FJK-16s) (eBioscience, USA) en un volume
final de 100'L del buffer de permeabilizaci—n 1X y se incub— durante 30 min a 4% C en
oscuridad. Posteriormente, las cZlulas fueron lavadas una vez mis con Bufferddge
permeabilizado 1X a 1600 rpm por 10 min a 4% C, se descart— el sobrenadante y las
cZlulas fueron resuspendidas en 1% de paraformaldehido. Los datos fueron analizados
utilizando el cit—metro de flujo (Epics Altra, Beckman Coulter, Fullerton CA, USA).

5.8 Dise—0 y construcci—n de plfsmidos que codifican para silen@bgen Foxp3,

Sus caracter’sticas se encuentran en la siguiente tabla.

Secuencia Posici—n Contenido | SIRNA sentido | SIRNA antisentido
CG
AATGAAATCTA 1081 28.6% UGAAAUCUAC | AAACCAAUGGUAG
CCATTGGTTT CAUUGGUUULtt AUUUCALt
AACATGGACTA 979 38.1% CAUGGACUAC | GUACUUGAAGUA
CTTCAAGTAC UUCAAGUACTt GUCCAUGtt
AATGAAATCTA 1081 28.6% UGAAAUCUAC | AAACCAAUGGUAG
CCATTGGTTT CAUUGGUUULt AUUUCALt
AAATCTACCAT 1085 33.3% AUCUACCAUU | GAGUAAACCAAUG
TGGTTTACTC GGUUUACUCHt GUAGAULtt
AATTTGAGTTTC 1229 33.3% UUUGAGUUUC | UCUUCUUGCGAAA
GCAAGAAGA GCAAGAAGALt CUCAAALt

Tabla 2.Caracter’sticagle las secuencias blanco para FOXP3.
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En base a estas secuencias se dise—aron dos pares de oligos (sentisentda)
utilizando el software (Ambion, Austin, TX, USA) para posteriormente ser adsnan

el vector PGSH1-GFP, y generar dos RNAI contra de FOXP3. EL dise—@ae h
siguiendo el siguiente prototipo:

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

_BamH1

Forward Oligo | “ “ \
E3rucektoos)  5- GATCC (G) NNNNNNNNNNNNNNNNNNN GAAGCTTG NNNNNNNNNNNNNNNNNNNITITIIGGAAAGC-3°

Reverse Oligo

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

“NonT>

RNAFol Il
Termination signal

Figura 7. Prototipo para ellise—o de oligos sentidos y antisentidos para su expresi—n en el
plfsmido PGSHiGFP.

5.9 Alineamiento

Los oligos se disolvieron con agua inyectable para obtener una concentraci—n de 1
Mg/uL y se alinearon tomando | de cada oligonucle—tido (sentido y antisentido) en

46 pL de buffer de alineaci—n (100 mM de acetato de potasio, 30mM HEPES-KOH pH
7.4y 2Mm de acetato de Mg, se incubaron las mezclas a 90;C por 3 min y despuZs a
37iC por 1 hr. Se adicionaron 3pl de agua grado PCR a la mezcla de reacci—n de
alineaci—n para obtener un volumen final depdO@ una concentraci—n de trabajo de

10 ng{uL.

5.10 Ligaci—n de los oligos alineados en el vector de expresi—n lineal SIRNA

Se llevaron a cabo para cada secuencia la reacci—n de ligaciqindmrvéctor de
expresi—n siRNA (50 pd), 1 pL de los oligos alineados (10 pdy), 5 pL del buffer
de ligaci—n 2X, [iL de la enzima T4 ligasa y |2 de agua para un volumen final de
reacci—n total de Q. Las reacciones se incubaron a 4iC toda la noche. Las reacciones

de ligaci—n fueron almacenadas a -20¥4 C hasta su uso.
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Las caracter’sticas del vector se muestran a continuaci—n:

S HGSHI-GFP

(5318 bp)

Figura 8. Mapa del plfsmidé®GSH1-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 pGSHGFP

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 pGSH3FP
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5.11 Transformaci—n

Se transformaron 7L de bacterias E.coli DH5competente con BL del producto de
ligaci—n y se sembraron las bacterias en cajas petri con agar LB pgimbOde
kanamicina y se crecieron toda la noche a 37{C. Se tomaron de 3 a 4 colonias
transformadas y se sembraron en medio LB copd@L de kanamicina, se crecieron
toda la noche a 37iC y posteriormente se realiz— una extracci—n de pliizeqdesaa
escala.

5.12 Verificaci—n del pl¥smido recombinante

Se realizaron reacciones de digesti—n para verificar el DNA plaspodigeo con 1-

17 pl del miniprep de DNA plasm’dico (100-200 ng plLlde la enzima Hind IlI, 21L

del buffer de restricci—n 10 X y de Opl@le agua grado PCR, para obtener un volumen
final de 20ul.

Se incubaron las reacciones a 37jC por 2 horas y los productos se corrieron etheun gel

agarosa al 1% para su verificaci—n.

Nota: Las clonas positivas conteniendo los RNAI tienen un cenico sitote@ar
Hind Ill en el centro de la estructura del loop, as’ que la digesti—n producit$nidpl
lineal. Las clonas negativas serfn similares al pltsmido controlesmepéado despuZs
de la digesti—n.

5.13 Extracci—n de plfsmidos a mediana y grande escala

Para obtener cantidades suficientes de los plfsmidos para las postersfesciones
en la I'nea celular de melanoma murino B16F10, se realizaron midiprepanakditos

kits comerciales de QIAGEN para la purificaci—n de plfsmidos.

Para la extracci—n a mediana escala, se pusieron a sembrar les baoteformadas

en 25 mLy 2.5 L a 37% C toda la noche, posteriormente se centrifug— para obtener el
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pellet al cual se le adicion— 4 mL del buffer P1 y se homogenizarbaclasias,

despuZs se adicionaron 4 mL del buffer P2, se mezcl— por inversi—n 4-6 eeces y s
incub— a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se adicion— 4 nierdel buf

P3 se mezcl— inmediatamente invirtiendo el tubo 4-6 veces y se induble-par 15

min. Se centrifug— a 20,000 g por 30 min a 4% C y se removi— el sobrenadante
conteniendo el plismido. El sobrenadante se cenrifug— nuevamente a 20,000 g por 15
min a 4% C. Se equilibor— la columna (QIAprep Spin Miniprep Columns, USA). &e lav— |
columna 2 veces con 10 mL de buffer QC (Quiagen plasmid Midi kit, USAp@a c

lavado. Se eluy— el ADN con 5 mL de buffer QF (Quiagen plasmid MidiSét) ¥ se

precipit— agregando 3.5 mL (0.7 volcemenes) de isopropanol. Se mezcl— y se centrifug— ¢
15,000 g por 30 min a 4% C y con cuidado se decant— el sobrenadante. Se lav— el pelle
con 2 mL de etanol al 70% y se centrifug— a 15,000 g por 10 min., se decant— el
sobrenandante y se dej— secar el pellet para posteriormente disolverfererEbpH

8.0.

5.14 Preparaci—n del pol’'mero cati—nico polietilenamina (PEI) de 25 kDa para los

ensayos de transfecci—n

Se utiliz— el poI'mero cati—nico polietiienamina 25 kDa (PEIl) rasaifi(Sigma,

Aldrich, Milwaukee, IL USA) para los ensayos de transfecci—n itanitbo comoin

vivo. Se prepar— un stock a una concentraci—n de 4.3 mg/n, gre$dndo 430 mg

en 50 mL de KO para obtener una concentraci—n de trabajo de 150 mM. EI ADN posee
por microgramo 3 nMol de fosfato yl. de una soluci—n de PEI 0.1 M tiene 100 nMol

de nitr—geno tipo amino. El radio de carga resultante es expresado como nhitr—geno de
PEI: fosfatos de DNA= N:P. El N/P utilizado para la transfecti~wtro fue N/P 5.

5.15 Preparaci—n de los complejos para los ensayos de transfedniv+no

Para conocer la cantidad de polietilenamina que se utiliz— ems$éscranes se utiliz—

la siguiente f—rmula.

49



Expresi—n de Foxp3 en cZlulas de melanoma murino commecanismale
evasi—n de la respuesta inmune tum

puL de PEI= (ug de DNA x 3) x radio N/P
150 mM
Las cZlulas de B16F10t (5x1C° cZlulas/20Qul de DMEM/F12 con 10% SFB) fueron

cultivadas en cajas de 96 pozos y se realiz— la transfecci—rugotieOcada plismido,

para ello se diluy— Oy de DNA en 10ul de NaCl 150 mM, se dio vortex,
posteriormente se agreg— el PEI diluido a la soluci—n de DNA diluidaoyweeek.

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 plismidos en las cZlulas B16Ff€cteatas, se
realiz— el ensayo de citotoxicidad mediante la tZcnica de MTErEsig se basa en la
reducci—n metab—lica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en un stonpue
coloreado azul (formazin), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de
las cZlulas tratadas. La cantidad de cZlulas vivas es proporcioaatamtidad de
formazin producido.

Las cZlulas B16F1@t fueron transfectadas con 0. de los plismidos siFoxp3-1,
siFoxp3-2, siFoxp3-3, o con 0.3ig del pltsmido pEGFP-N2 como control
(CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) siguiendo la metodolog’a anteriormente deascrit
Posterior a 72 h de la transfecci—n se realiz— el ensayo de MTTp gagesaron

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 soluci—n de
trabajo con una concentraci—n qeMnl, posteriormente se adicionaron |20 de esta
soluci—n a cada pozo y la placa fue incubada en una atm—sfera de 37¥4 G, y 5% CO
posterior a 1 h de incubaci—n se removi— el medio y se agregartaed0MSO por

pozo y se incub— en agitaci—n durante 10 min a temperatura ambiente. La densidad
—rptica (DO) se determin— a 570 nm en un lector de microplacas (Microplsadéut

EL311, BIOTEK Instruments Inc. Winooski, VA, USA). Con los resultados obtenidos
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se determin— el porcentaje de viabilidad celular y mediante la \asializ con el
microscopio confocal (TE-Eclipse 300, Nikon Tokyo Japan) se determin— la &ficienc
de transfecci—n.

5.17 Selecci—n de I'neas celulares estables con silenciamiento de Foxp3

El vector de expresi—n SiRNA contiene el gen de resistencia a neopa@nia
selecci—n de I'neas celularéeomicina (G418) es un aminogluc—sido que bloquea la
s’netesis de prote’nas en cZlulas de mam’feros interfiriendo la furioesemal. La
expresi—n del gen aminogluc—sido fosfotransferasa (APH) en cZlulas dgomam’f
resulta en la detoxificaci—n de neomicina (G418).

5.18 Determinaci—n de la sensibilidad de G418

Para la generaci—n de I'neas celulares estables expresando el siRR#Xpa despuZs

de la clonaci—n del vector de expresi—n siRNA, se determin— la concehtrexg-d@ m
G418 requerida para matar las cZlulas que no fueron transfectadas, pa&raelmsn
diferentes concentraciones de G418 en las cZlulas BMF§Ge sigui— el siguiente
protocolo. Se sembraron las cZlulas B16M&0(2.5x1G cZlulas/ 200'L DMEM/F
suplementado con 10% SFB 12) en una placa de 96 pozos y se incubaron durante 24 h
en una atm—sfera de 37¥C y 5 % [oSteriormente, se sustituy— el medio de cultivo
por medio conteniendo diferentes concentraciones de G418 (0, 50, 100, 200, 400, 600 y
800 "g/mL) y despuZs 72 h se determin— lg,Dhediante MTT, posteriormente se
sembraron las cZlulas B16Fd®en placas de 6 pozos con las condiciones anteriormente
mencionadas, posterior a 24 h se realiz— cambio de medio DMEM/F12 conté@@&ndo
pg/mL de G418 realiztndose cambio de medio cada 3-4 d’'as y observando que se
previniera el crecimiento de cZlulas dentro de las siguientes 3 sedempaZs de la
adici—n de G418.
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5.19 Generaci—n de I'nea celular B16F10 con silenciamiento de Foxp3
(B16F10.DMH1)

Una vez ya determinada que la concentraci—n de G418 elegida no causaiaesiste

las cZlulas B16F1@ity se previene el crecimiento celular, este se us— para la selecci—n
de la I'nea celular estable con silenciamiento de Foxp3 (siFoxp@steriormente se
transfect— las cZlulas B16F10 wt con la construcci—n de expresi—n lird=arizada
siFoxp3. Se incluy— una placa de cZlulas no transfectadas como un contsa. negati
Posterior a 24 horas de transfecci—n, las cZlulas fueron lavadas y selagpesie— e
nuevo, despuZs de 48 h post-transfecci—n, las cZlulas fueron tripsinizadasdasembra
con una confluencia no mayor al 25% y mantenidas en medio conteniendo la
concentraci—n pre-determinada de G418. Se realiz— cambio de medio calh&#hd’'a
que clonas de cZlulas G418-resitentenes fueran identificadas. Posteéolaseclonas
fueron expandidas en placas de 96 pozos. La identificaci—n de clonas fueliaadasua

en el microscopio confocal durante el proceso de selecci—n ya queoratasaritienen

el gen reportero verde fluorescente. Posteriormente se realiz— el dafigsesi—n de
Foxp3 mediante la tZcnica de qRT-PCR y citometra de flujo en la deletar con
silenciamiento de Foxp3 la cuil fue identificada como B16F10.DMH1. Tamb&n f
realizado el antlisis de expresi—n de Cpabcitometr’a de flujo. Estos antlisis fueron
realizados siguiendo los protocolos ya anteriormente descritos para lacéludar
B16F10wt.

5.20 Antlisis de proliferaci—n celular de las I'neas B16FR&0y B16F10.DMH1

Para el antlisis de proliferaci—n celular, se ajustaron las CcBILG&L0 wt y
B16F10.DMH1 a una concentraci—n de 2.8%¥@ulas y fueron cultivadas en placas de

6 pozos con un atm—sfera de 37¥% C y 526L@©cZlulas fueron despegadas usando
tripsina al 0.25%, posteriormente fue inactivada la tripsina usando medio DAIEM/

se realiz— una diluci—n 1:10 con una soluci—n de azul de triptn para cuantificar las
cZlulas viables a travZs de microscopio y determinar el porcentajeitidadbposterior

alas 24, 48 y 72 h de incubaci—n.
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5.21 Dise—o0 experimentah vivo

Grupos de ratones C57BL6 de 6 semanas de edad fueron inoculados subcutineamente
(5x10° cZlulas/ 200l PBS) con las cZlulas B16F1t y B16F10.DMH1
respectivamente en el flanco derecho de los ratones previamente rasurados,
posteriormente fueron monitoreados hasta determinar el tiempo de aparici—or ge tum
sobrevida de los ratones. Grupos de ratones (6 por grupo), inoculados con las cZlulas
B16F10wt fueron sacrificados a los d'as 7, 14 y 21 d’as post-aparici—n del tumor y los
ratones inoculados con las cZlulas B16F10.DMH1 fueron sacrificados a las @4s

21 y 28 post-aparici—n del tumor (Debido a que la inhibici—n de Foxp3 incrementa la
vida de los ratones). Los tumores y bazos fueron removidos y pesados bajo condiciones
de asepsia. El antlisis de expresi—n Foxp3, citocinas (IL-2), INGF{, IL-10),
poblaciones celulares CQ4CD4CD25" y Treg CDACD25FOXP3 vy la expresi—n de
CD25 fueron evaluados mediante RT-PCR, Elisa y citometra de flujo

respectivamente.

5.22 Antlisis de expresi—n del RNAmM de Foxp3 en los tumores de melanoma
murino inducido con cZlulas B16F1@vty B16F10.DMH1

Los tumores de los ratones fueron colectados como se describe anteriormeeids pa
ratones inoculados con las cZlulas de melanoma murino B1&R1®B16F10.DMH1,
posteriormente se maceraron los tumores en un mortero con nit—geno I'quidoe-y se aisl
el RNA utilizando trizol a partir de este se elabor— el cDNA deucadde las muestras

a partir de 5ug de RNA. La determinaci—n de Foxp3 se realiz— mediante RT-PCR

tiempo real previamente descrito.

53



Expresi—n de Foxp3 en cZlulas de melanoma murino commecanismale
evasi—n de la respuesta inmune tum

5.23 Aislamiento de TIL, cZlulas B16F1@it y B16F10.DMH1 intratumorales

Para la obtenci—n de cZlulas de melanoma intratumorales (Bit6FB16F10.DMH)

y TlL«s de tumores, los tejidos tumesfiueron sometidos a perfusi—n con DMEM/F12
usando una jeringa estZril y las cZlulas 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: (0.15NW,Cl; 0.1 mM KHCQ;; 0.1 mM
NaEDTA, pH 7.2) para la remoci—n de eritrocitos, las cZlulas fueron nuevamente
centrifugadas a 1600 rpm durante 5 min. Para la obtenci—n de cZlulas Thiteiios |
infiltrantes de tumor (TIL) y cZlulas intratumorales de melanoma (B16#A1§
B16F10.DMHL1 respectivamente) fue usado el kit de Dynabeads Flow Comp Mouse Pan
T (CD90.2) (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A una
concentraci—n de 1X16Zlulas se adicion— 1 mL del buffer de aislamiento provisto por
el kit. El anticuerpo Flow Com} de rat—n CD90.2 fue adicionado a la suspensi—n
celular a una proporci—n de5de anticuerpos por 5Q0L de la suspensi—n celular
(5x10 cZlulas), fue mezclado e incubado durante 10 min a 2-8%4 C. Posterior a la
incubaci—n, las cZlulas fueron lavadas agregando 2 mL del buffer de mislamie
centrifugfndose 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
conteniendo las cZlulas, fueron mezclados e incubados por 15 min a temperatura
ambiente con agitaci—n. Los tubos fueron colocados en el magneto por 1 min. Los
sobrenadantes conteniendo las cZlulas tumorales fueron cuidadosamensalamlect
mientras el tubo permanecia en el magneto. Se repiti— una vez nsasddl pavado y

los sobrenadantes fueron colectados nuevamente. Finalmente los sobrenadantes
conteniendo las cZlulas tumorales fueron cultivados en una caja de culfi@ocdee
incubados en una atm—sfera a 37%C y 5% u@dte 3 h. Una vez que las cZlulas de
melanoma fueron adheridas a la caja de cultivo, fueron lavadas con PBSnpararre

los restos celulares celulares. Para la liberaci—n de las T4leléss dynabeads, el tubo

fue removido del magneto y los pellets celulares fueron cuidadosamenfeereidss

con 1 mL del buffer de liberaci—n Flow Comp TM respectivamente e incubadds por

min a temperatura ambiente en agitaci—n. Los tubos fueron colocadosagnetbmor

54



Expresi—n de Foxp3 en cZlulas de melanoma murino commecanismale
evasi—n de la respuesta inmune tum

1 min, y los sobrenadantes conteniendo las cZlulas libres de perlast@mfciueron
transferidas a un tubo nuevo. Las cZlulas fueron lavadas una vez mis code® mL
buffer de aislamiento, centrifugadas a 1200 rpm por 8 min y posteriormente fueron
resuspendidas en medio DMEM/F12 con 10% SFB. La concentraci—n de cZlulas de
melanoma y cZlulas T provenientes de los TIL«s fueron ajustadas a umdraoirea de

1X1Cf cZlulas en un volumen final de 100 del buffer de tinci—n de citometr'a de flujo
Flow Cytometry Staining Buffer (eBioscience, USA). Posteriormente fue adalila
expresi—n de Foxp3 y CD2fara la expresi—n y antlisis de poblaciones celularés CD4
CD4'CD25 y Treg CD4CD25Foxp3 las cZlulas fueron analizadas por citometr'a de

flujo como es mencionado a continuaci—n.

5.24 Aislamiento de cZlulas T de bazo

Para la obtenci—n de cZlulas T derivadas de bazo, los bazos fueron lavados con
DMEM/F12 usando una jeringa estZril. DespuZs de los lavados, se agreg—I5 mL de
buffer de lisis de potasio cloruro de amonio (ACK lysis buffer: 0.15 MQYHD.1 mM

KHCO;; 0.1 mM NgEDTA, pH 7.2) fue adicionado a las cZlulas colectadas para
remover los eritrocitos, y las cZlulas fueron centrifugadas a 1600 rpm duranta.10 mi
Para la obtenci—n de las cZlulas T provenientes de bazo fue usagreldéads Flow

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

5.25 Medici—n de producci—n de citocinas

Las cZlulas de melanoma murino B16R0y B16F10.DMH1 (5X10 cZlulas/1 mL
DMEM/F12 suplementado con 10% SFB) fueron cultivados por 48 h en una atm—sfera
de 37% C y 5% GO los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -20% C para
el subsecuente antlisis de producci—n de citocinas mediante ELISA (LFN-TGF-

e IL-10, Invitrogen, USA). Los tumores provenientes de ratones inoculados con las
cZlulas B16F1@vt y B16F10.DMH1 fueron asZpticamente colectados (a los d’'as 7, 14 y
21,y 7, 14, 21 y 28 d’as respectivamente) y por cada 200 mg de tumor fueron
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adicionados 50QlL 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 realiz— antlisis de cuantificaci—n de prote’nAsnjza de

lowry y las prote'nas fueron ajustadas a 1 mg antes del antlisis abenast
posteriormente se realiz— el antlisis de citocinas mediante Hig8#ndo las
especificaciones del fabricante para cada citocina. Las absorbams@s le’das a 450

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

5.26 Cuantificaci—n de prote’nas

Se realiz— cuantificaci—n de prote’nas a los sobrenadantes colectasldsderes
como se menciona anteriormente, se utiz— el kit DC Protein Assay (E)XO-RA
Hercules, CA, USA) para la cual se mezclaron 19 partes del reactivo éna parte del
reactivo S para cada una de las muestras y se agregaronybasa2@ada uno de los
pozos de una caja de 96 pozos y psoteriormente se agreddrda Ias prote’nas en una
diluci—n 1:5, finalmente se agreagaron a cada pozolL1dél reactivo B, se incubo la
placa 10 min a temperatura ambiente y se analiz— a 595 nm en un IEbsar (#-311

Bio-tek instruments).

5.27 Antlisis 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 cZlulas B16F10 wt y
B16F10.DMH1

Se realiz— el antlisis de poblaciones celulares por citometrigoddefllas cZlulas T
provenientes de linfocitos infiltrantes de tumor TIL y cZlulas de bazo wererf
obtenidas como fue descrito anteriormente. Para el antlisis se atilizt—Mouse
Regulatory T Cell Staining kit #3 (eBioscience, San Diego, CA, USA), el oattlye
isotiocinato de fluoresce’na (FITC) para la detecci—n dé, @Bekritrina (PE) para la
detecci—n de CD2§ ficoeritrin-cianina Cy5 (PE-Cy5) para la detecci—n de Foxp3. Se
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sigui— el siguiente protocolo; se agregaron iD0de las cZlulas preparadas
(aproximadamente 1xi@Zlulas) a cada tubo, se ti—eron las molZculas defisiger
utilizando 0.125pg/prueba del anticuerpo anti-rat—n CD4 y Qu@forueba del
anticuerpo anti-rat—n CD2&n un volumen final de 1QL del buffer de tinci—n (Flow
Staining Buffer) y se incub— por 30 min a 4% C en oscuridad. Posteriormehtiagas cZ
fueron lavadas en buffer de tinci—n fr'o Flow Cytometry Staining Buffer provisto por el
kit, se centrifugaron a 1600 rpm por 10 min a 4%C vy se elimin— el sobrenadante, las
cZlulas fueron resuspendidas con v—rtex y se agreg— 1 mL de la soluci—a de trabaj
Fixation/Permeabilization working solution a cada muestra, se agit— mediartex,

fueron incubadas a 4¥4C por 30 min. Las cZlulas fueron lavadaaszunds \con 2 mL

del buffer de permeabilizaci—n 1X centrifugadas a 1600 rpm por 5 min a 4%C y se
descart— el sobrenadante, se repiti— nuevamente el paso de lavado. Se aggggaron 0.5
del anticuerpo anti rat—n/rata Foxp3 (FJK-16s) en un volumen final gé @ieé0buffer

de permeabilizaci—n 1X y fueron incubadas a 4% C durante 30 min en oscuridad. Las
cZlulas fueron lavadas con 2 mL del buffer de permeabilizaci—n 1X ced#ifaga600

rom por 5 min a 4%C y se elimin— el sobrenadante, se repit— nuevamsmte el pa
anterior de lavado y finalmente fueron resupendidas emub@l buffer de tinci—n de
citometr’a de flujo Flow Cytometry Staining Buffer y analizadas por citdande flujo.

Como control para cada muestra las cZlulas fueron ajustadas y searatizapasos
descritos anteriormente, exceptuando la adici—n de los anticuerpos. Pogjateodal
linfocitos T provenientes de TlL«s y bazo, las poblaciones celulares deittiafT
CD4'CD25 y CD4' CD25'FOXP3fueron subsecuentemente identificadas y analizadas.

El porcentaje de cZlulas Foxp3+O& CD25FOXP3 fueron analizadas posterior al

gate de la poblaci-@D4'CD25'". Los datos fueron analizados usando el cit—metro de
flujo (Epics Altra, Beckman Coulter, Fullerton CA, USA).
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5.28 Antlisis de la expresi—n de CD2Bn TIL«s y cZlulas de bazo durante el
desarrollo de melanoma murino inducido con cZlulas B16F10 wt y
B16F10.DMH1

Para analizar los niveles de expresi—n celular de* @D2ante la evoluci—n de
melanoma murino 1Xf0infocitos T infiltrantes de tumor y cZlulas T provenientes d
bazo fueron te—idas usando el anticuerpo anti-rat—n CD25 (PE eBioscience, W$A) en
volumen final de 10QuL del buffer de tinci—n Flow Cytometry Staining buffer provisto
por el kit Mouse Regulatory T Cell Staining kit #3 (eBioscience, San Diego, GA) U
y fueron incubadas a 4% C por 30 min en oscuridad. Las cZlulas te—idas fueron
centrifugadas a 1600 rpm por 10 min a 4¥%C se descart— el sobrenadante y fueron
resuspendidas en 1% del buffer de tinci—n Flow Cytometry Staining Buffer para su
posterior antlisis, los datos fueron analizados utilizando el cit—metngod€Efics
Altra, Beckman Coulter, Fullerton CA, USA).

5.29 Evaluaci—n de la sobrevivencia

Para evaluar la sobrevivencia en los ratones C57BL6 inoculados con las d¢luésass
de melanoma murino B16FMty B16F10.DMH1 se corri— un experimento paralelo

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

5.30 Antlisis Estad’stico

Todos los experimentos tantovitro comoin vivo fueron llevados a cabo por tripliaad
Se utiliz— el anftlisis de varianza (ANOVA) y las pruebas de Tukey it [hame
discernir si exist’a diferencia entre los antlisis con las 2 I'oelagares de melanoma
murino analizadas, tomfndose valores de *p<0.05 y **p<0.001 como significémos.

realizaron anilisis de correlaci—n de Pearson.
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6. RESULTADOS

6.1 IN VITRO

6.1.1 Detecci—n de Foxp3 y CD25 en cZlulas de melanoma murino B16#tL0

Se detect— por primera vez la expresi—n de Foxp3 en las cZlulas de malainoma
B16F10wt a nivel de RNAm (Figura 10) y prote’na (Figura 11A y 11B), la expresi—n
del RNAm fue 2.5 veces mayor que los linfocitos T murinos los cuales fueadonsus
como control positivo (Figura 10), mientras que por citometr’a de flujo, la expresi—n de
Foxp3 a nivel de prote’na en las cZlulas B16®iGue 1.4 % (Figura 11A). Estos
resultados fueron corroborados con el ensayo de inmunofluorescencia a travZs de
microscopia confocal (Figura 11B). Se encontr— que el 0.69% de las cZlulas\B16F10
expresan CD25mediante la tZcnica de citometr’a de flujo.

45 -

3,5 1

2,5

1,5 A

Relative Foxp3 mRNA expression

0,5 A

B16F10 WT Lymphocytes

Figura 10. Antlisis de expresi—n d@NAm de Foxp3.EI RNAmM de Foxp3 fue analizado en la
I'nea celular de melanoma murino B16F10 mediante latZcnica de RPCR tiempo real, los
valores fueron normalizados usantleactina como control end—gethas linfocitosde rat—n
fueron utilizados como control positivo. Loslores representan el promedio de tres

experimentos independientgp<0.05).
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Figura 11. Antlisis de expresi—n de la prote’na de Foxp3 en cZlulasi@lanoma murino
B16F10 wt. A) Las cZlulas B16F10 wt fueron cultivadas durante 48cblectadas y
poseteriormentg@ermeabilizadas y te—idas para el antlisis de Foxp3 (PefeyBBiosicence),
por citometr'a de Flujo. El porcentaje de cZlulas B16F10 wt Foxp3 poskisasostrado. Los
resultados son representativos de 4 experimentos realizados independientehzemigrva
blanca representa la tinci—n espec’fica para Foxp3, la curva en color gréseata las cZlulas
control, donde las cZlulas no son te—idB¥.Las cZlulas B16F10 wt fuem permeabilizadas y
te—idas con el anticuerpo Foxp3 (PeCy5 de eBiosicenpe¥teriormente fueron fijadas
utilizando el medio de montaje Vectashield con DAPI. El ncecleo deluées dderon te—idos
con DAPI (color azul) y analizadas mediante microscopidaral. Los puntos verdes indican

la expresi—n de Foxp3.
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6.1.2 Producci—n de citocinas en la I'nea celular B16F4®

Se detect— la producci—n de citocinas (IL-10 (1.75 pg/ml), IL-2 (86.41 pg/mil), IFN-
(2.45 pg/ml) and TGF-(2.85 pg/ml) erel sobrenadante de la I'nea celular B16r&0
mediante la tZcnica 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. Producci—n de citocinas en cZlulas de metanonurino B16F01 wt.Se analiz— la
producci—n de citmas en sobrenadantes de 48 horas de las cZlulas B1&E18s citocinas
fueronanalizadas mediante ensayos de ELp#a cada citocinalLa prote’'na total fue ajustada

a 1 mg previo a los ensayos. Los datos representan el promedio de 3 erfEime

independientes
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6.1.3 Verificaci—n de la construcci—n y expresi—n de los plismidosnienantes
siFoxp3-1, siFoxp3-2 y siFoxp3-3

Una vez realizado el dise—o de las secuencias para silenciamidfoapde Zstas
fueron alineadas y ligadas al plfsmido pGSH1-GFP. Posteriormente ze—rdal
transformaci—n de bacterias competentes con las 3 construcciones yz-se upal
extracci—n ripida de plismidos a peque—a escala para la verificaci-an de |
transformaci—n de cada uno de los plismidos dise—ados, los plismidos fudom trata
con Hind Ill obteniendo los fragmentos de tama—o0 consistentes con el tama< de |
pl¥smidos (el vector control pGSH1GFP fue de 5318 pb) y los plismidos recombinantes
(SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 and SiFoxp3-3) correspondientes al tama—o de 5381 pb fueron
aralizadas en un gel de agarosa al 1 % el cual fue te—ido con bromuro deastidige
muestra en la Figura 12.

T o '
) ) )
a a a
> x x
o o o
L €L €L
wn w w

5381 bp

Figura 12. Caracterizaci—n de los pli¥smidos recombinantes que codifieaa

los RNAI contra Foxp3.Para probar los plitsmidos recombinantes positives, s
analizaron las reacciones de digesti—n en gel de agarosa al 1% (TAE)izSe util
como control el plismido pGSHAFP sin digerir (C), los RNAle interferencia
siFoxp31, siFoxp32 y siFoxp33 fueron digeridos con Hind Ill. Se utiliz— 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 I'nea celutsr
melanoma murino B16F10wt.

Se determin— el efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre la viabilidasl ciéulas
B16F10wt utilizando los siRNA (SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 y SiFoxp3-3). Encontrando que

la transfecci—n con siFoxp3-3 (5.01 %) afect— significativamente la \datxlidiar
relativa en comparaci—n con siFoxp3-1 (78.43 %) y siFoxp3-2 (90.16 %) sobre la I'nea
celular B16F10wt. Las cZlulas B16F1it y el plismido pEGFP-N2 fueron usados
como control (Figura 13). La expresi—n de Foxp3 en las cZlulas BiieFdiisfectadas

con los siRNA(SiFoxp3-1, SiFoxp3-2 y SiFoxp3-3) y no transfectadas (B16F10 wt y
pPEGFP-N2) fue analizada por RT-PCR tiempor real encontrando que la expresi—n de
Foxp3 disminuye significativamente cuando es transfectada con los siRFAp3-1

(0.236 veces), siFoxp3-2 (0.546 veces) and siFoxp3-3 (0.065 veces)) comparados con

las cZlulas B16F10 wt sin transfecci—n (1 vez) (Figura 14).

pEGFP-N2

SiFOXP3-3 —il— *

siFOXP3-2

*

siFOXP3-1

*

B16F10 wt

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
% Viabilidad celular relativa
Figura 13. Silenciamiento de Foxp3 con siRN#hibe la proliferaci—n de cZlulas B16F10 wit.
Las cZlulas B16F0 wt fueron ajustadas a una concentraci—n de 5¥l0las eincubadas en
una atm—sfera de 5% de ,CP 37%C durante 24 h, posteriormente las cZlulas fueron
transfectadas durante 48 h con los RNA de interferencia XpiFb, siFoxp32 y siFoxp33),
posteriomente se realiz— el antlisis de proliferaci—n cehgdiante la tZcnica de MTT. &0
valores de viabilidad celularelativa (VCR) obtenidos con los siRNéeron comparados con
los valores de VCR de las cZlulas B16F10 wt sin transfec8e-utiliz— el pimido pEGFPN2
como control. Los valores representan el promed® tes experimentos imgenedientes
(*p>0.05).

E 3 | |
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Figura 14. Antlisis de expresi—n de Foxp3 en cZlulasretlanoma murino B16F10 wt con
transfecci—n transiente de los RNALas cZlulas B16F1@vt fueron transfectadas con los
SiRNA (siFoxp31, siFoxp32 y siFoxp33) y posterior a48 h fue analizada la expresi—n del
RNAm de Foxp3 mediante TR tiempo real, los valores fueron normalizados teactina
como control end—geno, como controles fuesamos el plfsmido pEGFR2 y las cZlulas
B16F10 wt. Los datos representan el promediords éxperimentos independiente® realiz—
la comparaci—n estad’stica de los valoresif@xp31, siFoxp32 y siFoxp33 con la I'nea
B16F10 wt (*p<0.05).

A pesar que el siRNA siFoxp3-3 tuvo mayor efecto en el silenciamiefox@g8 en
las cZlulas B16F1@rt y siFoxp3-3 afectaba dristicamente la viabilidad celalaitro
(Figural3), yel siFoxp32 no afectale manera significativia viabilidad celulain vitro
(Figura 13) y sus niveles de expresi—n de Foxp3 se manten’an altos en congmaraci—n
la transfecci—n con siFoxp3-1 y siFoxp3-3 (Figura 14) se decidi— usar el siRNA
siFoxp3-1 para el establecimiento y generaci—n de la I'nea celular BA6E®A
silenciamiento estable de Foxp3 debido a que este siRNA tuvo efectdesoiatglidad
celular (Fgura 13) y permiti— el establecimiento de la I'nea con silenciamiento de
Foxp3.
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6.1.5 Establecimiento y generaci—n de la I'nea celular B16F10.DMHL1 con
silenciamiento de Foxp3

Se transfectaron las cZlulas B16Fd® con siFoxp3-2, como se menciona en la
metodolog’a este plismido presenta la prote’na verde fluorescente (GHBrpata la
observaci—n de las cZlulas transfectadas mediante microscopia deeffieimecomo se
muestra en la Figura 15. Las cZlulas fueron seleccionadas mediastedel antibi—tico
G418 por 4 semanas siendo la concentraci—n de 800 mg/mL la utilizads@aeia—n
de clonas celulares positivas. Las cZlulas B16F10 con silenciamiaiite ede Foxp3

fueron identificadas como B16F10.DMH1 y fueron mantenidas con el antibi—tico de

selecci—n G418 durante el estudio. Los niveles de expresi—n de Foxp3eecdialbme
B16F10.DMH1 analizados por qRT-PCR (0.235 fold) y citometr'a de flujo (0.02 %)
(Figura 16A y 16B) fueron menores que los niveles de expresi—n en la I'nea celular
B16F10wt (1 fold y 1.4 % respectivamente) (Figura 16A y 16B).

A) B)

Figura 15. Transfecci—n estable del siRN#Foxp3-1 en cZlulas de melanoma murino
B16F10 wt. A, B) CZlulas B16F10 wt24-72 haas posterior a la transfecci—meron
seleccionadas y mantenidas con antibi—tico de seleGA+& C, D) Clonas positivas -&
semaas posterior a la transfecci—bas cZllas fueron mantenidas con G418 fyeron
visualizadas con microscopia confocal.
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Figura 16. Antlisis de expresi—n del RNAm y prote’naFgep3 en cZlulas B16F10.DMHL.

A) El antlisis de la expresi—n de Foxp3 en la I'nealartelB16F10.DMH1 fue realizado
mediante la tZcnica de RACR tiempo real, los valores fueron normalizados lc@ttina como
control end—geno y las cZlulas B16F10 wt fueron utilizeoia® control positivo. Los valores
representan el promedio de 3 experimentatependientes (*p<0.05B) Las cZlulas B16F10
wt y B16F10.DMH1 fueron permeabilizadastg—idas con el anticuerpo arfioxp3 (Foxp3
PeCy5 eBioscience, USA) como se describe en mateyiate&odos, posteriormente se analiz—
la expression de Foxp3 mediantéiometr'a de flujo. El porcentaje de cZlulas Fokpss
mostrado. Los porcentajes representan el premedid ebgperimentos independientes. La curva
en color blanco representa la tinci—n espec’fica para FoxpRntras que la curva en color

gris represeta el control.
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6.1.6 Antlisis de CD25en cZlulas B16F10.DMH1

Para determinar si el silenciamiento de Foxp3 afecta la expresi—R28eCx I'nea
celular B16F10wt (0.69 %), se analiz— la expresi—n de ‘CBA5las cZlulas
B16F10.DMH1 (0.06%) encontrando que la expresi—n de la prote’na’ GB25

encuentra disminuida (Figura 17).

B16F10 wt B16F10.DMHI1

/ 0.64 % 0.06 %

v v evem—y v v vy et

CD2§

Figura 17. Antlisis de expresi—n de CD3&. evalu— la expresi—n de CD25 en cBIL&E10
wty B16F10.DMH1 mediante citometrtie flujo como es descrito en mZtodos. El porcentaje de
las cZlulas CD25es mostrado, la curva en color blanco representa la tincipecéisa para

CD25', mientras que la curva en color gris representan las cZlulas control.
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6.1.7 Efecto del silenciamiento de Foxp3 en la I'nea celular B16F10.DMH1 sobre la
proliferaci—n celularn vitro

Para determinar el efecto del silenciamiento de la expresi—n de Fdgp3-sa cabo el
antlisis de proliferaci—n celular mediante la tinci—n de azul deetnigas cZlulas
B16F10.DMH1 durante una cinZtica de crecimiento de 72 h.

Encontrando que la proliferaci—n celular se ve disminuida en la I'nea B16F110.DMH
((Oh (2.5x18 cZlulas), 24 h (2.7x2@Zlulas), 48 h (3.4 X®&Zlulas) y 72 h (6.38x10
cZlulas)) comparado con la 'nea B16R&D((Oh (2.5X18 cZlulas), 24 h (5.9 X%0
cZlulas), 48 h (9.2xE@ZIulas) y 72 h (15.0x2@Zlulas)) (Figura 18).

16
g 14 < 4--B16F10 WT I
s 12 x
§ 10 B16F10.DMH1 ?
2 &
S 8 % *
L) o B
T 6
o oo 1
= g &
£ 4 S ¥
z

2 i 1 1

0

0h 24h 48 h 72h

Figura 18. Antlisis de proliferaci—n celular en ldadas B16F10 wt y B16F10.DMH1Las
cZlulas B16F10 wt y B16F01.DMH2.6x10 cZlulas/pozo) fueron sembradas en placas de 6
pozos e incubadas en una atm—sfera de 37%C y 5%oS@riormente las cZluldsieron
contadas empleando el mZtodo de exclusi—n celular con azipladeatias 24, 48 y 72 horas.

*p<0.05 (dentro de cada I'nea celularfp<0.05 (entre las dos I'neas celulafes
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6.1.8 Efecto del silenciamiento de Foxp3 en la I'nea celular B16F10.DMH1 sobre la

producci—n de citocinasn vitro.

Para determinar el papel de las citocinas sobre el silenciamierdto edg@resi—n de
Foxp3 en las cZlulas B16F10.DMH1 fueron analizadas la producci—n de citocinas
mediante la tZcnica de ELISA encontrando que solamente la IL-2 mostrencitfs
significativas *p<0.05 en su producci—n entre las cZlulas B1&R1®B16F10.DMH1

(86.41 pg/mL y 62.35 pg/mL respectivamente). En el resto de las citocinasdagahm

se encontr— diferencia en cuam®u producci—n en las cZlulas B16®LE(TGF-"

(2.85 pg/mL), IL-10 (1.75 pg/mL) y INF-(2.45, pg/mL)) y B16F10.DMH ((TGF-

(2.73 pg/mL), IL-10 (1.72 pg/mL) y INF-(2.55 pg/mL)) (Figura 19 y Tabla 5).

BIFN-y OIL-10 ®TGF-p ®IL-2

*0<0.05

100 |

Produccion de citocinas
(pg/mL)
|
o

BIGFI0 WT B16F10.DMHI1

Figura 19. Producci—n de citocinas en las I'nezsularesB16F10 wt y B16F10.DMH1Las
cZlulas B16F10 wt y B16F10.DMH1 fueron ajustadas y cultiga una concentraci—n celular

de 2.5X10en placas de 6 pozos e incubadas en una atm—sfera dey HP%: @0 durante 48
horas. Posteriormente el sobrenadam&ular fue colectado y se ajust— la concentraci—n de
prote’na a 1 mg para su posterior antlisis de producci—n de citocindaslIfil=", TGF! e IL-

10) mediante ELISAnvitrogen USA)Los datos representan el promedio de 3 experimentos
independiente§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 expresi—n de Foxp3, CD25 y producci—ntdeneis en las I'neas
celulares B16F10wt y B16F1.DMH1 in vitro. Los valores de expresi—n de Foxp3 y CD25
fuerondeterminadogor citometr'a de flujo, y los valores obtenidms el antlisis dgroducci—n
de citocinas fueron determinados por ensayos de Elisa como es mencionado rapt&#goios
valores representan el promedio de tres experimentos independi&m®s05 representa la

diferencia encontrada entre ambas I'neas celulares.
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6.2IN VIVO

6.2.1 El silenciamiento de Foxp3 en las cZlulas B16F10.DMH1 afecta el desarrollo

del melanoma murino

Para corroborar si la expresi—n de Foxp3 participa en el crecimiento del raelanom
murino, se evalu— el tiempo de aparici—n visible del tumor en grupos de ratones C57BL6
inoculados subcutfneamente con las I'neas celulares BMF10B16F10.DMH1
encontrando que el tiempo de aparici—n de tumor en cada grupo fue al d’'a 4119 al d’
post-inoculaci—n (Figura 20). Posteriormente fue evaluada la sobrevivencia en ambos
grupos y se observ— una mayor sobrevida en ratones inoculados con las cZlulas
B16F10.DMH1 (sobrevivieron hasta el d’a 51 post-inoculaci—n del tumor) comparados
con los ratones inoculados con las cZlulas B16#tl(sobrevivieron hasta el d’a 39
post-inoculaci—n 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 mZtodos; debido al tiempo de sobrevida en los ratones inocaladas

cZlulas B16F1@vt se decidi— colectar los tumores a los d’as 7, 14 y 21 post-aparici—n
del tumor y a los d’'as 7, 14, 21 y 28 post-aparici—n de tumor en los ratones inoculados
con las cZlulas B16F10.DMH1 (Figura 20) encontrando que el peso de los tumores
colectados de los ratones inoculados con las cZlulas B16F10.DMH1 ers|@s(@:45

0), 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 cZlulas Bi@Flbs d’as 7 (0.85 g), 14

(2.39) y 21 (7.31) (Figura 21B y 21C).
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s Sobrevivencia
Aparicion de tumor (implantados con

Implantaciéon con B16F10.DMH1 B16F10.DMH1)

Ratones de
4 semanas

Aparicion de tumor Sobrevivencia

Implantacién con B16F10 wt (implantados con
B16F10 wt)

X Ratones sacrificados a los dias 7, 14, 21 y 28 post-aparicion
del tumor (B16F10.DMH1)

Implantacion de células de melanoma (5X105 células)
B16F10 wt n=21 X Ratones sacrificados a los dias 7, 14 y 21 dias post-aparicion
B16F10.DMH1 n=21 del tumor (B16F10 wt)

Figura 20. L'nea de tiempo de inducci—n y desarrollo dedlanoma murinoinducido con

cZlulas B16F10 wt y B16F10.DMH1Se muestra el tiempo de aparici—n del tunos, d’as de
sacrificio y recolecci—n de tumores y baeolos ratonesnoculados corcZlulas B16F10 wt y
B16F10.DMH1 durante el desarrollo del metana murino.
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Figura 21. Efecto de laimplantaci—rde cZlulas B16F10 wt y B16F10.DMH1 durante la
evoluci—n tumoralDos grupos de ratones C57BL/6 (n= /gtupo) fueron inoculados con las
cZlulas demelanoma murino B16F10 wt y B16F10.DMH1 respectivaménte® cZlulas).A)

Posterior a la inoculaci—n con las cZlulas de memnonurino se determin— el rango de

sobrevivencia @ cada grupo de ratone&n el grupo control los ratones no fueron inoculados
con cZlulas de melanom8) los tumores fueron removidos quircergicamente bajo condiciones
de asepsialurarnte el crecimiento del melanoma a Ibs14 y 21 d’as posiparici—n de tumor

en ratones inoculados carZlulas B16F01 wt § los7, 14, 21 y 28 d’apostaparici—n de tumor

en ratones inoculadoson cZlulas B16F10.DMH1 (*p<0.05L) Observaci—n visual de tumores

colectados durante elesarrollo del melanoma en ambos grupos.
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6.2.2 Expresi—n de Foxp3 en los tumores

Para determinar el papel de Foxp3 en el crecimiento tumoral, los tumosetados
durante el desarrollo del melanoma fueron analizados para determinar la—erpdesi
MRNA de Foxp3 mediante gRT-PCR encontrando un incremento en la expresi—n
relativa de Foxp3 en la I'nea B16F4®de una manera dependiente de tiempo durénte e
desarrollo tumoral (7 (1-vez), 14 (21.9-veces) y 21 (196.7-veces) d’as post-aparici—n del
tumor) (Figura 22A), mientras que en los tumores colectados de los ratonesdnscula
con las cZlulas B16F10.DMH1 se encontraron niveles bajos de expresi—n delativa
Foxp3 durante los d’as 7 (1-vez), 14 (1.03-veces) y 21 (0.26-veces) post-aparici—n del
tumor comparados con la I'nea la I'nea B16R#tQFigura 22A, 22B y Tabla 6) sin
embargo estos niveles de expresi—n relativa se incrementaron al d'a 28 €K}.9-vec
post-aparici—n del tumor (Figura 22B). Para descartar que los niveles de expresi—n
tumoral de Foxp3 pudiera estar influenciado por la presencia de linfocittsnték de

tumor, se emple— un mZtodo de selecci—n positiva mediante Dynabead$apara ai
linfocitos T infiltrantes del tumor y posteriormente evaluar la expresi~oxg8 en las
cZlulas tumorales mediante citometr’a de flujo con@descrito en material y mZtodos,
encontrando el mismo comportamiento de expresi—n de Foxp3 durante el desarrollo
tumoral 7 (1.47%), 14 (21.57%) y 21 (89.25%) d’as (Figura 23A) en las cZlulas B16F10
wt intratumorales mientras que en las cZlulas B16F10.DMH1 intratumoralesste—-m

una expresi—n de Foxp3 baja durante los d’as desarrollo tumoral 7 (0.02 %), 14 (0.04 %)
y 21 (0.40 %) comparadas con las B16F10 wt intratumorales, sin embargo esta
expresi—n se ve incrementada al d'a 28 (12.82 %) post aparici—n de tumor (Figura 23B).
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Figura 22. Antlisis de expresi—n de Foxp3 durante ebairollo de melanoma murino
inducido con cZlulas B16F10 wt y B16F10.DMHA) Los tumoes de melanoma inducidos con
cZlulas B16F10 wt fueron colectados durante el desarrohieotal a los d’as 7, 14 y12d’as
postaparici—n del tumoB) mientras que los tumores inducidos con las cZIul&FBQ.DMH1
fueron colectados a los d’'as 7, 14, 21 y 28 d’as-ppatici—n del tumor. Posteriormente la
expresi—n relativa del RMAde Foxp3 fue determinado por HRTR tiempo realen ambos
grupos de tumoresLos datos obtenidos representan el promedio de tres imgreos
independientes y *p<0.05 representaa diferenciasignificativa de los valores con respecto el
da?7.
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Tabla 6. Antlisis de expresi—n de Foxp3 dueael desarrollo de melanoma murinde
realiza una comparaci—n de los valores de expresi—n d& éfox@s tumores inducidos con
B16F10.DMH1 con respecto los tumores inducidos con cZlulaB1&t durante el desarrollo

del melanoma (7, 14 y 21 d’as).

B16F10 wt

| ¥
0.02 % ' 0.04 % l 0.40 % ; |& \ 12.82 %

B16F10.DMHI1

Figura 23. Antlisis de expresi—n de Foxp3 duranteretimiento tumoral en cZlulas B16F10
wt y B16F10.DMH1 intratumoralesSecolectaron los tumores durante el desarrollo tumoral
en ratones inoculados con cZlulas B16F10 wt (7, 14 y a3 dostaparici—n de tumor) y
B16F10.DMH1 (7, 14, 21 y 28 d'as pagiarici—n de tumor) bajo condiciones de asepsia, y
posteriormente las cZlulas B16F10 wt y B16F10.DMH1 intratumorales fuerdadass por
separaci—n magZntica negativa para su posterior antliff®xjg3 porcitometr'a de flujo.A)
Muestra el porcentaje de la expresi—n de Foxp3 keasB16F10wt intratumorales yB)
muestra el porcentaje de la expresi—n de Foxp3 letasB16F10.DMH1 intratumorales
durante el desarrollo del melanoma. Se utiliz— el anticuerpo Foxp3 (PE©@gsieBce, USA).
La curva en color blanco representa la tinci—n éfipagara la expresi—n de Foxp3 y la curva
en color gris representa el control.
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6.2.3 Expresi—n de CD25 en tumores

Debido al efecto del silenciamiento de Foxp3 sobre la expresi—n de CD25Anlées
B16F10in vitro se determin— el papel de CD25 durante el desarrollo de melanoma
murino. Aislando las cZlulas tumorales mediante selecci—n negativa poeddigntal

como se menciono en material y mZtodos. Encontrando un incremento en la expresi—n
de CD25 durante el crecimiento del tumor alos 7 (0.90 %), 14 (4.40 %) y 21 (93.20 %)
d’as post-aparici—n del tumor en las cZlulas B1&Fit@ratumorales, mientras que la
expresi—n de CD25 en las cZlulas B16F10.DMH intratumorales mostr— una baja
expresi—n durante el crecimiento tumoral 7 (0.0 %), 14 (0.04 %), 21 (0.04 %) and 28
(0.40 %) comparado con las cZlulas B16#w1htratumorales (Figura 24).

Figura 24. Antlisis deexpresi—n de CD25 en cZlulas de melanoma murino B16F10 wt y
B16F10.DMH1 intratumorales. Tumores inducidos con las cZlulas B16F10 wt fueron
colectados bajo condiciones de asepsia a los d'as 7, 14pp&hparici—n del tumor y a los 7,
14, 21 y 28 d'as posparici—n del tumor inducidos con cZlulas B16F10.DMH1, posteriormente
las cZlulas intratumorales fueron aisladas de los tumores cesndescrito en materiales y
mZtodos, y fue determinada la expresi—n de CD25 fmneti'a de flujo a) muestra el
porcentaje de la expresi—n de CD2B cZlulas B16F10 wt intratumorales y b) muestra el
porcentaje de la expresi—n de CD&B cZlulas B16F10.DMH1 intratumorales durante el
crecimiento del tumor. Las cZlulas fueron ajustadas y te-ddasel anticuerpo ariCD25 PE
(eBioscience, USA). La curva en color blanco represémtinci—n espec’fica para la expresi—n
de CD25 vy la curva en color gris representa el control.
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6.2.4 Producci—n de citocinas

Con la finalidad de determinar el efecto del silenciamiento de Foxp3lagimeducci—n

de citocinas (IL-10, IL-2, INFy TGR ), se analiz— su producci—n en los tumores de
melanoma inducidos con las cZlulas B16Rt(colectados a los 7, 14 y 21 d’as post-
aparici—n del tumor) y B16F10.DMH1 (colectados a los 7, 14, 21 y 28 d'as post-
aparici—n del tumor). Al llevar a cabo la comparaci—n estad’stica deatia deupo,

se encontr— diferencia significativa (*p<0.05) para la producci—n de IL-10 eRlel d'a

de ambos grupos y a los 28 d’as para el grupo de los tumores inducidos con las cZlula
B16F10.DMHL1. Al analizar la producci—n de IL-2, e INIKe encontraron diferencias
significativas (*p<0.05) en su producci—n en los d’as 14 y 21 de ambos grupos y 28 d’as
del grupo de los tumores inducidos con las cZlulas B16F10.DMH1. No se encontr—
diferencia significativa para la producci—n de T(Gp<0.05) (Tabla 7).

La comparaci—n estad’stica entre ambos grupos de tumores (inducidos con cZlulas
B16F10 wt y B16F10.DMH1) durante el desarrollo del melanoma mostr— una
disminuci—n significativa en la producci—n de IL-2 (d’as 7, 14 y 21), II-GB-Y

(d’a 21) y un incremento significativo de INFd'as 7, 14 y 21) en tumores inducidos

con cZlulas B16F10.DMHZ§<0.05) (Tabla 7).

Tabla 7. Producci—n de citocinas en tumorslucidos con cZlulas B16F10 wt vy
B16F10.DMH1 durante el crecimiento del tumoiLos tumores inducidos con las cZlulas
B16F10 wt fueronaectados a los d’as 7, 14 y 2hjentras que los tumores inducidos con las
cZlulas B16F10.DMH1 fueron colectados a tbas 7, 14, 21 y 28 pesiparici—n del tumor,
posteriormente fue medida la producci—n de citocinasQ(llL-2, TGF! and INF") mediante
ELISA (de acuerdo a las especificaciones del fabtegara cada citocina) esobrenadantes
de tumores colectados @unte el desarrollo del melanoméa prote’na total fue ajustada a 1
mgprevio al antlisis. Losalores representan el promedio de tres experimentos independientes.
"p<0.05 indica la diferencia significativa dentro dexda grupo durante el desarrollo del
melanoma,®p<0.05 indica la diferencia significativa entre los d’as del desarrollo tahde
ambos grupos.
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6.2.5 Evaluaci—n de Linfocitos TD4" infiltrantes de tumor

Con la finalidad de determinar si la expresi—n de Foxp3 en los tumores indutidss ¢
cZlulas B16F10nt y B16F10.DMH1 ten’an algoen efecto sobre las poblaciones de
linfocitos T infiltrantes de tumor (CD4 CD4'CD25 y CD4CD25FOXP3), se
analiz— su expresi—n en los linfocitos T infiltrantes provenientes destui®@ore
melanoma inducidos con las cZlulas B16mt0(linfocitos T aislados de tumores
colectados a los 7, 14 y 21 d’as post-aparici—n del tumor) y B16F10.DMH1 (linfocitos T
aislados a los 7, 14, 21 y 28 d'as post-aparici—n del tumor). Al llevar a cabo la
comparaci—n estad’stica dentro del grupo de tumores inducidos con B#6§40
encontr— un incremento de las poblaciones de linfocitos TQDR8") en una manera
dependiente @ tiempo y del peso del tumor durante el desarrollo del melanoma (7, 14
y 21 d'as), se observ— una diferencia significativa en las poblacionesoci&ént

CD4" (d’a 21) y CDACD25'FOXP3 (d’'a 14 y 21) (*p<0.05)fFigure 25A y Tabla 8)

Al analizar estad’sticamente el grupo de tumores inducidos con B16F10.DMH1, se
encontr— una diferencia significativa en la poblaci—n de linfocitos T al d’'a

14 y al d’a 28 en la poblaci—n de linfocitos T TMR5FOXP3, ademts no se mostr—
diferencia significativa en la poblaci—n de linfocitos T 'QB#ure 25B y Tabla 8)Al
realizar la comparaci—n estad’stica de ambos grupos (TIL provenientes dea@tone
melanoma inducido con cZlulas B16F1@ y B16F10.DMH1 respectivamente),
encontrando en ratones con tumor derivados de la I'nea celular B16F10.DMH1, una
disminuci—n, en las poblaciones de linfocitos T infiltrantes de tumoifODRE" (d'a

14) y CD4CD25FOXP3 (d'a 7, 14 y 21) mientras que la poblaci—n ‘O fue
afectada$p<0.05) (Tabla 8).
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Figura 25. Evaluaci—n de cZlulas T CDL£D4'CD25 y CD4CD25FOXP3' en linfocitos
infiltrantes de tumor durante el desarrollo del melanoma muririnducido con cZlulas
B16F10 wt y B16F10.DMH11 Tumores de ratones inoculados odncZlulas B16F1@vty B)
B16F10.DMH1 fueron colectados bajo condiciones depsise y los linfocitos infiltrantes de
tumor fueron aislados medianszlecci—n negativRosteriormente las poblaciones celulares
fueron analizadas por citometr’a de flujo utilizando el kit MoRggulatory T cell staining (RE
Cy5 Foxp3 FJK16s, FITC CD4, PE CD25) de eBioscience, USA. Los valores repassel
promedio de tres experimentos independienfesD.05 indica la diferencia significativa dentro
de cada grup@on respecto al d'a duranteel desarrollo del melanoma
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Anflisis de poblaciones celulares (%)

D’as post-
aparici—n de
tumor CcD4" CD4'CD25"  CD4'CD25'FOXP3"
B16F10wt
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* 9.21 + 0.14* 1.74 + 0.06*
B16F10.DMH1

7 0.14 +0.06 0.09 + 0.01 0+ 0.0f
14 0.21+0.03 0.29 + 0.01% 0.02 + 0.0%
21 0.13+0.04 0.18+0.02 0.14 + 0.08
28 0.14+0.06 0.19+0.01 0.17 + 0.03*

Tabla 8. Porcentaje de poblacione® linfocitos TCD4', CD4CD25 y CD4CD25FOXP3"
infiltrantes de tumor durante el desarrollo de melanoma murimalucido con cZlulas816F10
wt y B16F10.DMHL1. Los valores representan el promedio de tres expetiosendependientes,
"p<0.05 indica la diferencia significativa dentro de cada grupo durantedesarrollo del
melanoma y*p<0.05 indica la diferencia significativa entre los d’as del desarrollo tuahate

ambos grupos.
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6.2.6 Evaluaci—n de linfocitos T CD4n cZlulas de bazo

Con la finalidad de determinar el efecto del silenciamiento de Foxp3 sollgciones

de linfocitos T CDZ de bazo en melanoma murino, se evaluaron estas poblaciones en
grupos de ratones con melanoma inducido derivados de las I'neas celulares BL6F10
(colectados a los 7, 14 y 21 d’as post-aparici—n del tumor) y B16F10.(0bléttados

alos 7,14, 21 y 28 d’as post-aparici—n del tumor).

Al llevar a cabo la comparaci—n estad’stica dentro de cada grupo, se enori—
porcentaje de las poblaciones de linfocitos T CPACD4'CD25FOXP3 fueron
disminuidas al d'a 14 e incrementadas al d’a 21 en bazos proveniente®rsss rat
inoculados con B16F1&t comparadas con el d’a 7, las poblaciones de linfocitos T
CD4" CD25 no mostraron diferencia significativa en este gr{ips0.05) (Figura 28

y Tabla 9) .En el grupo de bazos proveniente de ratones con melanoma inducidos con
cZlulas B16F10.DMHEe mostr—nuincremento significativo *p<0.05 de la poblaci—n
de linfocitos T CD4 en una manera dependiente de tiempo a los 14, 21y 28 d'as y las
poblaciones de CDE€D25 y CD4CD25FOXP3 mostraron un incremento
significativo en su porcentaje a los d'as 21 y 28 (CIR5) y 14, 21 y 28
(CD4'CD25FOXP3) ('p<0.05) (Figura 26B y Tabla 9).

Al realizar la comparaci—n estad’stica entre grupos, solo se observo wacidife
significativa ¢p<0.05) para la poblaci—n celular de linfocitos T ‘CBrcontrando una
disminuci—n de la poblaci—n en los d’as 7 y 21 y un incremento el d’a 14 ends grupo

ratones con tumor derivado de la I'nea celular B16F10 (Tabla 9).
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A)

B)

Figura 26. Evaluaci—n deoblaciones celulares de los linfocitos T CD4AD4'CD25 y
CD4'CD25'FOXP3" en cZlulas de bazdurante el desarrollo de melanoma murino inducido
con cZlulasB16F10 wt y B16F10.DMH1A) Las cZlulas de bazo fueron colectadas durante el
crecimiento del tumor (7, 14 y 2ilas) en ratones inoculados con cZlulas B16F10 \B) ya los

7, 14, 21 y 28 d’apostaparici—n de tuman ratones inoculados con cZlulas B16F10.DMH1
bajo condiciones de asepsiposteriormente fueron aislados los linfocitos T provenientes de
bazomediantede separaci—n magnZtica como es mencionad@®dos yosteriormente las
poblaciones celulares fueron analizadas por citometr'a de flujo empleando éfickise
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Regulatory T cell staining (REy5 Foxp3 FIKL6s, FITC CD4, PE CD25) eBioscience, USA.
Los valores representan el promedio de tres experioseindependientesp<0.05 indica la
diferencia significativa dentro de cada grupo con respecto al d'a 7 durante @irdis del
melanoma.

Antlisis de poblaciones celulares (%)

D’as post-

aparici—n

de tumor cD4* CD4'CD25" CD4'CD25'FOXP3*

B16F10wt
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 + 0.0% 2.04 +0.08 0.15 + 0.08
14 13.35 + 0.21% 2.2+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 linfocitb<CD4’, CD4CD25" y CD4CD25FOXP3"
en cZlulas debazo durante el desarrollo de melanoma murino inducido con cZIBA$F10
wt y B16F10.DMH1Los valores representan el promedio de tres expetiosendependientes,
"p<0.05 indica la diferencia significativa dentro de cada grupo durantedesarrollo del
melanoma y*p<0.05 indica la diferencia significativa entre los d’as del desarrollo tuahale

ambos grupos.
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6.2.7 Correlaci—n entre los d’as de crecimiento tumoral, Foxp3, IL-2, CD35
peso tumoral en melanoma murino inducido con B16F1@ty B16F10.DMH1

Se observ— en tumores derivados de la I'nea celular B&6E®©& correlaci—n positiva

entre el peso del tumor, la expresi—n de Foxp3, producci—n de IL-2 y expresi—n de
CD25, los cuales fueron dependientes con el tiempo del crecimiento del tyosmtoe

por la correlaci—n de la producci—n de IL-2 con la expresi—n de CD25 al’d’a 14 (r
0.832) y la producci—n de-2Lcon el peso del tumor al d’a 2£%r0.688) (Tabla 10).

Por otra parte en tumores derivados de la I'nea celular B16F10.DMH1, se observ— una
correlaci—n positiva®1.000) entre la expresi—n de Foxp3, CPp@®ducci—n de IL-2

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

11).

14 21
Coeficiente de correlaci—n Coeficiente de correlaci—n
Foxp3 IL-2 CD25 Peso Foxp3 IL -2 CD25 Peso
Intrat. de Intrat. de
tumor tumor
AN 0 908+ | 0.887 | 0.997* | 0.998* | 0.999%| 0.870 | 0.998* | 0.995
Intrat. ) ) ) ) ) ) ) )

IL-2 0.893 | 1.00** | 0.832 | 0.949 | 0.893 | 1.000** | 0.982* | 0.688*
[@prisil 0.998* | 0.923* | 0.982 | 0.997* | 0.995* | 0.951* | 0.999* | 0.915

Ft’l‘j;‘;fe 0.999* | 0.873 | 0.993* | 0.982* | 0.961* | 0.870 | 0.998* | 0.955*

Tabla 10. Antlisis de correlaci—n enties d’'as de crecimiento tumoral, peso del tumor,
expresi—n de Foxp&25 yproducci—n de H2 durante el desarrollo denelanoma murino

inducido con cZlulas B16F10 wsignificancia* p<0.05y ** p<0.01
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7
Coeficiente de correlaci—n
Foxp3 Peso de
IL -2 CD25
Intratumoral tumor

Foxp3
14 Intratumoral

Coeficiente de IL-2

_ CD25
correlaci—n Pesode

tumor
Foxp3
21 Intratumoral
IL -2
CD25
correlaci—n Peso de
tumor
Foxp3
28 Intratumoral
Coeficiente de IL-2
CD25
Peso de
tumor

Coeficiente de

correlaci—n

Tabla 11. Antlisis de correlaci—n entre el pesotdelor, la expresi—n de Foxp3, producci—n
de IL-2 y expresi—n de CD25 durante el desarrollo del melanoma murino iddwsn cZlulas
B16F10.DMH1.Significancia **p<0.001
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DISCUSION

El melanoma esino de los cinceres mis agresivos y resistente a tratamientos de
los ctnceres humanoss considerado inmunogZnico pexgade exitosamente al
sistema inmune diseminindose principalmente por la v’a linfftican gran
capacidad de mettstasigegresi—n espontinea, por lo queoabcimientd delos
mecanismos que ejercen las cZlulas tumorales dentro del tumor y en periferia, as’
como las cZlulas que participaan el mantenimiento de la homeostadis la
respuesta inmunol—gica en el ctnceus mecanismogs de gran interZs debido a
gue delimitan la implementaci—n de tratamientos efectiiasidentificaci—n de

apropiados blancos terapZuticos.

Se sabe en la actualidad glzeexpresi—n de Foxp3 ha sido reportada en una
variedad de tejido normal y canceroso fuera del linaje linfoide de las cZlulas Treg,
con patrones opuestos de expresi—n. Por una parte, la expresi—n de Foxp3 ha sido
reportadaen una variedad de epitelio y tejido normal de mama, pr—stata, ovario, y
cerebro, y desregulada en cZlulas tumorgfesttini et al, 2012; Ladoireet al,

2011; Wanget al, 2014; Zhang and Sun, 2010; Zabal, 2007). Contrariamente,

Foxp3 ha sido reportada ser sobreexpresada en cZlulasidede adenocarcinoma
pancreftico, melanoma, leucemia, carcinoma hepatocelular, carcinoma de ri—n,
tiroides y cfncer cervicgEbertet al, 2008; Hinzet al., 2007; Wanget al, 2014;
Winerdal ¢ al., 2011) Esta aparente discrepancia podr’a ser explicada por una
perdida de la funci—n oncosupresiva en tumores humanos debido a mutaciones o al

contrarp.

Nuestro trabajo se enfoc— principalmentédetarminarsi Foxp3actuaba como
un mecanismo de evasi-da la respuesta inmune tumoralvitro e in vivo. Como
primera parte de este trabajo fue primordial determinar si nuestra I'nea celular de

melanoma murino (B16F1@t) expresaba Foxp3 debido a que no se encontraba

87



I"H$068. ()*+06*,-"#.49%)*/012138*+%6*4%13)-43*42$")-52)*4%/3) &4-*+%
%53&'()*+%*13*$%&H2%&63*)42) %> |

reportado en la literatura el antlisis de su expre$tara.este prop—sito analizamos

la expresi—n de Foxp3 en la I'nea celwar melanoma murino B16F1@t,
encontrando su expe—n a nivel d@NAm y prote’na. Por lo que fue nuestro grupo

de trabajo quien reporta por primera vez su expredtsta.datode expresi—n de
Foxp3 enla I'nea celular B16F10nvt concuerda con lo reportado por diversos
investigadores (Hinet al., 2007, Elert et al., 2008, Wanget al., 2010, winerdalet
al.,2011, Cunheet al.,2012 y Zenget al.,2013) quienes encuentran la expresi—n de
Foxp3 entejido normal, tejido cancerosoy I'neas celulares de cfncer, como
adenocarcinoma pancreitico, pr—stata, puloiraer colorectal, mama, melanoma,
leucemia, carcinoma hepatocelular, ctncer de vejiga, carcinoma de tiroides, ctncer
cervical y en tejido normal de mama, pr—stata, ovario y cefabra,del linaje de
cZlulasT reguladorasAl analizar mediante inmunaforesencia la expresi—n de
Foxp3 en la I'nea de rnenoma B16F10 encontramos que supresi—n era
paricularmente a nivel perinuclear en la cZJutorrebcionando en parte con
Winerdaly cols enel 2011.,que reportda presencia de la expreni-de Foxp3en

tejidos de carcinoma de vejiga a nivel citopl¥smica, nuclear y citoplfsmica/nuclear,
ademis no encuentra una correlaci—n entre la expresi—n de Foxp3 y tZrminos de
sobrevivencia de los pacientes.

Estos resultados nos dieron la paptaa continuacon eltrabajo experimentah

vitro e in vivoel cual se basar’a en el silenciamiento de la expresi—n de Foxp3 en la
I'nea celular B16F1@Wt y as’ tratar de dilucidar si la expresi—n de Foxp3 en la I'nea
celularde melanoma murino actualbamo un posible mecanismo de evasi—n de la
respuesta inmune tumoral vitro e in vivo al inducir dos models de mdéanoma
murino;unoinducido por la I'neaelularB16F10wt y por otra parte landucci—n de
melanoma por la I'nea celular con silenciamiento de Foxp3.

Para llevar a cabo este objetivee realiz— el dise—0 y expresi—n de 5
construcciones de plfsmidos recombinantes que codifican para RNAi contra Foxp3;
de los cuales se realiz— abito la caracterizaci—n depl3smidos recombinantes
dise—ados (SiFoxp3, SiFoxp32 y SiFoxp33), y posteriormentese prob— su
efectividad erla I'nea celular B16F10 dmelanoma murino.
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In vitro, las 3 construcciones de RNAIi (SiFoxp3 SiFoxp32 y SiFoxp33)
redujeron de manera efectiva los nivelesekpresi—n de FoxpZgta disminucia—
result— en una reducci—n en la proliferaci—n celular de la I'nea B 6E40s
resultados seontraponen con lo encontrado fddu y cols en el2009.,en cZlulas
epiteliales de pr—stata HPBCFrattini y cols en el 2012 en cZlulas de
glioblastoma, dondambosobservan que Foxp3 induce expresi—n de p21, el cuifl
actcea arrestando las cZlulas espec’ficamente en fase G1 del ciclo celular y que una
silenciamiento de Foxp3 induce un incremento en la proliferaci—n y migraci—n
celular y tumorogZnesis sugiriendo tener Foxp3 efecto sobre la regulaci—n de p21.
Un a—o0 mis tardéMa et d., 2013)de igual maneraeportaque al silenciar la
expresi—n de Foxp3 mediante RNA de interferencia en cZlulas de ctncer gtstrico se
reducela expresi—n de genes proapopt—iticdeay un incremento de proliferaci—n
celular. Sugiriendo que Foxp3 end-rgeodr’a actuar como un modulador positivo
en v'as apopt—ticaSue hasta el 2013 dondean y cols, realizaronantlisis de
sobreexpresi—n de FoxeB I'neas celulares de melanoma humdemostrando
guesereduc’a notablemente la proliferacit-nitro. Estosefectos antitumoralede
Foxp3 en cZlulas de melanoma son consistentes con lo reportado en gliomas, mama,
pr—stata y cZlulas de ctncer de ovario.

Estos datos anteriormente mencionados contrapon@mdontrado en nuestro
trabajo, y puede deberseque las I'neas celulares independientemente del origen
y/o especiellegan a presentar diferentes qoates de expresi—n de Foxp3¢cual
puede desencadenar diferentes efectos sobre la proliferaci—n celular, variar en
antlisis realizados in vitro e in vivo. Cabe mencioma que estudios del
silenciamiento de Foxp3 en la I'nea celular B16kiOno han sido previamente
reportados.

DespuZs de determinar que tjo porcentaje en el 'ndice de proliferaci—n
celular en la I'nea de melanoma murino B16B&@orrelacion—positivamente con
la expresi—n de Foxpkleccionamogl plfsmido recombinante siFox{d3para la
generaci—n de la I'nea celular con silenciamiestablede Foxp3, debido a que
Zste plismidoedujo considerablemente la expresi—n de Foxp3, prolifercalitan
y ademigermiti— el establecimeinto de la I'nea con silenciamiento de Fdap3,
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cuil identificamos con el nombre de B16F10.DMHbs antlisis de expresi—n de
Foxp3 permitieron corroborar que Zsta I'nea celdéaivada de las B16F10twiene
una menor expresi—n de Foxp3, y que el 'ndice de proliferaci—n durante una cinZtica

de crecimiento es menor cuando se encuentra silenciado Foxp3.

Encontramosn sobrenadantes de la I'nea celular B16Wwi0a producci—de
citocinas 1-:10, IL-2, TGF! e INF". Estos datos se correlacionan con los
encontrados por Garcia de Galdeano y cols en 1996., donde concluyen que el
sistema de se—alizaci—n de2llestt presente en las cZlulas B16F10 y que-& IL
favorece la proliferaci—n celular en es#lslas, sugiriendo el papel de esta citocina
en la actividad tumoral de esta I'nea celular. La producci—n-b@ én cZlulas de
melanoma ha sido reportada por Itakyraols en el., 2011 el cual citgue la
producci—n de esta citoe actcea como un factbe crecimiento aut—crino y podr’'a
estar relacionado con la capacidad de tumores primarios para proliferar, expandirse
induciendo mettstasis. La producci—n de-T@E detectada previamente @on y
cols en el2013., en la I'nea de melanoma murino B16FR40el cual reporta que
TGF-! podraestar aumentando la agresividad de los carcinomas resistente a efectos
inhibitorios de crecimiento, promoviendo a mettstasis.niMas que la producci—n
de INF" no hab’a sido previamente reportada.

El siguiente aspecto considerado fue detectar si el silenciamiento de Foxp3
modificabain vitro la producci—n de citocinas en la I'nea celular de melanoma
B16F10.DMH1, determinando qua producci—n de 42 es disminuida sin verse
afectada la producci—n de-1Q TGF! e INF". Debido a que estos resultados
arrojan un posible efecto del silenciamiento de Foxgi#es la producci—n de-1,
analizamos la expresi—n de su receptor (CD25) encontrando que este receptor es
expresado en las cZlulas B16F&0y su expresi—n es disminuida en las cZlulas
B16F10.DMHL1. Con los resultados mencionados anteriormente encontramos una
correlaci—n entre la expresi—n de Foxp3 y la producci—n2deChD25 vy
proliferaci—n de las cZlul846F10wt y B16F10.DMHL1in vitro, sugiriendo que
Foxp3 participa en el crecimiento del tumor y en la modulaci—n-2lg ICD25, lo
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cufl pudiera tener un papel importante en la inmunosupresi—n de melanoma,
posiblemente a travZs de esta v'a.

El papel de Foxp3 en cZlulas tumorales podra variar en diferentes tipos de
tumor. Esta variaci—n pudiera ser porque Foxp3, actuando como un factor de
transcripci—n supresor, reprime diferentes blancos moleculares dependiendo del tipo
celular, y a su vepudiera estar regulando la expresi—n degmatidad de citocinas
as’ como desus receptorestales como |2 y CD25 en las cZlulas B16F10,
modulando as’ su se-alizaci—n y por consecuente la producci—n deasllas.
citocinas juegan un papel importante en la inmunosupresi—n del cincer ya que han
sido identificadas durante el proceso de inmunoedici—n del cincer, tanto para
disminuir la producci—n de otras molZculas que desempe—an un papel en el
potenciamiento de la inmunidad tumoral y en el incremento de g@a@apaticipan
en la inmunosupresi—n, tales comell@,. TGF! e IL-2 quetienen un papel
importante en la generaci—n de cZlulas. Treg

Una vez que realizamos el antlisis del efecto del silenciamiento de Foxp3 in
vitro, pasamos a determinar el efecto de este silenciamiento en la indueci—n d
modelos murinos, para ello se estableci— un modelo murino inducido con las cZlulas
B16F10wty un modelo murino inducido con las cZlulas B16F10.DMH1.

In vivo, encontramos que el tiempo de aparici—n de tfwmeoal d’'a 9 post
ioculaci—n en el modetourino inducido con B16F1@ty al d’a 19 postnculaci—n
en el modelo murino inducido con cZlulas B16F10.DMH1, al analizar la sobrevida
en ambos modelos murinos se demostr— que es retardada en ratones inoculados con
cZlulas B16F10.DMH1 en comparaci—n con los ratones inoculados con cZlulas
B16F10wt. 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 cZlulas B16F10.DMH1 fueron reducidos en comparaci—n con los
tumores inducidos por cZlulas B16F®@. Estos datos se correlacionan con los
obtenidos in vitro donde el silenciamiento de Foxp3 afecta la proliferaci—n de la
I'nea celular B16F1@vt, por lo que in vivo se retarda el tiempo de aparici—n tumoral
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y la sobrevida. Al realizar anflisisestad’sticos esontramos quese presenta una
correlaci—n positiva en cuanto la expresi—n de Foxp3 con respecto a la aparici—n de
tumor, peso del tumor y sobrevida durante el desarrollo tumoral al ser analizado en
los modelos murino inducidos con B16FM (7, 14 y 21 d’as posdparici—n de

tumor) y B16F10.DMHL1 (7, 14, 21 y 2Bas postaparici—n de tumor).

Estos datos pueden explicarse con el hecho de que se sugiere que Foxp3 facilita la
tumorayZnesis capacitando a las cZlulas tumorales para evadir la inmunidad anti
tumor (Hinz et al., 2007; Niuet al, 2011). Esto ha sido demostrado en carcinoma
pancrettico y I'neaselulares de melanoma, donde la expresi—n de Foxp3 inhibe la
proliferaci—n de cZlulas T en sistemas de cocultivos. La expresi—n de Foxp3 en los
tumores tambiZn ha sido asociada con un mal pron—stico y baja sobrevida en
pacientes con cincer de mama, vejjgpacientes con cincer colorectBrevios
estudios han reportado la expresi—n de Foxp3 en melanoma metasttsico y cZlulas
derivadas de tumoregEbert et al, 2008), otros grupos de investigaci—n
subsecuentemente han reportatuilares resultadofNiu et al, 2011; Quaglincet

al., 2011) Niu y colsen el 2011, report— que cZlulas de melanoma que expresan
Foxp3 inhibieron la proliferaci—n de cZlulas T activadasC&8iantiCD28 a

travZs de la expresi—n inducida por Foxp3 de molZculas inhibitorias de cZlulas T en
cZlulas de melanoma (B71 y Fas ligando) y factores inmosupreseivos
secréados (TGF ), demostr— una asociaci—n entre la expresi—n de Foxp3 en
melanomas primarios y desarrollo de mettstasis visc8ral.embargo si Foxp3
promueve o inhibe el crecimiento de las I'neas celulares de melanoma no Halsido

tododilucidado.

Una vez que observamos la expresi—n de Foxp3 como un posible mecanismo de
evasi—n al modular producci—n de citocinas y expresi—n de molZculas involucradas
en una respuesta inmune antitumor y determinamos que el silenciamiento de Foxp3
retarda la aparici—meldumor as’ como la sobrevida en modelos murinos. Nuestro
siguiente aspecto a considerar fue determinar laeskp-n de Foxp3 en los tumores
inducidos y recolectados de ratones implantados con cZlulas BWGFZ014 y 21
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d’as postaparici—n de tumoy)B16F10.DMH1 (7, 14, 21 y 28 d’as pesgparici—n

de tumor), cabe mencionar que se eligieron estos d’as debido a que los ratones
implantados con las cZlulas B16F&®presentaron una sobrevida promedio de 39
d’as postinoculaci—n del tumor, mientras querim®nes inoculados con las cZlulas
B16F10.DMH1 sobrevivieron hasta el d'a 51 pistculaci—n del tumor. Los
resultados indicaron que la expresi—n de Faxp8el de RNAmM y prote’nan los
tumores seve incrementada durante el desarrollo tumoral el modelo de
melanoma murino inducido con B16F®@ mientras que la expresi—n de Foxp3 se
incrementa hasta el d'a 28 pagtarici—n del tumor en los tumores inducidos con
B16F10.DMH1, estos resultados concuerdan con la expresi—n de la prote’na en
ambos caos. A hacer una eamparaci—n entre la expresi—Rak@3de los tumores
inducidos conB16F10wt y B16F10.DMH1 se puede observar una disminuci—n
significativa en la expresi—n de Foxp3 en los tumadnesicidos con cZlulas
B16F10.DMH1 estos datos nuevamenteorroboran la participaci—n de Foxp3
durante el desarrollo tumorpbr Tany cols en eR013, quienreportasu expresi—n

en gran cantidad de tumores incluyendo melan@maoniendoque la funci—n

inmunosupresivae Foxp3podr’a contribuir a la progresi—n del ctncer

Sin embargadhay que tomar en cuenta que dentro de los tumores existen una gran
variedal de cZlulas del sistema inmune y factores solutlgs primordial funci—n
es eliminar a las cZlulas de tumate igual manera se ha vista presencia de
linfocitos infiltrantes de tumor con un fenotipo regulador CD@25'FOXP3 o
cufl ha sido reportado por una amplia cantidad de trabajos de investigaci—n
diferentestipos de cincer. Las Treg desempe—an funciones inmunosupresivas que
han sido estudiadas en las celtimas dos dZcaésesmpe—an un papel primordial en
resoluci—n de inflamaen y restauraci—n de la homeostasis inmuno(3Wgitget
al., 2014).Sin embargo, a pesar de estas funciomassten grandes evidencias
donde sugieren quas Treg son acumuladas en diversos tipos de carcinflreast
al., 2011; Ormandyet al, 2005).Y que esta presencia de poblaciones sido
asociada con peor pron—stico y bajo 'ndice de sobrevivencia, esto agravindose mis
proviniendo de los tumorediegs intratumoralgs Por lo que la depleci—n de Treg
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intratumorales resultart en una potente respuesta inmuntu@uot (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 cZlulasal actuar como mecanismos de evasi—n de la
respuesta inmune antitumor actuandocomo un factor prorstico favorable
(Ladtnyi, 2013). Debida lo anteriormente descrito y qleepresencia dénfocitos
infiltrantes de tumor yireg (CD4+CD25+FOXP3+) infiltrantgsudiera influenciar

la expresi—n de Foxp3 tumoahnteamos aislar los linfocitos infiltrantes de tumor

y posteriormente evaluamos la expresi—n de Foxp3 en las cZlulas tumorales,
encontrando el mismo comportamiento de expresi—n durante el desarrollo tumoral
en las cZlulas B16F 1t intratumorales, mientras que en las cZIB46F10.DMH1
intratumorales se mostr— una expresi—n de Foxp3 baja durantedeslelsasrollo
tumoralcomparadas con las cZlulas B16RidOntratumorales a los 7, 14 y 21 d’as,

sin embargo esta expresi—n seeiment— al d’a 28 pagiarici—n de tumoEsto
pudiera debersal efecto que ejerce el microambiente a las cZlulas de tumor. El
microambiente eslefinido como un sistema complejo en el cual se involucran una
gran cantidad de cZlulas, las cuales participan directa o indirectamente en la
progresi—n del tumor, estas cZlulas, vasos, y molZculas presentes alrededor del
tumor influenc’an al desarrollo de las cZlulas tumorales, adquiriendo Zstas una
mayor malignidadalgunos de los componentes involucrados emieloambiente
tumoral pueden ser agrupados en 4 categor’as; cZlulas cancerosas, no cancerosas,
factores solubles secretados y material s—lido no cehtl@ los que se incluye
matriz extracelularMuchos de estos factoresntribuyemlo al escape tumorantre

los que se destaca principalmentepl@aducci—n de facew solubles conocidos
como citocinagChenet al, 2005; Gorelik and Flavell, 2001; Zhaweg al., 2005)

estos datogoncuerda con Franzkey cols en el2006., quien especifica que los
tumores podr'an bloquear la generaci—n de inmunidad tumoral espec’fica de
ant'genos por la liberaci—n de molZculas con actividad biol—gica, como por ejemplo
citocinas o ant’genos que incrementan el ncemero de poblaciones célatagaso

que se incrementen en la circulaci—n linfftica o perifZrica. Betts y cols en.el 2006
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reporta que los tipos de cZlulas inmunesugfunciones —ptimas para controlar el
crecimiento del tumoin vivono han sido completamente identificados.

Debido a lo anteriormente mencionado pudiZramos peqnsaritocinas como
IL-2 que hemos visto en nuestros resultagesincrementaduranteel desarrollo
tumoral tanto en tumores inducidos por cZlulas B16#)B16F10.DMH1pudiera
estar influmciando a la sobreexpresi—n de Foxp@stas cZlulas intratumorales,
estos datos concuerdan con lo reportado (@arc’a de Galdeang cols en 1996.,
quien encuentra la expresi—n del RNAm d2 {Lsu reeptor en las cZlulas B16F10
wt y que la administraci—n de-2Lrecombinante se incrementa la proliferaci—n

celular sigiriendo un papel de esta citoa en la actividad tumoral de estas cZlulas.

Tomando en cuenta que -B. esta presente en el microambiente tumoral, es
producido por las cZlulas T efectoras durante las respuesta iramtitenor, actoea
de manera aut—crina plrgroliferaci—n de cZlulasyTe manera paracrina para el
cambio de featipo efector CD4+CD25+ a un fenotipo Treg TID25'FOXP3 y
participando en la proliferaci—n de estas cZl(#dsnadzadehet al, 2007),
suponemos que 2 juega un papel primordial en la sobreexpresi—n de Foxp3 en las

cZlulas tumorales, como lo hace en el linaje linfoide.

Continuando con la secuencia de nuestro trabajo y despuZs de observar la
producci—n de {2 en tumores inducidos por cZlulas B16mit0y B16F10.DMH1
respectivamente y que existe una correlaci—n con la expresi—n de Foxp3 y peso
tumoraldurante el desarrollo del tumor. Analizamos la expresi—n del receptor de IL
2 (CD25) para determinar si el mecanismo por el cufl la sobreexpresi—n de Foxp3
en las cZlulas de tumor intratumorales es a travZs -@eyllsu receptor (CD25).
Encontrando que la expresi—n de CD25 es incrementada durante el desarrollo
tumoral en las cZluladB16F10 wt intratumorales, mientras que en las cZlulas
B16F10.DMH1 se observan comportamiento similar con la expresi—n de Foxp3,
donde es roto el equilibrio hasta el d’a P&r lo que dagual manera suponemos
gue existe un mayor desequilibrio en la homeostasmral como sucede en la fase
de escape durante la inmunoedici—h cd@ecer (Betts et al, 2006) y que el
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microambiente tumoral ejerce mayores influencias negativas que modifican tanto la
expresi—n de p3 y CD25 dindole mayor agresividad a estas cZlulas de tumor.

Se tienen antecedentes que muchos tipos de cZlulas de cincer expresan el
receptor de IE2 (IL-2R); sin embargo, se tienen pocas publicaciones sobre el
posible papel de su receptor. Se conoce que cZlulas de cincer cervical no solo
expresan el receptor de-R, si no que producen y secretandL Se ha mostrado
que empleando anticuerpos ahti2R, la proliferaci—n de estas cZlulas es inhibida,
sugiriendo que las cZlulas adquieren una desesid parcial sobre este factor para
su proliferaci—n. Se hipotetiza que las propiedades adquiridas por las cZlulas
tumorales para usar {2 para su propia proliferaci—n podra m@sulen un
mecanismo de competici—n con linfocitos para este factor de crecimiento. En
consecuencia, se supone que el uso d2 plor las cZlulas tumorales eliminar’a esta
citocina en el sitio del tumor, siendo este un factor de crecimiento necesario para la

actividad citot—xica de linfocitos infiltrantes de tufiRangeiCoronaet 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 lpsopias cZlulas de tumor para su crecimiento. Quisimos
determinar si la expresi—n de Foxp3 en las cZlulas tumorales B16F10 modula la
expresi—n de poblaciones celulafi@sfocitos T CD4) o si llega a tener la
capacidad de inducir el cambio de cZlulas efectoras (linfocitos TCIIRG a un
tipo regulador (linfocitos T CDL£D25FOXP3), todo esto al ser analizado en
linfocitos infiltrantes de tumor o linfocitos provenientes de bazo.

Encontramos que existe un incremento lde poblaciones de linfocitod
(CD4'CD25") en unamanera dependiente del tiemg®so del tumoy expresi—n
de Foxp3durante el desarrollo del melanoma (7, 14 y 21 dtai)cido por cZlulas
B16F10wt, lo cual se puede explicar con el hecho de que los linfocitos infiltrantes
de tumorincrementa su capacidad de activar a los linfocitos T adquiriendo el
fenotipo (CD4CD25") para as’ ejercer sus funciones supresoras sobre las cZlulas
tumorales, como un mecanismo de respuesta inmune antjtleimoembargo al

analizar los linfocitos T infiltrantes de tumor OQCD25  inducidos con la I'nea
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celular B16F10.DMH1 observamos gselo existe un ligero incremento en esta
poblaci—n al d’a 1dor lo que estos resultados nos dan la pauta a pensar que la
expresi—n de Foxp3 en las cZlulas tumoratepaseee algun efecto sobre las
poblaciones de linfocitos efectores infiltrantes de tumor (TID25). El anitlisis

de poblaciones Treg infiltrantes de tumor (COB25'FOXP3) tambiZn se ve
incrementado de una manedapendiente de tiempo y peso tenores inducidos

con las cZlulas B16M wt, mientras que al analizar &xpresi—n de esta poblaci—n
celular en los TILs de tumors inducidos por B16F10.DMH1 se observa un
incremento hasta el d’a 28, lo cual al compararlo con la expre-Foxp3 en la
I'nea B16FD.DMH1 intratumoral de igual manera se ve incrementado hasta el d’a
28. Al realizar la comparaci—n entre los 2 grupos de ¢arfioducidos por B16F10

wt y B16F10.DMH1 respectivamente) durante el desarrollo tumoral, observamos
quees menor el porcentaje @gpresia-de la poblaci—n celular COD2'FOXP3

en los TILs inducidos por cZlulas B16F10.DMH1. Estos datos podr’an supone
posible papel de la expresi—n de Foxp3 en las cZlulas de tumor sobre el fenotipo de
linfocitos T reguladores (CD&D25'FOXP3) infiltrantes de tumor. Las
poblaciones de TILs CD4se encuentrapresents en tumoes inducidos con ambas
I'neas celulares, sin observarse un cambio relevamtesu expresh— En la
actualidad no existen reportes de la possible correlaci—n de exmpleBixp3 en
cZlulas tumorales y poblaciones celulares

Determinamos l@xpresi-a-de estas mismas poblacionetutaes en linfocitos T
provenientes de bazo de ratones con melanoma inducido con cZlulas B&6F10
B16F10.DMH1, esto paraatar dedilucidar si la expresi—n de Foxp3 en las cZlulas
tumorales podra inducir un cambio en las poblaciones celulares en periferia,
encontrand; que & poblaciones ddinfocitos T CD4 y CD4'CD25'FOXP3 en
cZlulas de bazo disminuyen al d’a 14, e incremedtdia 21 deldesarrollo tumoral
en el modelo murino inducido con cZlulas B16F®@, sin verse afectada la
expresia-de linfocitos T CD4ACD25'. Esta baja y alta en cuandola exprsi-a de
estas poblaciones en ambos casos puede deberse a que los linfocitos T que estan

infiltrando el bazo, pudieron estar en contacto con ant’genos u otras molZculas como
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citocinas presentes en periferia que modularan la exprek—estas poblaciones
celulares actuando como una forma de supresi—n de ciertos ant'genos hacia los
linfocitos T para evadir la respuesta inmunol—giea’ desencadenando una serie

de influencias negativas que a la vez alertan al propio sistamaepor o que un
incremento tanto de CD4 CD4'CD25 FOXP3 es observadeomo una forma de

lucha por la homeostasis y supresi—n del tumor o la lucha en contra la presencia de
otros ant'genos que pudieran estar presentes en los modelos murinos al estar
pasando por un estado de inmunosupresi—n dada fponcg| tomando en cuenta

que las cZlulas T reguladoras solamentetienen participaci—n en la patogZnesis
del tumor proveyendo a los tunesr mecanismos para evadir la detecciy—n
destrucci—n por el sistemanime, tanto en la inducci—n o reclutamiento de cZlulas

T reg,si no que tambiZn son uno de los mecanismos alternativos de mantenimiento
de la tolerancia perifZrica controlando la inmunidad autoreactiva efectora y la
inmunidad hacia ganismos y molZculas extra—éBuckner and Ziegler, 2004;
Knutson et al, 2007; Kronenberg and Rudensky, 2005; Redmond and Sherman,
2005) Al realizar una comparaci—n entre los resultados obtenidos con las cZlulas de
bazo de ratones con melanoma inducido por B16#lY) B16F10.DMH1pudimos
observar que es menor la expresi—n de' @P4as cZlulas de bazo de ratones con
tumor inducido con B16E0.DMH1 a los d’as 7, y 21, mientras que al d’'a 14 se
observa un incremento, no siendo afectadas las cZlulas*ODRE vy
CD4'CD25'FOXP3, esto arrojando la hip—tesis de que estas poblaciones celulares
en cZlulas de bazoo se ven afectadas por la expresile-iFoxp3 presente das

cZlulas tumorales.
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CONCLUSIONES

La I'nea celular de melanoma muriBd16F10wt expresa Foxp3 a nivel de
RNAmM y prote’na, encontrando su expresi—n a nivel perinuclear, y el
tratamiento con loRNAI espec’ficos dd=oxp3 disminuyen la viabilidad y

proliferaci—n celular.

La I'nea B16F10wt tiene la capacidad de producir-l0, TGF!, INF-" e

IL-2 en alta concentraci—n y expresi—n del receptoriGDi2®.

. Se estableci— una I'nea celular de melanoma murino con si@mtm de

Foxp3 identificada como B16F10.DMH1, la cufl posee menor ’'ndice de
proliferaci—n celular, correlacionindose corpraducci—n de {2 y su
receptor CD25.

In vivo, el silenciamiento de Foxp3 en las cZlulas B16F10.DMH1 afecta el
crecimiento del melanoma murino incrementando el tiempo de aparici—n del

tumor, sobrevida y disminuyendo el peso tumoral.

Existe una correlaci—n positiva entre Foxp3, CD22, ¢LIL-10 y negativa

con la producci—n de IFNdurante el desarrollo del melanoma murino.

Foxp3 intratumoral, estt correlacionado con la expresi—n y presencia de
cZlulas T reguladoras con fenotipo CBH25FOXP3 en el microambiente
tumoral y una disminuci—n de cZlulas T C®4ivel perifZrico, sin afectar a

las otras poblaciones celulares evaluadas.

El factor de transcripci—n Foxp3, participa en el desarrollo de la tumorogZnesis en

melanoma murinan vitro e in vivo, con la capacidad denodular acitocinas y

molZculas involucradas en el desarrollo tumoral as’ corpobdaciones celulares

con fenotipo regulador e#l tumor, pero no en periferia.
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