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Resumen

El factor de transcripcion STAT3 juega un papel importante en el desarrollo de
varias patologias y en el mantenimiento de la homeostasis tisular. En el epitelio
intestinal ha sido demostrado que STATS3 juega un papel critico en la homeostasis
intestinal y la regeneracién de la mucosa después de un dafio por inflamacion.
Usando un modelo murino de inflamacion del colon inducido por Dextran Sulfato
de Sodio, nosotros demostramos que STAT3 es activado en células epiteliales
durante el progreso de la inflamacién. Ademas, encontramos que mTORC1 es
necesario para mediar la activacion de STAT3 rio abajo del receptor a IL-6 e IFNy.
Ademas encontramos que MTORC1 que se encuentra rio abajo de estos
receptores, no es activado a través del eje de sefalizacion PI3K/Akt. Nuestros
resultados demuestran que mTORCL1 juega un papel importante en la activacion
de STATS, rio abajo de la sefializacion del receptor a 1I-6 e IFNy en las células

epiteliales durante inflamacion.

Abstract

The transcription factor STAT3 plays a major role in the development of several
autoimmune and cancer pathologies. In the Intestinal epithelium it has been shown
that STAT3 plays a critical role in the maintenance of intestinal homeostasis and in
the mucosa regeneration after inflammation insult. Here, using a murine model of
colon inflammation induced by Dextran sulfate sodic, we show that STAT3 is
activated in epithelial cells during the progress of inflammation. Furthermore, we
found that mMTORC1 mediates STAT3 activation downstream of IL-6 and IFNy
receptors. Interestingly, we also found that mTORCL1 under these receptors is not
activated through the PI3K/Akt axis. In conclusion, our data elucidated an
important role of mMTORC1 on STAT3 activation downstream of IL-6 and IFNy

receptors in the epithelial cells during inflammation.



1. Introduccién

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa son conocidas colectivamente como
enfermedades inflamatorias intestinales (Ell). Estas patologias se caracterizan por
la presencia de una inflamacioén cronica en colon, la excrecién de diarrea con
sangre y el dolor abdominal (Hanauer, 2006). Las Ell son un problema de salud a
nivel mundial con una incidencia cada vez mayor en paises desarrollados y en
vias de desarrollo como México (Kaplan, 2015). En el periodo entre 2004 y 2008
solo en el noroeste de México, 4 pacientes de cada 1000 que ingresaron al

hospital por afio fue por colitis ulcerativa (Bosques et al., 2011).

Las Ell son padecimientos cronicos que perturban la homeostasis del epitelio
intestinal al alterar el balance existente entre proliferacion y apoptosis. Se
desconoce la etiologia de estas enfermedades, pero la patogénesis depende
directamente de las reacciones inmunes locales contra factores ambientales a los
que se someten los individuos y, también, a su susceptibilidad genética (Melgar,
2005). Ademas, en pacientes con EIll tal como colitis ulcerativa, el riesgo de
desarrollar cancer colorectal es mucho mas alto que en la poblacién en general
(Grivennikov et al., 2010).

En general, el desarrollo de terapias dirigidas a curar o atenuar la sintomatologia
de las EIll, depende de conocer cémo las células epiteliales responden a los
estimulos pro- y anti-inflamatorios que se disparan en la mucosa intestinal de los
pacientes con Ell, asi como los mecanismos moleculares que participan en la

renovacion y muerte de las células epiteliales.

2. Marco teo6rico

2.1 El epitelio intestinal

El epitelio intestinal es una monocapa de ceélulas que recubre el lumen del

intestino y funciona como una barrera selectiva y permeable. Tiene dos funciones



criticas: primero, acta como una barrera fisica que impide el paso de patdégenos y
sustancias toxicas al interior del organismo, y segundo, actia como un filtro
selectivo que permite la absorcion de nutrientes esenciales, electrolitos y agua
desde el lumen hasta la circulacion (Groschwitz & Hogan, 2009). Estudios in vitro
e in vivo en diferentes animales han demostrado que las funciones del epitelio
intestinal se regulan no solo por las proteinas de las células epiteliales, sino que
multiples factores entre los que incluyen factores exdégenos, citocinas y células

inmunes también afectan la funcion epitelial (Ma et al., 2017).

Debido a su funcion de barrera las células que conforman el epitelio intestinal
sufren dafios y necesitan recambiarse constantemente, por ello debe mantenerse
un balance entre el nUmero de células que nacen y las que mueren. Para efectuar
tal funcidén el organismo creo un sistema en donde las diversas poblaciones del
epitelio intestinal son renovadas y repuestas continuamente a partir de nichos de
células troncales que residen en la base de las criptas (Figura 1; Potten, 1998) .
Estas células troncales se dividen de forma asimétrica, lo que les permite
mantener un ndamero constante de células troncales en la base de la cripta al
mismo tiempo que se genera una poblacion de células con alta capacidad de
replicacion que dan origen a todas los linajes celulares que forman las criptas
epiteliales. Estas células proliferativas se conocen como células de amplificaciéon
en transito, se dividen rapidamente y migran desde la base de la cripta hacia las
partes superiores del vello, durante este proceso de migracion las células son
estimuladas por diferentes factores que estimulan su diferenciacion y compromiso
hacia un linaje celular especifico: enterocitos absorbentes, células secretoras
caliciformes, células enteroendocrinas, células paneth y células penacho (Barthel,
2017).



Células diferenciadas
absorbente

© § Enterocitos

% secretoras

T
-

Vello
)

0= Caliciforme
T~y

Enteroendocrina

o

Clololaoadlof olobz.z)@

o0
—
C
-

Células progenitoras

De amplificacién de transito
Células troncales

@ Células troncales +4 (Bmil, Tert, Hopx)

Cripta
)

@ ®) Células troncales CBC (Lgr5, Olfm4)

Figura 1. Esquema de la cripta y el vello del epitelio intestinal. Las células troncales se
localizan en la base de las criptas y las células diferenciadas en el vello (Elliott & Kaestner,
2015).

Un desbalance de los procesos bioldégicos encargados de mantener la
homeostasis intestinal conlleva al desarrollo de diversos procesos patoldgicos
entre los que se incluyen las Ell y el cancer (Zhang & Li, 2014).

2.2 Las vias de sefializacion que se afectan durante los procesos inflamatorios
intestinales

Una caracteristica de las enfermedades inflamatorias es el aumento de citocinas
en la mucosa intestinal (Nava et al., 2010). Se ha demostrado que el Interferén-y
(IFNy) y el Factor de Necrosis Tumoral-a (TNFa) son citocinas proinflamatorias
gue estan implicadas en el desarrollo y progresion de las Ell ya que regulan
negativamente la autorenovacion del epitelio e incrementan la muerte de las
células epiteliales (Fais et al., 1994; MacDonald et al., 1990). Nava et al. (2010)
demostraron, in vitro e in vivo, que el IFNy y el TNFa ejercen un efecto bifasico

sobre las células epiteliales intestinales (IECs); la exposicion durante unas horas o



dias, aumenta la proliferacion de las IECs a través de la activacion de la via de
sefalizacion Akt-B-Catenina. Sin embargo, cuando las IECs se exponen durante
semanas a las citocinas, estas disminuyen su proliferacion debido a la
sobreexpresion de Dkk1, un inhibidor de la via Wnt- B-Catenina (Nava et al.,
2010).

Akt es una cinasa de serinas y treoninas que participa en la regulacion de diversos
procesos biologicos, como son la proliferacién, supervivencia, muerte y migracion
celular. Akt es parte de la via de sefalizacion intracelular conocida como
PISK/Akt/mTORC1 la cual esta directamente relacionada con la quiescencia
celular, la proliferacion, el cancer y la longevidad. Esta via de sefializacion es una
rama corriente abajo de los receptores tirosina cinasa y es controlada por PI3K. La
activacion de PI3K induce un aumento de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) en
la membrana plasmética creando un microdominio de membrana cargado
positivamente que estimula el reclutamiento de moléculas con dominios de
pleckstrina (PH), tal es el caso de Akt. Una vez que Akt se localiza en la
membrana plasmatica entra en contacto con dos cinasas de serina y treonina, la
cinasa dependiente de fosfoinositido 1 y 2 (PDK1 y PDK2) (Xu et al., 2012). Estas
cinasas fosforilan a Akt en dos residuos claves que disparan su activacion, la
treonina 308 (PDK1) y la serina 473 (PDK2) (Mora et al., 2004; Sarbassov et al.,
2004). Una vez activada Akt fosforila a sus diversos sutratos/efectores. Uno de los
principales efectores corriente abajo de Akt es el complejo 1 del blanco en
mamifero de rapamicina (MTORC1). mTORC1 es un complejo proteico formado
por mMTOR que es una cinasa de serina y treonina que tiene la tendencia a
asociarse con diferentes proteinas, para formar al menos dos complejos proteicos.
Estos complejos proteicos regulan diferentes procesos biolégicos en la célula.
MTORCL1 esta formado por: raptor, una proteina regulatoria esencial que facilita el
reclutamiento de sustratos al complejo y mLST8 el cual se cree que estabiliza el
dominio catalitico de mTORC1 (Yoon, 2017). Akt activa mTORC1 fosforilando e
inactivando al complejo de esclerosis tuberosa (TSC) el cual es un regulador
negativo de mTORC1 (Inoki et al., 2002). Por otra parte mTORC2 también esta

formado por mLST8, pero en lugar de raptor, contiene a rictor, una proteina que



posiblemente cumple con funciones analogas a raptor del complejo 1 (Saxton &
Sabatini, 2017). mTORC2 se conoce también como PDK2 y es responsable de la
fosforilacion de Akt en el residuo 473. Por lo tanto se encuentra rio arriba de
MTORCL1 en la via de sefializacion PI3K/Akt/mTORCL1.

MTORC1 es un complejo proteico clave en el cual convergen muchas vias de
sefalizacion que promueven procesos anabdlicos tales como proliferacion vy
crecimiento celular. El principal efector de mMTORC1 es S6K, una cinasa que
promueve la sintesis proteica. Sin embargo, se sabe que mTORCL1 también inhibe
procesos catabdlicos como la autofagia en este caso mediante la inhibicién de la
proteina ULK1, cuya funcion principal es la formacion del autofagosoma. Por su
parte, mTORC2 controla la proliferacion y la supervivencia celular mediante la
fosforilacion de varios miembros de la familia de proteinas cinasas AGC,
principalmente Akt (Saxton & Sabatini, 2017).

2.3 Papel de mTORC1 en el desarrollo de las enfermedades inflamatorias
intestinales

Poco se sabe sobre la regulacion de mTORC1 durante los procesos inflamatorios
intestinales. En ratones tratados con Dextran Sulfato Sodico (DSS), para inducir
inflamacion, la actividad de mTORC1 aumenta en las células epiteliales del colon.
Si en estas condiciones mTORCL1 se inhibe con rapamicina, el dafio del epitelio
intestinal y la mortalidad temprana aumenta en comparacién con ratones no
tratados con la droga. Asi mismo, la represion de mTORCL1 disminuye la expresion
de citocinas anti-inflamatorias como Interleucina-10, mientras que aumenta los
niveles de expresion de citocinas pro-inflamatorias como Interleucina-6,
Interleucina-1B y TNFa en el tejido del colon de ratones con colitis inducido con
DSS (Guan et al., 2015). Estos resultados sugieren que mTORC1 juega un papel

esencial en la respuesta antiinflamatoria durante colitis.

Estudios recientes demuestran que, durante la inflamacién, IFNy y TNFa
promueven la interaccion de Raptor con 14-3-3(, lo que resulta en la degradacion

de 14-3-3n, la inhibicibn de mTORC1 y la consecuente activacion de la autofagia.
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14-3-3n usualmente impide la activacion de PDK1, por lo que, al degradarse,
PDK1 se activa, lo que conduce a la hiperactivacion y translocacion de Akt al
ndcleo donde promueve apoptosis (Gomez et al., 2016). Ademas, la activacion de
la autofagia y de la via PI3K-Akt, promueven la diferenciacién y mantenimiento
celulares de las células enteroendocrinas, durante la inflamacion. Por lo tanto se
sugiere que mTORCL1 juega un papel relevante en el mantenimiento de la funcién
de barrera y del mantenimiento de la homeostasis del epitelio intestinal.

Poco se sabe sobre la participacion de mTORC2 durante EIl. Sin embargo,
estudios reciente con ratones deficientes de Rictor en condiciones normales han
demostrado que mTORC2 contribuye de manera importante al mantenimiento de
las diferentes poblaciones de células epiteliales intestinales (Sampson et al.,
2016). Ademas otros estudios han demostrado que existe un incremento en la
expresion de Rictor en el tejido obtenido de pacientes con cancer colorectal, lo que
lleva a sugerir que mMTORC2 puede ser un complejo clave durante el desarrollo de

cancer colorectal asociado a inflamacion crénica (Wang et al., 2017).

2.4 La via de sefalizacion Interleucina 6/STAT3 juega un papel clave en el
desarrollo de las Ell

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina pleitropica que juega un papel importante
en varias enfermedades autoinmunes. En la colitis experimental, esta citocina
estimula la recuperacion del epitelio intestinal a través del Transductor de Sefial y
Activador de la Transcripcion 3 (STAT3). La activacion de STAT3 induce su
translocacion al nucleo, donde estimula la expresion de genes de supervivencia,
proliferativos y anti-apoptoticos, como el de la Ciclina D1 y Bcl-X. (Kuhn et al.
2014). La actividad de STAT3 es inhibida en ratones modelo de colitis
experimental deficientes de mTORC1 estimulados con IL-6 (Guan et al., 2015).
Esto sugiere que existe un mecanismo de retroalimentacion entre la via de
sefalizacion de mTORC1 y de STATS3.
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3. Planteamiento del problema

MTORCL1 es crucial en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos (Saxton
& Sabatini, 2017). En las Ell existe un desbalance de los procesos biolégicos que
mantienen la homeostasis del epitelio intestinal. A consecuencia de ello se
destruye la barrera intestinal, aumenta el infiltrado de células inmunitarias que
exacerban la inflamacion y se observa una acumulacidon de citocinas
proinflamatorias en la mucosa intestinal, tal es el caso del IFNy y el TNFa. Los
estudios actuales demuestran que estas citocinas promueven la inhibicion de
MTORCL1 y la hiperactivacion de la via PISK/mTORC2/Akt/B-Catenina lo que
promueve la apoptosis de las células epiteliales. Ademas, mTORCL tiene un papel
protector en las células no hematopoyéticas del colon en condiciones de colitis
experimental al mediar la via IL-6/STAT3 (Guan et al., 2015; Sampson et al.,
2016). Sin embargo, los mecanismos y las bases moleculares por los cuales

MTORC1 regula la homeostasis epitelial durante colitis no se conocen del todo.

4. Hipotesis

La activacion de mTORCL1 en las células epiteliales del colon es necesaria para
activar STAT3 durante colitis experimental.

5. Objetivo general

Evaluar el papel de mTORCL1 en la activacion de STAT3 en el epitelio intestinal de
ratones C57BL/6J inducidos a colitis experimental.

5.1 Objetivos particulares

e FEvaluar la activacion de STAT3 en el colon de ratones C57BL/6J en un

modelo de colitis experimental.
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e Analizar la activacion de STAT3 en el colon de ratones C57BL/6J inducidos
a colitis experimental en los cuales mMTOR serd inhibido

farmacoldgicamente.

e Evaluar los efectos de la administracion de IL-6 e IFNy sobre la activacion
de mMTORC1y STAT3 en el colon de ratones C57BL/6J.

e Evaluar si la inhibicién de las proteinas de la via PI3K/Akt/mTORC1 reduce

la activacion de STAT3 en un modelo In vitro.

6. Materiales

6.1 Ratones

La cepa de ratones tipo salvaje C57BL/6J se adquiriran del bioterio del
CINVESTAV Unidad Zacatenco.

6.2 Anticuerpos y reactivos

Para los ensayos de Western Blot los anticuerpos primarios que se utilizaron fue
como sigue: Raptor 1:1000 (Cell Signaling Technology), STAT3 1:1000 (Cell
Signaling Technology), Fosfo-STAT3 (pSTAT3) 1:1000 (Cell Signaling
Technology), pS6 1:1000 (Cell Signaling Technology), p70S6 1:1000 (Cell
Signaling Technology), Akt 1:1000 (Santa Cruz), pAkt 1:1000 (Cell Signaling
Technology), pSTAT1 1:1000 (Cell Signaling Technology), GAPDH 1:25000 (Santa
Cruz).

Para los ensayos con inhibidores y citocinas in vivo, las citocinas recombinantes
de ratén IFNy y IL-6 se compraron de PeproTech y el inhibidor de mTOR,
AZD8055 de Astra Zeneca. Se disolvieron al 0.002% en albumina de suero de
ratbn (MSA). Estas fueron utilizadas a la siguiente dosis: 2.5 pg/Kg de peso de

raton para IFNy, 1 ug/Kg de peso para IL-6 y 7.5 mg/Kg de peso para AZD8055.
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Para los ensayos in vitro, el IFNy se utiliz6 a una concentracion de 100 U/ml, la
rapamicina (Calbiochem) se utiliz6 como inhibidor de mTOR a una concentracion
de 20nM, AZD8186 (Astra Zeneca) como inhibidor de PI3K a 4 nM, AZD5363
(Calbiochem) como inhibidor de Akt a 8 nM y AZD8055 (Astra Zeneca) como
inhibidor de mTOR a 50 nM.

El Dextran Sulfato Sodico (DSS) se compro de Affimetrix y se disolvera a 2.5% en

agua potable.

7. Metodologia

7.1 Ensayos In Vitro

Se sembraron células SW480 en cajas de 6 pozos. Se adicion6 1.5 ml de medio
DMEM-F12 mas suero fetal bovino por cada pozo. Posteriormente se dejaron
incubando a 37 °C y 5% de CO:2 durante toda la noche. Cuando las células
estuvieron a 80% de confluencia se realizaron los tratamientos con las citocinas.
Posterior al término de los tratamientos se retird el medio y se realizaron 3 lavados
rapidos con PBS. Seguido, las cajas se metieron a congelar a -20 grados por toda
la noche. Al dia siguiente, las cajas se sacaron del congelador y se les agregé a
cada pozo 80 ul de RYPA. Se recolecto todo el contenido de los pozos con un
raspador y se transfiri6 a tubos eppfendor. Se almacenaron a -20 °C para su

posterior analisis mediante Western Blot.

7.2 Tratamiento con citocinas in vivo

Se emplearon ratones silvestres machos de la cepa C57BL/6J de 7 a 8 semanas
de edad. Una vez aclimatados durante 3 dias en jaulas especiales, a temperatura
ambiente y agua potable, se inyectaron intraperitonealmente con Interleucina 6 o
IFNy. Posteriormente los ratones se dejaron reposar durante 2 horas. Terminado
este tiempo se sacrificaron y el colon fue aislado para su posterior andlisis

mediante Inmunoflourescencia y Western Blot.
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7.3 Obtencion de ratones modelo de colitis aguda

Se emplearon ratones silvestres machos de la cepa C57BL/6J con el mismo fondo
genético de 6 hasta 8 semanas de edad. Los ratones una vez obtenidos se
dejaron aclimatar 3 dias antes del tratamiento en jaulas especiales a temperatura
ambiente, con alimento y agua purificada. Cumplido los 3 dias, se les cambio el
agua por una solucion de DSS al 2.5%. Los ratones se pesaron cada dia hasta su
sacrificio. Los ratones se sacrificaron en el dia 1, 2, 3, 4 y 5 dias post-tratamiento.
Para la inhibicion in vivo de mTOR los ratones se inyectaron diariamente via
intraperitoneal con AZD8055 desde el dia 3 hasta el dia 5 pos-tratamiento con
DSS.

7.4 Extraccion del Colon

Para la extraccion del colon los ratones se anestesiaron en una camara de CO2,
posteriormente se sacrificaron. El colon se extrajo y se midié su longitud y peso.
Posteriormente se cortaron longitudinalmente y se lavaron con PBS para eliminar

restos de excremento y sangre.

Para su andlisis, el colon se cort6 en 3 secciones; la parte proximal se colectd en
Tissue-Tek y se guardd a -80 °C para su posterior analisis. La seccion media se
deposité en tubos eppendorf con 200 uL de optime para el andlisis de secrecion.
La seccion distal se depositd en tubos eppendorf con 300 ul de RYPA y se guardo
a-80 °C.

7.5 Inmunoflourescencia

Las muestras previamente congeladas y colectadas en Tissue-tek se cortaron
empleando un criostato, los cortes se hicieron de 20 micras de grosor y se
montaron en portaobjetos gelatinizados para asegurar su adhesion.
Posteriormente se trataron durante 15 minutos con acetona a 4 °C para fijar y
permeabilizar el tejido, terminado los 15 minutos se retird la acetona y se realizd

un lavado con PBS durante 10 minutos. Seguido, se seco el exceso de PBS y se
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delimité la region de la muestra con plumon hidrofobico. Posterior a esto, se
bloquearon las muestras con 95 pl de BSA al 2% en una camara himeda a
temperatura ambiente por 1 hora. Terminado el bloqueo, las muestras se
incubaron con el anticuerpo primario toda la noche a 4 °C. Todos los anticuerpos
se diluyeron 1:300 en BSA 2%. Los anticuerpos primarios empleados fueron:
pS6rib y pSTAT3 (conejo). Al dia siguiente se retiré el anticuerpo primario y se
lavaron las muestras con PBS durante 10 minutos. Posterior al lavado se
incubaron con anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora. El
anticuerpo secundario se diluyo a 1:1500 en BSA 2% y DAPI 1:2000 para tefiir los
nucleos. Terminada la hora de incubacion se realiz6 un ultimo lavado con PBS
durante 10 minutos. Finalmente las laminillas se montaron con medio de montaje,
se cubrieron con cubreobjetos, se sellaron con barniz y se guardaron en completa
oscuridad. El analisis de las imagenes se realiz6 empleando un microscopio

confocal Leica TCS SP8 y el programa LAS AF.

7.6 Western Blot

El tejido colectado en RIPA se congel6 a -80 grados para su almacenamiento.
Posteriormente se dejé descongelar a cuatro grados centigrados para su posterior
homogenizacion. Una vez homogenizadas las muestras se centrifugaron a 12000
RPM durante 10 minutos en frio. El sobrenadante se recuperd para la
determinacién de proteinas implicadas en las vias de sefalizacion de mTORC1,
proliferacion, apoptosis y autofagia. Posterior a esto, se calcul6 la concentracion
de proteina en cada muestra mediante un ensayo de BCA y se cargd 25 ug de
proteina por muestra en geles de acrilamida. Determinado el volumen de carga se
procedio a incubar las muestras con B-mercaptoetanol y buffer de muestra a 95 °C
durante 10 minutos. Finalizado el tiempo de incubacion las muestras se cargaron
en geles de acrilamida al 10 y 12 % y se corri6 en una cadmara electroforética a
125 Voltios durante 1 hora y media. Terminada la corrida electroforética, se
procedié a transferir a una membrana de nitrocelulosa en una camara de
transferencia a 0.95 Amper durante 2 horas y media. Una vez terminada la

transferencia las membranas se incubaron con rojo de ponceau. Las membranas
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se secaron y se escanearon para la comprobacion de la transferencia.
Posteriormente se realiz6 1 lavado con TTBS de las membranas durante 10
minutos. Una vez lavadas las membranas se prosiguié a bloquear incubando las
membranas con leche al 2% durante 1 hora. Terminado el tiempo de bloqueo se
procedié a incubar las membranas con anticuerpo primario correspondiente diluido
1:1000 en BSA 2% a -4 °C durante toda la noche. Se emplearon los siguientes
anticuerpos primarios: STAT3 y pSTAT3 (conejo), STAT1 y pSTAT1 (conejo), Aktl
(raton), pAkts473 (conejo), P70S6K y pP70S6K (mouse) y GAPDH (raton).
Terminado el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada
uno de las membranas con TTBS para eliminar el excedente de anticuerpo
primario. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a la
enzima Perosidaxa de radbano picante (HRP) diluido 1:10000 en leche al 2%
durante 1 hora. Pasado la hora de incubacion, se prosigio a ser los dltimos 3
lavados de 10 minutos cada uno con TTBS de las membranas para eliminar el
excedente de anticuerpo secundario. Finalmente las membranas se secaron y

realizé el revelado para el andlisis de las bandas de interés.
8. Resultados

8.1 STATS3 se activa desde el dia 4 en la mucosa del colon de ratones con colitis
experimental

Lo primero que hicimos fue analizar la fosforilacion de STAT3 en la tirosina 705
gue indica su activacion. El modelo de colitis experimental que utilizamos consiste
en la administracion oral de DSS en agua de tomar a ratones macho C57BL6/J. El
andlisis mediante Western blot de tejido del colon muestra que la
fosforilacion/activacion de STAT3 aumenta a partir del dia 4 post-tratamiento con
DSS, sin que se alteren significativamente en la cantidad total de STAT3 (Figura
2).

17



DSS

PSTAT 3705

STAT3

GAPDH

Figura 2. La activacion de STAT3 se induce a partir del dia 4 en la mucosa del colon de
ratones inducidos a colitis experimental. La fosforilacion de STAT3 en la tirosina 305 durante
colitis experimental fue evaluada mediante Western Blot del extracto proteico obtenido del colon
de ratones C57BL/6J. A los ratones se les dio a beber en lugar de agua, una solucion de DSS al 2.5%
para inducir inflamacion de la mucosa del colon. Los ratones fueron sacrificados en los dias 1, 2, 3,

4y 5 del tratamiento. Se utilizo GAPDH como control de carga. n=3.

Dado a lo observado en este ensayo, nuestros siguientes andlisis in vivo se
realizaron al dia 3 y 5 pos-tratamiento con DSS para garantizar que se observaran

cambios.

8.2 MTORCL1 y STAT3 se activan en el epitelio del colon expuesto a IL-6 e IFNy,
citocinas caracteristica de la mucosa inflamada

Dado que las citocinas IL-6 e IFNy aumentan en las EIll (Nava et al., 2010),
enseguida se investigd si mMTORC1 también se activa en la mucosa de ratones
C57BL/6J administrados via intraperitoneal con estas citocinas. Como lo muestran
los analisis de Western Blot realizados a lisados totales obtenidos de colon distal
de ratones, la administracion de IFNy induce la fosforilacion/activacion de las
proteinas mTOR, Akt, p70S6K y S6 demostrando que existe un incremento en la
activacion de mTORCL1 la mucosa de colon de los ratones (Figura 3). Esto ocurre

sin afectar el nivel total de dichas moléculas. Estas observaciones sugieren que



MTORCL1 podria jugar un papel importante durante la inflamacion inducida por el
IFNy.
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Figura 3. El IFNy activa la via de seiializacion de Akt y mTORC1 . Los efectos de la inyeccion

intraperitoneal de IFNy sobre proteinas de las vias de mTORC1 fueron analizadas en el lisado de
tejidos de colon de ratones C57BL/6) mediante Western Blot. Los ratones fueron sacrificados a 2
horas Post-inyecccion. Los ratones control fueron inyectados con MSA. La actina fue utilizado como

control de carga. n=3.

La activacion de mTORCL1 por el IFNy se confirma por el aumento de su efector
pS6rib a todo lo largo de la superficie de la cripta del colon (Figura 4). Este
resultado ademas demuestra que la respuesta inflamatoria desatada por la
citocina proinflamatoria IFNy ocurre principalmente en el epitelio intestinal. Asi el
IFNy activa al eje de sefalizacion de Akt/mTORCL1 en las células epiteliales de la

mucosa del colon.
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Figura 4. El IFNy activa a Sérib, el efector corriente abajo de mTORCI1. pSérib (rojo) fue
analizado mediante Inmunoflourescencia del tejido de colon de ratones de la cepa C57BL/6)
inyectados intraperitonealmente con IFNy y sacrificados a 2 horas post-inyeccion. El nucleo se

visualiza en azul. Los ratones control fueron administrados con MSA. n=2.

Nuestro siguiente objetivo fue analizar si las citocinas proinflamatorias IFNy e IL-6
inducen la activaciéon de STAT3 en la mucosa intestinal de los ratones C57BL6J.
Para ello ratones C57BL/6J fueron administrados intraperitonealmente con MSA,
IL-6 (10 pg/Kg) o IFNy (2.5 pg/Kg). Como se observa en la figura 5, existe un
incremento en la fosforilacion de STAT3 en el residuo 705 en las muestras del
lisado de tejido de colon obtenidas de los ratones tratados con IL-6. Esta
activacion es acompafiada de un incremento de la activacion del efector de
MTORC1; P70S6K. De forma interesante, la administracion de IFNy también
aumenta la fosforilacion de STAT3 y ademdas esta activaciéon también fue
acompafada de la activaciéon de P70S6K, efector de mTORCL1. Estos resultados
corroboran que la IL-6 y el IFNy inducen la activacion tanto de mTORC1 como de
STAT3. Cabe preguntarse si la activacion de mTORCL1 es necesaria para la de
STATS.
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Figura 5. STAT3 y los efectores de mTORC1 son activados por IFNy y IL-6. La activacion de
STAT3, P70S6K y S6 fue analizada mediante Western Blot del lisado de tejido de colon de ratones
C57BL/6] estimulados con IL-6 o IFNy mediante inyeccidn intraperitoneal. Los ratones fueron

sacrificados 2 horas después de la inyeccion. Los ratones control fueron inyectados con MSA. n=3.

8.3 La inhibiciéon de mTORC1 abate la activacion de STAT3 in vivo e in vitro

Para investigar si la activacion de mTORC1 se requiere para activar a STAT3,
durante el desarrollo de las EIll, empleamos ratones modelos de colitis
experimental inducida por DSS y el inhibidor de mTOR, AZD8055. Como se
observa en la figura 6, durante la inflamacién experimental se activa a los
efectores de mTORCL1 desde el dia 3 del tratamiento con DSS, alcanzando un
maximo de activacion el dia 5 post-tratamiento, momento en el que también
incrementa la fosforilacién/activacion de STAT3. La inhibicién farmacoldgica de la
funcion de mTORC1 con AZD8055 reduce claramente la fosforilacion de STATS3.
La disminucion en la fosforilacion de los efectores de mTORC1, P70S6K y S6,
luego del tratamiento con AZD8055, demuestra la eficiencia y especificidad de
nuestros tratamientos. En conclusion, este resultado sugiere fuertemente que
MTORC1 media la activacion de STAT3 y sugiere que ambas proteinas participan

en la respuesta anti-inflamatoria del epitelio intestinal.
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Figura 6. La inhibicion de mTOR abate la actividad de STAT3 durante Ell. El efecto de la
inhibicion de mTOR por AZD8055 sobre la activacion de STAT3, STAT1, Akt, p70S6K, S6 fueron
evaluadas durante colitis experimental inducida por DSS mediante Western Blot de un lisado de
tejido de colon de ratones C5BL/6J. Los ratones recibieron agua potable o agua potable con DSS al
2.5%. Se le administro AZD8055 por inyeccion intraperitoneal diariamente desde el tercer dia con
DSS hasta su sacrificio. Los ratones fueron sacrificados al tercer o quinto dia post-tratamiento. Se

utilizé GAPDH como control de carga. n=3.

MTORCL1 es activado rio arriba por el eje de sefializacion PI3K/Akt, que juega un
papel importante en el desarrollo y establecimiento de varias patologias. Nava et
al. (2010) demostro in vitro e in vivo que el IFNy estimula la proliferacion a tiempos
tempranos al estimular la via PI3K/Akt/B-catenina, por ello enseguida se determiné
si esta via era la responsable de la activacion de mTORCL1 y, consecuentemente,
de STAT3 en células epiteliales estimuladas con IFNy. Para ello se trataron células
SW480 con inhibidores de la via PI3K/Akt/mTORC1. Como se observa en la figura
7, la incubacién de células SW480 con IFNy induce un incremento en la
fosforilacion de los residuos Y701 de STAT1 y Y705 de STAT3, los cuales han
sido implicados en la activacion de dichas moléculas. La activacion de STAT1 no



se afecta cuando las células son pre-tratadas con inhibidores contra los
componentes de la via PI3K (AZD8186, PI3K; AZD5363, Akt; Rapamicina,
MTORC1, AZD8055, mTOR). En contraste, cuando las células se incubaron con
rapamicina y AZD8055, inhibidores de mTOR, disminuye muy claramente la
activacion de STAT3, efecto que no se observo cuando se usaron los inhibidores
de PI3K, AZD8186 y Akt AZD5363. Como se muestra en la figura 8, los
tratamientos con dichos inhibidores no afectan el nivel proteico de STAT1 o
STATS3 pero si de pS6 y pP70s6K, demostrando que los tratamientos son eficaces
y especificos, que mMTORC1 activa a STAT3, que ambas activaciones son
esenciales para el desarrollo de la respuesta inflamatoria y que PI3K y Akt no

estan implicadas en esta regulacion.
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Figura 7. La inhibicion de mTORC1 disminuye la activacion de STAT3 estimulada por IFNy.
Los efectos del tratamiento con inhibidores de la via PI3k/Akt/mTORC1 sobre pSTAT3, pSTAT1, y
efectores de mTORCI en lisados celulares de células SW480 estimuladas con IFNyy (100 U/ml) por
6 horas, fueron analizados mediante Western Blot. Los inhibidores se agregaron 15 minutos antes

de la estimulacion con las citocinas. AZD8186, inhibidor de PI3K, AZD5363, inhibidor de Akt



Rapamicina, inhibidor de mTOR, AZD8055, inhibidor de mTOR. GAPDH fue utilizado como control

de carga. n=5.

9. Discusion

STAT3 es un factor clave en el mantenimiento de la homeostasis intestinal y es
activado rio abajo por diversas citocinas y factores. Durante un proceso
inflamatorio intestinal STAT3 estimula la regeneracion del epitelio intestinal
inducido por un dafo inflamatorio. Utilizando un modelo de colitis ulcerativa en
raton inducida por DSS, aqui mostramos un incremento en la
fosforilacién/activacion de STAT3 a partir del dia 4 con el tratamiento. Esta
activacion tardia sugiere que STAT3 se activa cuando existe mayor dafio en el
epitelio intestinal y por lo tanto mayor infiltrado de células inmunes y mayor
cantidad de citocinas proinflamatorias como IFNy y TNFa. En concordancia con
otros grupos los cuales han reportado que STAT3 es un substrato directo de
MTORC1 (Dodd, Yang, Shen, Sampson, & Tee, 2015), encontramos de forma
interesante que MTORCL1 también se activa durante colitis experimental y que la
activacion de STAT3 es abatida cuando los ratones son tratados con inhibidores
de mTORCL1. Esta activacion de mTORCL1 posiblemente sucede rio abajo de los
receptores a citocinas proinflamatorias secretadas en la mucosa intestinal durante
el dafio a la barrera epitelial causada por la inflamacion. De hecho nosotros
observamos mediante inmunofluorescencia y Western blot que la inyeccién
intraperitoneal de IFNy una citocina con mayor aumento en la mucosa durante
inflamacion induce fosforilacién de STAT3 y S6 a lo largo de toda cripta. Nava y
colaboradores demostraron que el IFNy induce la activaciéon de la via PISK/Akt/B-
Catenina para promover proliferacion y supervivencia a tiempos tempranos (Nava
et al., 2010). Sin embargo, en este estudio demostramos mediante ensayos in vitro
que la activacion de mTORC1 y su posterior efecto sobre la activacion de STAT3
no suceden mediante la via clasica PI3K/Akt rio abajo del receptor a IFNy, por lo
que posiblemente MTORC1 podria estar siendo activado mediante otra via aun

desconocida.
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Las EIll son el producto de un desbalance en la homeostasis de la mucosa
intestinal. Aln se desconoce la etiologia de esta patologia, sin embargo se conoce
que diversas vias de sefalizacion estan perturbadas durante la patologia. Debido
a que la activacion de STAT3 en el epitelio intestinal promueve proliferacion y
supervivencia, posiblemente la activacion de STAT3 por IFNy mediante mTORC1
podria ser un mecanismo de proteccion para inhibir ya sea apoptosis o estimular
diferenciacion del epitelio intestinal. El entendimiento de la via que controla la
activacion de mTORC1 y su posterior efecto sobre STAT3 rio abajo de citocinas
proinflamatorias como IFNy podria ser particularmente importante para el
establecimiento de blancos terapéuticos que promuevan la regeneracion del
epitelio intestinal durante inflamacién y alivien los sintomas causados por el

proceso inflamatorio.

10. Conclusién

En conclusion STAT3 es activado durante inflamacion de la mucosa del colon a
partir del dia 4, dia el cual se ha reportado existe mayor dafio del epitelio del colon
por el tratamiento con DSS en ratones. Esta activacion se localiza
predominantemente en las células epiteliales. La activacion de STAT3 también es
inducida por IFNy mediante mTORC1 por una via de sefalizacion audn
desconocida en la cual no participa el eje de sefalizacion PI3K/Akt. Esto apunta a
que la activacion de mTORC1 por un mecanismo desconocido rio abajo de IFNy
es necesaria para la activaciéon de STAT3 durante inflamacion del epitelio intestinal

del colon.

11. Perspectivas

Nuestro siguiente objetivo serd analizar la activacion de STAT3 en ratones knock
out tejido especifico (intestino) para raptor. Estos ratones knock out podrian
confirmar nuestros resultados. De igual manera, la utilizacion de estos ratones nos

proporcionara mucha informacion sobre la participacion de mTORC1 en la
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sefalizacion rio abajo de receptores a citocinas proinflamatorias durante un

proceso inflamatorio intestinal.
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