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Resumen

Los mediadores inmunitarios afectan multiples funciones biolégicas de las células
epiteliales intestinales (CEIl) y, en conjunto con que las células de Paneth y Paneth-
like, desempefian un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis del
epitelio intestinal. El IFN-y es una citocina proinflamatoria prototipo que altera la
homeostasis epitelial intestinal. Sin embargo, el mecanismo subyacente a este
proceso sigue siendo desconocido. En este estudio, utilizando modelos in vivo e in
vitro, demostramos que el IFN-y se secreta espontaneamente en el intestino
delgado. Ademas, hemos observado que esta citocina promueve la secrecién de
componentes citoplasmicos en células de Paneth y Paneth-like, o que induce un
aumento en la proliferacién de las CEI, culminando en la expansién de las células
troncales que expresan OLFM4. La secrecion de los granulos de las células de
Paneth y Paneth-like rio abajo del IFN-y, como se identifica aqui, depende de
mTORC1 y de la induccion de necroptosis. Por lo tanto, nuestros hallazgos han
revelado que las funciones pleiotropicas del IFN-y también abarcan la regulacién de
las células troncales en la mucosa intestinal. Este proceso se lleva a cabo mediante
la estimulacion de la secrecién de las células de Paneth y Paneth-like en el epitelio

intestinal y ocurre en condiciones basales.



Abstract

Immune mediators affect multiple biological functions of intestinal epithelial cells
(IECs) and, like Paneth and Paneth-like cells, play an important role in intestinal
epithelial homeostasis. IFN-y a prototypical proinflammatory cytokine disrupts
intestinal epithelial homeostasis. However, the mechanism underlying the process
remains unknown. In this study, using in vivo and in vitro models we demonstrate
that IFN-y is spontaneously secreted in the small intestine. Furthermore, we
observed that this cytokine stimulates mitochondrial activity, ROS production,
Paneth and Paneth-like cells secretion, IEC proliferation and OLFM4 stem cell
biogenesis. Paneth and Paneth-like secretion downstream of IFN-y, as identified
here, is mMTORC1 and necroptosis-dependent. Thus, our findings revealed that the
pleiotropic function of IFN-y also includes the regulation of stemness and Paneth cell

function in the homeostatic gut.



Introduccion
Homeostasis del epitelio intestinal

El intestino es un drgano hueco que estd revestido por una barrera fisica
conformada por una capa de moco, un epitelio columnar simple y la ldmina propia
donde las células inmunes residen. Dicha barrera tiene varias funciones entre las
que se incluyen: 1) la absorcién de nutrientes, iones y agua; 2) separar el medio
externo del intersticio; y 3) contribuir al establecimiento/mantenimiento de la
tolerancia inmunoldégica (1,2). El efector central de dicha estructura es el epitelio
intestinal, el cual esta formado por una capa continua de células epiteliales
intestinales (CEl) altamente especializadas que se unen fuertemente entre si y que
recubre el lumen intestinal (1,3). Dicha capa de células epiteliales se organiza a lo
largo del tracto intestinal en estructuras unicas, asi, en el intestino delgado se
forman vellosidades y criptas intestinales, mientras que en el intestino grueso solo

observamos criptas pronunciadas.

Para el tenor de este trabajo debemos considerar que el epitelio intestinal es una
estructura que esta en homeostasis, lo que implica que el numero de CEIl que lo
conforman se mantiene constante. Por ello las células epiteliales intestinales que se
danan en la superficie por accion del ambiente tan severo que existe en el lumen
intestinal deben ser reemplazadas por células jévenes nuevas recién generadas
(3,4). Es decir, es necesario que el mismo numero de células que mueren sea el
mismo numero de células que se generen de novo. En dicho proceso la principal
funcidn biologica asociada a la cripta intestinal es indispensable. Brevemente, la
cripta intestinal es una invaginacion del epitelio en cuya porcion mas basal se
encuentra confinado el nicho progenitor intestinal, sitio donde residen las células
progenitoras intestinales (CPIl). Dichas células son esenciales para mantener
constante el numero de CEIl en todo el intestino ya que son las células que al
dividirse dan origen a todos los linajes celulares intestinales (3,5-7). Se ha
postulado que las CPI se replican constantemente de forma asimétrica dando origen
a células progenitoras nuevas cuya finalidad es mantener el nicho progenitor, pero
al mismo tiempo dan origen a un grupo de células con alta capacidad replicativa

quienes ademas pueden diferenciarse, y que se denominan células de amplificacion
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en transito (CAT). Las CAT migran hacia arriba en el eje cripta-superficie, y en el
proceso, se exponen a estimulos que inducen su diferenciacion a los distintos linajes
celulares que componen a la cripta. De todos los linajes celulares diferenciados a
partir de las CAT solamente las células de Paneth migran en direccion opuesta es
decir desde la zona de amplificacion en transito hasta la base de la cripta que es
donde residen junto con las células progenitoras intestinales (8—10). Por todo lo
anterior es facil entender porqué el delicado equilibrio que se establece entre la
proliferacion, la diferenciacion y la muerte de las CEl es el encargado de mantener
la homeostasis epitelial intestinal (Figura 1).
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Figura 1. Homeostasis del epitelio intestinal.

Ahora, cuando el balance homeostatico se pierde, el flujo de antigenos luminales al
intersticio incrementa y se dispara una respuesta inflamatoria que tratara de reparar
el tejido danado (11,12). Sin embargo, en individuos genéticamente susceptibles o

sometidos a detonantes higiénico-dietéticos, las reacciones inflamatorias pueden
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tornarse excesivas o crénicas, esto provoca un deterioro continuo del epitelio,
alteracion de equilibrio de la biota intestinal, acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), alteracion del metabolismo mitocondrial y una mayor exposicién a
los antigenos lo que empeora aun mas la inflamacion (13—16). En conjunto, estos
procesos pueden contribuir al desarrollo de patologia como la colitis ulcerosa y la
enfermedad de Crohn (ambas variantes de las enfermedades inflamatorias
intestinales (Ell)) (12,17-20), la enterocolitis necrosante (21,22), el sindrome de
colon irritable (20), entre otras. Por lo tanto, entender los procesos que mantienen y
regulan la homeostasis del epitelio intestinal es crucial para el desarrollo de
estrategias terapéuticas que nos permitan frenar el dafo epitelial y la aparicion de

patologias que afectan el tracto gastrointestinal.

Regulacién de la homeostasis intestinal: el papel de las células de Paneth
y Paneth-like.

La homeostasis epitelial intestinal es fundamental para mantener la funcion normal
del intestino, por lo tanto, en un epitelio sano es imperativo mantener un absoluto
equilibrio entre la proliferacién, la diferenciaciéon y la muerte de las CEIl. Asi,
cualquier alteracion en uno de estos procesos debe ser contrarrestada por cambios
compensatorios en el/los otro(s). Es importante mencionar que en la mucosa
intestinal todos procesos homeostaticos del epitelio intestinal incluidos la
proliferacion, la diferenciacién y la muerte de las CEI esta influenciada por multiples
sefiales que son liberadas por diversas estirpes celulares presentes en la mucosa
intestinal, entre los que se incluyen los fibroblastos de la submucosa, las células del
sistema inmunoldgico presentes en la lamina propia y las CEI del linaje secretor
(4,10). Al respecto, un tipo particular de CEI secretoras, las células de Paneth (CP),
son células que se consideran piedras angulares de la homeostasis intestinal (8—
10,23).

Las CP son CEIl localizadas en el nicho progenitor de las criptas del intestino
delgado. Estas células poseen cualidades unicas que las distinguen del resto de las
CEl, por ejemplo, tienen una vida media mayor al promedio de las otras células
epiteliales (~30 dias vs ~6 dias), poseen multiples granulos citosélicos y un sistema

de transporte activo hiperactivo (8,23). De hecho, las CP son CEI hipersecretoras
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que producen: 1) factores de crecimiento como ligandos Wnt, EGF, y Notch; 2)
mediadores inmunoldgicos tales como: IL17A, TNFa, IFNB, IL-18, TGF-B1, CD15,
ligando CD95 y la prostaglandina E2; 3) metaloproteinasas y otras proteinas como:
MMP7, Angiogenina-4 (Ang4); 4) metabolitos como: Lactato, cADP ribosa; y 5)
péptidos antimicrobianos como son a-defensinas (cripdinas, en ratones) las que
incluyen a la defensina humana (HD)-5 y -6, lisozima-1, la lectina Regllly y
fosfolipasa A2 secretora (sPLa2). Dentro de las defensinas, la lisozima-1 es la
proteina mas abundante de ellas por lo que se considera el marcador clasico de las
células de Paneth (9,10,23,24).

Morfolégicamente, las CP poseen una forma piramidal con multiples granulos
aciddfilos en el citosol que se encuentran orientados apicalmente. Los granulos
contienen muchas de las proteinas y péptidos que se mencionaron anteriormente y
que son secretados al medio externo bajo un estricto control y regulacion (10,25)

(Figura 2).
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Figura 2. Células de Paneth.

Se sabe que los componentes liberados/excretados actuan de forma autocrina y
paracrina como agentes moduladores de la homeostasis intestinal. Asi, por todo lo

anteriormente expuesto y considerando el contenido de los granulos de las células
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de Paneth podemos mencionar dos funciones principales de estas células: 1)
mantenimiento y regulacion de la biota intestinal, mediada por la secrecion de
defensinas; 2) participacion en el control de la proliferacion y diferenciacién del

epitelio intestinal, regulada por la secrecion de los factores de crecimiento (10,23).

De notar es el hecho de que, en el tracto gastrointestinal las CP s6lo se localizan en
el intestino delgado. Sin embargo, en el intestino grueso, una subpoblacion de CEl
de linaje secretor llamadas células de Paneth-like (CPL) tienen una funcion analoga
a la de las CP en el intestino delgado (26,27). Estas ultimas células, son un linaje
secretor esencial poco estudiado que poseen algunas caracteristicas de las células
caliciformes intestinales, incluida la expresién de mucina 2 (Muc2) y que producen
y secretan ligandos de Notch y EGF. Ademas, ya se demostré que esta poblacion
celular expresa el receptor del factor de células madre tirosin-cinasa c-Kit (28); y a
la proteina derivada de los islotes en regeneracion 4 (Reg4) (26). Por lo tanto, Reg4

se puede considerar como el marcador especifico para las CPL.

Es importante destacar que la ablacién dirigida de células lisozima-1+ y/o Reg4+
conduce a la pérdida o disfuncion del nicho progenitor en el intestino delgado (Sl) e
intestino grueso (LI) respectivamente (23,29,30). Este hallazgo, respalda aun mas
la idea de que estas estirpes celulares actuan como una especie de nodrizas y/o
marcapasos para mantener a las células madre intestinales. Por lo tanto, podemos
aseverar que la secrecion de los mediadores bioldgicos que son producidos por las
CP y CPL es fundamental para el mantenimiento del nicho progenitor y de la

homeostasis del epitelio intestinal.

Regulacién de la secrecién de las células de Paneth
Como mencionamos previamente, la homeostasis intestinal se ve influenciada, en

parte, por las funciones desempefadas por las CP, especialmente la secrecion de
su contenido intracelular. Al respecto, es bien sabido que el contenido de los
granulos de las CP llega al lumen intestinal mediante un proceso de secrecion
merocrina donde la membrana de un granulo individual se fusiona con la membrana
apical. Pero, los mecanismos que modulan dicho proceso aun no se comprenden

en su totalidad. Multiples trabajos han dilucidado algunos de los mecanismos
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responsables de la exocitosis de los granulos intracelulares presentes en las CP.
Por ejemplo, se ha descrito que el betanecol, un secretagogo muscarinico
colinérgico, induce la secrecion en las CP (31). También, se ha documentado que
la secrecion de las CP aumenta en respuesta a la presencia de antigenos
bacterianos o bien de agonistas de los receptores tipo Toll-Like -9 (TLR9) y -3
(TLR3). Por otro lado, también es sabido que algunas citocinas como el IFN-y (32),
la IL-4, la IL-13 (33) y la IL-17 (34), son desencadenantes de la desgranulacion de
las CP. Desafortunadamente los principios bioquimicos subyacentes a dichos

procesos no se conocen del todo.

El Interferon gamma.
El interferon gamma es una citocina proinflamatoria con efectos pleiotropicos que

incluyen la regulacion de la homeostasis tisular, la modulacién de las respuestas
inmunes e inflamatorias ante patdégenos y la inmunovigilancia tumoral. Esta citocina
es secretada exclusivamente por células del sistema inmune innato, como las
células asesinas naturales (NK) y las células linfoides innatas (ILC), asi como por
células inmunitarias adaptativas, entre ellas las células T colaboradoras CD4+ de
tipo 1 (Th1) y los linfocitos T citotoxicos CD8+ (CTL) (35,36). En los linfocitos
innatos, la produccién de interferon gamma es inducida principalmente por las
interleucinas 12 (IL-12) e 18 (IL-18), o tras la activacion de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) y receptores de antigenos. Entre los reguladores
negativos de esta citocina se encuentran la interleucina 4 (IL-4), la interleucina 10
(IL-10), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y los glucocorticoides
(35).

El interferébn gamma (IFN-y), tras su secrecidn, forma un homodimero que se une a
su receptor, el cual es un heterodimero compuesto por dos proteinas
transmembrana. Durante la interaccion ligando-receptor, se forma un complejo
hexamérico que inicia una sefalizacion breve y dinamica mediante la via JAK/STAT.
Esta ruta es crucial para la regulacion de la transcripcién de una amplia gama de
genes y modula distintas funciones biologicas. Brevemente, el receptor de IFN-y es
un complejo tetramerico formado por dos subunidades de IFNyR1, que facilitan el
acoplamiento del ligando, y dos subunidades de IFNyR2, que participan en la
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transduccion de la sefial (35,37). El dominio intracelular de IFNyR1 posee sitios de
unién especificos para la tirosina quinasa Janus (Jak1) y para el factor citosdlico
latente, transductor de senales y activador de la transcripcion (Stat1). La unién del
homodimero de IFN-gamma con el complejo tetramerico formado por el receptor
provoca la activaciéon de Jak1, lo que conduce a la fosforilacion de residuos de
tirosina en el dominio citoplasmico de IFNyR1, facilitando asi la unién y activacion
de STAT1. Posteriormente, el acercamiento de STAT1 a JAK-1 permite que la
cinasa fosforile el C-terminal de STAT1, lo que induce su dimerizacién, permitiendo
que el dimero se disocie del receptor y migre al nucleo, donde se asocia con los
elementos de respuesta a IFNy (GAS) para estimular la transcripcion de genes

relacionados (35-37).

La sefalizacion inducida por el IFN-y tiene multiples efectos y es fundamental en la
proteccion contra infecciones causadas por una variedad de microorganismos. Pero
es importante destacar que la respuesta mediada por esta citocina también es
crucial en distintos procesos patofisioldgicos independientes de patdégenos. De
hecho, la presencia de IFN-y se ha asociado consistentemente con la patogénesis
de varias enfermedades. Asi, los efectos proapoptéticos (38—40), antitumorales (36)
y antiproliferativos (41) del IFN-y se consideran contribuyentes importantes a la
alteracion de la homeostasis tisular en ciertas patologias. Consistente con esta idea,
se ha reportado un incremento en los niveles de esta citocina en la mucosa de
pacientes y modelos animales con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn (ambas
formas de enfermedad inflamatoria intestinal), enterocolitis necrosante, sindrome
del intestino irritable y cancer colorrectal, entre otros, lo que sugiere una relacion
directa entre la presencia del IFN-y y las alteraciones en la homeostasis del epitelio

intestinal observadas en estas patologias (36,37,39,42—44).

Efectos del IFN-y sobre las células epiteliales intestinales
Como se ha mencionado previamente, el interferon gamma (IFN-y) es una citocina

clave en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias intestinales, y existe una
relacion directa entre su presencia y el deterioro de la funcién de barrera en la
mucosa intestinal de estos pacientes (12,45). No obstante, los efectos de esta
citocina sobre las células epiteliales intestinales trascienden el debilitamiento de la
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barrera epitelial. Se ha demostrado que el IFN-y activa diversas vias de sefalizacion
gue modulan las uniones estrechas (46), facilitan la translocacion bacteriana (47) y
regulan la proliferacion y apoptosis celular (41). Ademas, hemos observado que el
interferon gamma induce la secrecion polarizada de IL-6 por parte de las células
epiteliales intestinales (48) y promueve la autofagia mediante la hiperactivacion de
la via de sefalizacion PISK/Akt/mTOR (40).

La investigacion cientifica indica que los efectos del interferon gamma (IFN-y) sobre
las células epiteliales intestinales varian segun el subtipo celular, la duracion de la
estimulacion y la concentracion de la citocina. Farin y colaboradores han
demostrado que el IFN-y induce la secrecion en las células de Paneth y en las
células caliciformes; no obstante, un estimulo excesivo o una exposicion prolongada
a la citocina resulta en la liberaciéon continua del contenido citosdlico y la
subsiguiente destruccion de estas células secretoras (32). Ademas, se ha
observado que la exposicién prolongada al IFN-y puede provocar la muerte de las
células de Paneth mediante un proceso dependiente de las caspasas-3/7 (42), asi
como por apoptosis, necroptosis y piroptosis (43). Estos hallazgos sugieren que,
independientemente del mecanismo de muerte, la exposicién prolongada al IFN-y
conduce a la pérdida de las CP que son esenciales para el mantenimiento del nicho

progenitor.

Los hallazgos anteriores evidencian claramente que el interferon gamma (IFN-y)
tiene multiples efectos biolégicos sobre las células epiteliales intestinales (CEI). No
obstante, considerando la variedad de efectos observados en contextos
patologicos, sostenemos que aun es necesario determinar cuales son los efectos
que el IFN-y ejerce en condiciones basales, si es que existen, y si estos son

comparables con los ya descritos en situaciones patoldgicas.

Via de senalizaciéon mTOR y su papel en la regulacién de las CEI
La diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR), es una serina/treonina

proteina cinasa de 289 kDa perteneciente a la familia de proteinas relacionadas con
PI3K. Esta proteina puede formar dos complejos funcionalmente distintos, llamados
MTOR complejo 1 (nMTORC1) y complejo 2 (mTORC2) (49) (Figura 3).
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Ambos complejos estan integrados por un precomplejo central constituido por:
MTOR, la proteina mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8) que estabiliza
el dominio cinasa de mTOR y DEPTOR (proteina que interactia con mTOR que
contiene el dominio DEP). Si este precomplejo se asocia a la subunidad regulatoria
Raptor (esencial para la localizacion subcelular) y PRAS40 (sustrato Akt rico en
prolina de 40 kDa) se formara el complejo mTORC1. Por su parte el ensamble del
complejo mTORC2 requiere de la proteina de andamio no relacionada Rictor,
mSIN1 (proteina 1 que interactia con MAPK) y PROTOR 1/2 (proteina asociada
con rictor 1 o0 2) (49,50).

mTORC2 actua como un regulador citoesquelético a través de la fosforilacion de
PKCa, un miembro de la familia de proteinas quinasas AGC (PKA/PKG/PKC),
aunque la base mecanicista de este proceso no esta del todo clara. mTORC2
también colabora con PDK1 para activar otras cinasas de la familia AGC, incluidas
varias clases de PKC, la proteina cinasa 1 (SGK1) y activa a la proteina cinasa B
(PKB) también llamada Akt a través de su fosforilacion en la serina 473, un proceso
que es necesario para la activacion maxima de la cinasa y que promueve la
supervivencia, la proliferacion y el crecimiento celular (49,51,52). En los colonocitos,
la via de senalizacion rictor/mTORC2 es un regulador positivo de supervivencia.

Mecanisticamente, mTORC?2 activa
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mTORC1 o ) celular) lo cual previene la liberaciéon
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P.““S‘:'n# * Biosintesis delipidosy (g citocromo C hacia el citoplasma'y
.:T_Lszaﬁ — nucleotidos
" 1 Metabolismo de glucosa congecuentemente  impide  la
activaciéon de la Caspasa-3 (53-55).

Figura 3. Via de senalizacion mTOR. Sin embargo, nosotros hemos

observado que durante colitis
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inducida por DSS, en los colonocitos superficiales la sefalizaciéon de
Rictor/mTORC2 disminuye, la actividad de Akt se reduce, se activa la caspasa-3 y
dichas células entran apoptosis y/o anoikis, o que contribuye a la pérdida de la

continuidad de la barrera epitelial (38).

Por otra parte, en respuesta a la estimulacion con factores de crecimiento, energia,
aminoacidos y oxigeno, mTORC1 induce la sintesis de proteinas a través del factor
de iniciacion eucariota 4E (4E-BP) y la cinasa p70 S6 1 (S6K1); asimismo impulsa
la sintesis de lipidos lo cual hace a través de la proteina de unién al elemento
regulador de esterol 1/2 (SREBP1/2) (56). Sin embargo, no son sus unicas
funciones ya que cuando mTORC1 se activa también puede estimular la biosintesis
de nucledtidos en las células en proliferacion; incrementar la biogénesis
mitocondrial al promover la formacion del complejo transcripcional yin-yang 1
(YY1)/PGC1a; o inhibir la autofagia catabdlica (57).

En las CEl, la activacion de mTORC1 promovida por la exposicion prolongada al
IFN-y, inhibe la proliferacion y disminuye el dafio al DNA (58). Por otro lado, en las
CP se ha demostrado que esta citocina altera la integridad mitocondrial y el
potencial de membrana, lo que da como resultado un mecanismo de muerte celular
dependiente de mTORC1 (59). Ademas, de manera indirecta, al inhibir la autofagia
ejerce control sobre la secrecion de proteinas, la produccion de péptidos
antimicrobianos y la degradacién de organulos o proteinas aberrantes, mecanismos
clave en la fisiologia de las CP (56). Recientemente, un informe mostré que la sobre-
activacion de mTORC1 en el epitelio intestinal mediante la delecion de Tsc1 (un
inhibidor directo del complejo mMTORC1) resulta en un incremento de la muerte por
necroptosis en las CEIl (60). Ademas, se debilita la funcién de barrera del epitelio
intestinal y por consiguiente dichos organismos tienen un peor prondstico durante

la colitis inducida por DSS.

Por todo lo anteriormente expuesto, es facil de entender que existe un vinculo real
y directo entre los mecanismos que rigen la homeostasis del epitelio intestinal y el
estado de activacion de la sefializacion mediada por mTORC1 y mTORC2.
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Necroptosis en el epitelio intestinal
En el 2005, Degterev y colaboradores describieron por primera vez un proceso de

muerte celular programada que es independiente de caspasas, pero dependiente
de proteinas cinasas de interaccion con el receptor también llamadas proteinas RIP
por sus siglas en inglés (Receptor-Interacting Protein kinase-1), a dicho proceso de
muerte celular se le denomin6 necroptosis (61—63). Brevemente, este proceso de
muerte ocurre tras la deteccidn de una "sefial de muerte" y en ausencia de actividad
de caspasa-8, RIP1 se autofosforila, recluta y activa a RIP3, formando un complejo
llamado ripoptosoma. El complejo RIP1/RIP3 recluta y fosforila a la proteina similar
al dominio de linaje mixto MLKL en los residuos Thr357 y Ser3582, formando el
denominado necrosoma. Finalmente, los oligomeros pMLKL se translocan a
parches ricos en fosfatidilinositol fosfato (PIP) en la membrana celular y forman
poros que permiten la entrada de iones, salida del contenido citosdlico al intersticio
(DAMPs), edema y lisis celular (64—67) (Figura 4).

]
i
\T) ‘Contenidd” _
b 4 sintracelular =&
[ ] L ]
Sefial de =~ =
muerte

]
i 50
=

- ]

Apoptosis

Figura 4. Necroptosis
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La liberacion del contenido citoplasmisco al intersticio provoca la activacion de las
células del sistema inmunoldgico residentes, secrecion de citocinas y reclutamiento
de mas componentes del sistema inmunolégico, lo que lleva al inicio de la

inflamacion (66).

Ademas de pMLKL, otro de los efectores de la necroptosis son las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (15,68,69) inducidas por RIP1 y RIP3. Se sabe que
RIP1 aumenta la transcripcion del coactivador del receptor gamma 1-alfa activado
por el proliferador de peroxisomas (PGC1-a), lo que conduce al aumento de la
actividad mitocondrial con la consecuente formacion y liberacion de ROS
mitocondriales al citosol (15,69). Mientras que, por su parte RIP3 aumenta la
glicolisis, el metabolismo del glutamato, asi como la actividad del ciclo de Krebs, lo
que resulta en hiperactividad mitocondrial que conduce al aumento de la produccion
de ROS (15).

Necroptosis durante patologias que afectan la homeostasis intestinal: el
caso de las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell)

Aunque diferentes tipos de muerte celular se han vinculado al desarrollo y
establecimiento de las Ell, se desconoce cual es la contribucién real de cada uno
de estos mecanismos a la fisiopatologia de estas enfermedades. La importancia de
la necroptosis en la patogénesis y evolucién de las Ell ha quedado de manifiesto
recientemente por multiples hallazgos entre los que se incluyen: 1) la presencia de
pRIP3 en células de Paneth vistas en biopsias de pacientes con enfermedad de
Crohn (EC) (70); 2) en muestras provenientes de ileon y colon de nifios con Ell se
observé que la necroptosis contribuye a perpetuar el proceso inflamatorio
probablemente porque estimula la inflamacién intestinal (71); 3) el analisis de bases
de datos de pacientes con Ell indicé que existe una correlacién directa entre la
regulacion positiva de genes implicados en la necroptosis y la gravedad de la
enfermedad (72,73); 4) la necrosulfonamida (NSA) y la necrostatina-1 (nec-1), dos
inhibidores de RIPK1, reducen la inflamacion intestinal en un modelo murino de
colitis inducida por DSS (73,74); y 5) la presencia de citocinas proinflamatorias en
sangre periférica de pacientes con colitis ulcerosa (un tipo de Ell) y en ratones con

colitis inducida por DSS se reduce tras la administracién del inhibidor de RIPKS3,
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GSK&872 (75). Sin embargo, a pesar de la evidencia acumulada, aun se desconoce
el papel especifico de la necroptosis en la regulacion de la homeostasis del epitelio

intestinal.

Justificacion

La pérdida de la homeostasis del epitelio intestinal se asocia con el desarrollo de
diversas patologias gastrointestinales. En el caso de las Enfermedades
Inflamatorias Intestinales se sabe que aumenta la muerte y disminuye la
proliferacion de las células epiteliales intestinales por lo que se pierde la funcion de
barrera del epitelio intestinal. Los mecanismos moleculares implicados en dichos

procesos se desconocen.

La necroptosis es un tipo de muerte celular regulado positivamente por mTORC1 y
se ha sugerido que es responsable de la muerte de las células de Paneth en
pacientes con Enfermedades Inflamatorias Intestinales. Ademas, el IFN-y induce

hiperactivacion de la via PISK/Akt/mTORC1 en la mucosa colitica.

Sin  embargo, el papel que desempefia el eje de sefalizacién
PI3K/Akt/mTORC1/necroptosis en el intestino en homeostasis no se ha definido. Asi

como tampoco se conoce el papel que juega el IFN-y en dicho proceso.

Hipotesis
El IFN-y presente en la mucosa intestinal en homeostasis induce necroptosis
dependiente de mTORC1 en las células de Paneth y favorece la degranulacién de

dichas células.

Objetivos

Objetivo general
Determinar si el IFN-y induce necroptosis dependiente del complejo 1 de la diana

de rapamicina en mamiferos en las CEl y si este proceso estimula la degranulacion

de las células de Paneth.
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Objetivos particulares
1. Identificar los mediadores inflamatorios que se encuentran en el intestino bajo

condiciones basales.
2. Analizar el efecto del IFN-y sobre la proliferaciéon y muerte del epitelio intestinal.

3. ldentificar las vias de sefializacion que regulan positivamente la proliferacién de

las CEI que son estimuladas con IFN-y.
4. Investigar si el IFN-y induce degranulacion de las células de Paneth

5. ldentificar el mecanismo por el cual mMTORC1 regula la degranulacion de las CP

rio abajo del IFN-y.

Material y métodos
Anticuerpos y reactivos

Los anticuerpos y reactivos se utilizaron acorde a lo sugerido por el fabricante. Akt1
(CST-2938), pAkt (Ser473) (CST-4060), Caspasa 3 activa (Asp175) (CST-9661),
Proteina ribosomal p-S6 (S235/236) (CST-4858), Proteina ribosomal S6 (CST-
2217), PCNA (CST-13110), p-Histona H3 (Ser10) (CST-9701), RIP (CST-3493), p-
MLKL (Ser345) (CST-3733), pLRP6 (CST-2568), LRP6 (CST-2560) y B-catenina no
fosforilada (activa) (ABC) (Ser33/37/Thr41) (CST-8814) se adquirieron de Cell
Signaling Technology (Danvers, MA). RIP3 (ab56164) y lisozima (ab108508) se
obtuvieron de Abcam (Cambridge, Reino Unido). La anti-actina de raton fue
amablemente donada por el Dr. Manuel Hernandez; Departamento de Biologia
Celular, CINVESTAV. REG4 (A13129) se adquirieron de ABclonal (Woburn, MA).
Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP se adquirieron de Jackson
Immuno Research Laboratories (West Grove, PA). El IFN-y recombinante humano
y murino se obtuvo de PeproTech (Rocky Hill, Nueva Jersey) y se utilizaron a 100
U/mL para el tratamiento in vitro y 2.5 pg/kg para el tratamiento in vivo. AZD8055
(HY10422) y AZD5363 (HY-15431) se adquirieron de MedChemExpress®

(Monmouth Junction, Nueva Jersey). N-Acetil-L-cisteina (A9165), Necrostatina-1



(N9037), Solucién de peroxido de hidrégeno (H1009), Everolimus (94687) y Akt VIII
(124018) se obtuvieron de Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO).

Modelo experimental para evaluar el efecto del IFN-y sobre Ila
proliferacion y muerte del epitelio intestinal

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 y se aprobaron por la Unidad Institucional de Produccién y
Experimentacion con Animales de Laboratorio (UPEAL, protocolo 0186-16). Se
emplearon ratones macho de la cepa C57BL/6J de entre 6-8 semanas de edad los
cuales se alojaron en el bioterio del CINVESTAV en condiciones estandar ciclo
luz/oscuridad, con libre acceso a alimento y agua. El IFN-y recombinante de ratén
se disolvié en albumina sérica de raton al 0,002 % (MSA; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) y se administré a una concentracion de 2,5 pg/kg. Como control negativo se
administr6 MSA (vehiculo). EI MSA y el IFN-y se administraron por via
intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados a las 4 o 18 h posteriores a la
inyeccion, y el colon y el intestino delgado colectados y procesados para RT-PCR,
citometria de flujo, aislamiento de criptas para analisis de proteinas de interés por
Western blot, medicion de ROS, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, H&E y

ensayo de actividad mitocondrial.

Aislamiento de criptas intestinales
Se aislo el colon e intestino delgado y se extrajo un segmento de 1-2 cm. La viscera

se abrio, se lavo en PBS 1x frio para retirar las heces y se procesaron segun la
técnica estandar. Las criptas aisladas se lisaron en buffer RIPA (NaCl 150 mM, NP-
40 1%, acido desoxicélico 0,5%, SDS 0,1%, Tris 50 mM, pH 8,0) para Western Blot
(76).

Generacion de organoides intestinales
Se generaron organoides intestinales de raton siguiendo el protocolo establecido (5)
que brevemente consiste en el aislamiento de criptas intestinales, la cuales se
hacen pasar por multiples filtraciones que permiten su purificacién y posteriormente
son sembradas en un domo o cupula de Matrigel con factores de crecimiento. Dicha

matriz permite la expansién y diferenciacion de las CPl. Generando estructuras
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esferoidales que son denominadas organoides. Los organoides tardan
aproximadamente 5-7 dias en gemar. Una vez gemados se procedio a realizar los
experimentos. Aintervalos semanales, los organoides se disociaron

mecanicamente y se volvieron a sembrar.

Western blot
Las muestras de mucosa total y criptas aisladas fueron colectadas en solucién

amortiguadora de RIPA (50 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% &acido desoxicolico, 0.1%
SDS, 50 mM Tris, pH 8.0) y fueron homogenizados empleando un
homogenizador Benchmark BeadBlaster (Benchmark Scientific; Sayreville, NJ). La
concentracion de proteina fue determinada empleando el ensayo de cuantificacion
de la proteina BCA (Pierce, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA). Se cargaron

20 ug de proteina en SDS PAGE desnaturalizante para Western Blot.

Ensayo de cuantificacion de citoquinas
Los explantes intestinales se colocaron en 500 uyl de medio estéril (RPMI 10% SFB)

por 2 horas a 37°C, CO2 5%, o en buffer de disociacion (PBS1X/Triton x-100 0.1%).
Se centrifugaron a 10.000 gy 4°C durante 10 minutos y se obtuvo el sobrenadante.
El primero corresponde a las citocinas secretadas constitutivamente mientras que
el segundo a las citocinas producidas constitutivamente por el tejido. La
concentracion de citocinas de los sobrenadantes se midio utilizando Biolegend
LEGENDplex (Mouse Inflammation Panel 13-plex, 740446). El ensayo se realizd
segun las instrucciones del fabricante y se cuantificd usando un citdbmetro Sysmex
XF1600. El analisis de los datos obtenidos se realizé con el paquete de software de
analisis de datos LEGENDplex.

Inmunofluorescencia (IF) y deteccién de Especies reactivas de oxigeno
Las muestras de colon se criopreservaron en O.C.T. (Sakura Finetekm Torrance,

CA) y seccionan (20 um); se procesaron segun el protocolo previamente descrito
(77). Para la deteccion de ROS, se incubaron secciones de tejido de 20 ym de
espesor con el kit de ensayo de deteccion de ROS celular DCFDA 10 uM (Abcam)
o el reactivo Green CellROX 5 uyM (Life Technologies) durante 30 minutos a 37 °C.

Cuando se utilizo el reactivo Green CellROX, el tejido se fijé con formaldehido al 3,7
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% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las imagenes representativas
fueron obtenidas usando el microscopio de barrido laser confocal Leica-TCP-SP8
(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) a 20x, 40x y 63x. Se utilizé Fiji-lmage

J 2.1.0./1.53c (https://imagej.nih.goV/ij/) (Bethesda, MD) para analizar las imagenes.

Analisis de apoptosis, necroptosis y proliferacion celular
La apoptosis, necroptosis y proliferacion se evaluaron analizando la presencia de

caspasa 3 activa (ACasp3), RIP3, pHist3, PCNA y la incorporacion del analogo de
timidina 5-etinil-2'-desoxiuridina (Edu) respectivamente. La tincién de IHC (78) e IF

(79) se realiz6 segun procedimientos estandar.

Evaluacién de la citoarquitectura de la base de la cripta intestinal (H&E)
e inmunohistoquimica (IHQ)

Las muestras de colon se limpiaron y se fijaron en formalina tamponada neutra al
4% (Sigma-Aldrich; St Louis, MO) durante 12-24 horas y se embebieron en parafina.
Se cortaron secciones de parafina (4 pm/seccion), se desparafinaron y se
procesaron para tincion con H&E utilizando técnicas estandar. Posteriormente, se
evalué la morfologia de las células de Paneth, se determiné el largo de cripta y

vellosidad intestinal.

Citometria de flujo
Se diseco y se lavo el intestino delgado, se retiraron las placas de Peyer y luego se

corto el tejido en trozos de 2 cm de largo. Estas piezas se colocaron en un tubo
cénico de 50 mL con 20 mL de 1x solucion Hanks. El tejido se agité a 250 rpm
durante 20 min a 37°C, se filtré con un colador de malla 20 de acero inoxidable y se
lavé con PBS 1x. El tejido se recogié en un tubo cénico de 50 mL con 20 mL de
RPMI. El tejido se cort6 finamente. Luego se agregaron 20 mg de Colagenasa | y
10 mg de DNasa | (Sigma), esta mezcla se colocd en una incubadora con agitador
orbital (200 rpm) a 37°C durante 20 minutos. La suspensién celular se filtré a través
de una malla de 100 um, luego se centrifugd (5 minutos, 1500 rpm) y se lavé una
vez con 5 mL de PBS 1x frio. Finalmente, las células se resuspendieron en 5 mL de
PBS 1X suplementado con FBS al 5%. La citometria de flujo se realiz6 utilizando
los siguientes anticuerpos monoclonales: AF700 anti-CD45, BV510 anti-EpCAM,
APC anti-Sca-1, APC/Fire 750 anti-CD117 (c-kit), PECy7 anti-CD31, todos de
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Biolegend (San Diego, CA). Las células vivas se detectaron utilizando el tinte de
viabilidad reparable ViaKrome 808 de Beckman Coulter (Carlsbad, CA). La
adquisiciéon de datos se realizé en el citometro de flujo CytoFLEX LX (Beckman
Coulter, Carlsbad, CA) y se analizé utilizando CytExpert v2.4.0.28

PCR en tiempo real
El ARN total se aislo de criptas aisladas de intestino delgado y grueso utilizando el

kit Quick-DNA Miniprep Plus (Zymo), de acuerdo con el protocolo del fabricante con
digestion con ADNasa en columna. El ADNc se generd utilizando el kit de
transcripcion inversa QuantiTect (Qiagen), segun el protocolo del fabricante. El
ADNCc se utiliz6 como plantilla para la PCR cuantitativa en tiempo real utilizando
PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo) y cebadores para Lgr5 (F,
TGAGCGGGACCTTGAAGATT; R, AGGTGCTCACAGGGCTTGAA), OIfm4 (F,
ATCCACCTATCACTTCAGA; R, GAGCCTCTTCTCATACAC), Lyz (F,
ATGGCTACCGTGGTGTCAAG; R, CGGTCTCCACGGTTGTAGTT) y gapdh (F,
TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC; R, AAGATGGTGATGGGCTTCCCG). La PCR
y el analisis se realizaron utilizando un ciclador AriaMx (Agilent) y la expresion

geénica se calculo en relacion con gapdh.

Analisis bioenergético en mitocondrias aisladas
La respiracion mitocondrial se determin6 en mitocondrias aisladas del ileon y colon

utilizando el analizador de flujo extracelular Seahorse XFe96 (Agilent Technologies).
Se sacrificaron los ratones y, después de la diseccion del intestino, se colocaron
aproximadamente 40 mg de ileon y colon en un tampdn de aislamiento mitocondrial
frio (MIB1 210 mM, d-Manitol 70 mM) y se centrifugaron a 800 xg durante 10 minutos
a 4 °C. Luego se homogeneizé el tejido usando un Polytron PT 0-35 y se centrifugd
a 800 xg durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante recogido se centrifugd a 8000 xg
(10 min a4 °C), y el sedimento que contenia las mitocondrias se lavo tres veces con
MIB1 y se resuspendié en Solucion de ensayo mitocondrial (MAS1, d-manitol 220
mM, sacarosa 70 mM, KH2PO4 10 mM, MgCI2 5 mM, HEPES 2 mM, EGTA 1 mM,
BSA al 0,2%, pH 7,2) con la adicion de sustratos (glutamato 10 mM y 5 mM malato).
La proteina total se determin6 usando el fluorometro Qubit® 3.0. Se diluyeron 6 ug
de mitocondrias aisladas en tampon MAS1 con sustratos y se cargaron por pocillo
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en la placa XFe96. Las mitocondrias en placas se centrifugaron a 2000 xg durante
20 min a4 °C. La tasa de consumo de oxigeno (OCR) se midi6 en 7 réplicas técnicas
para cada ratén utilizando los siguientes compuestos: ADP (4 mM), oligomicina (2,5
pMM), FCCP (3 pM) y antimicina A (1 uM)/rotenona (1 uM). . Se calcularon los cuatro
estados de respiracion mitocondrial: respiracion basal (respiracion de las
mitocondrias con sustratos, pero sin ADP), produccion de ATP o respiraciéon
fosforilante (tasa de formacion de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico), fuga
de protones o respiracion no fosforilante (tasa de consumo de oxigeno mientras la
ATP sintasa es inhibida por la oligomicina) y la respiracién maxima después de la

inyeccion de FCCP.

Analisis estadistico
Las especificaciones estadisticas que incluyen: el tamafio de la muestra, las

mediciones de precision y las pruebas estadisticas se proporcionan en los pies de
la figura segun corresponda. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a valores de: ns= no significativo, *p <0.05; ** p <0.01 y *** p <0.001.
El analisis se realizd utilizando el software GraphPad Prism version 9.0.0 para

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com.

Resultados
IFN-y se produce y se secreta constitutivamente en el intestino delgado

Los mediadores inmunologicos son reguladores importantes que controlan la
homeostasis del epitelio intestinal. Sin embargo, su expresion en la mucosa
intestinal durante condiciones basales no se ha evaluado adecuadamente. Por ello,
investigamos la produccion y secrecién de diversas citocinas tales como: CCL2
(MCP-1), GM-CSF, IFN-y, IFN-B, IL-1a, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IL-17A, IL-23,
IL-27 y TNF-a en el intestino de ratones C57BL/6J. Inesperadamente, observamos
que los ratones Wt normales produjeron ~100 veces mas IFN-y en el intestino
delgado (SI, small intestine) en comparacion con el intestino grueso (LI, large
intestine), ademas de que la citoquina se secretd constitutivamente en el Sl (Figura
5A). También observamos que otras citocinas incluidas IL-1q, IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-

17A, IL-23, IL-27 y TNF-qa, se produjeron y secretaron diferencialmente tanto en el
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colon (LI) como en el intestino delgado (Sl) de ratones Wt (Figura 5B). Sin embargo,
fue la produccion y secrecion del IFN-y la que llamo nuestra atencidn, porque hasta
donde se conoce en el intestino existen multiples poblaciones celulares que pueden
producir la gran variedad de citoquinas que observamos en la mucosa excepto el
IFN-y ya que este solo se produce por células inmunes. Asi, decidimos validar
nuestros hallazgos y para ello analizamos la produccion y secrecion de CCL2 (MCP-
1), GM-CSF, IFN-y, IFN-B, IL-1qa, IL-1B, IL-6, IL-10, IL. -12 (p70), IL-17A, IL-23, IL-
27 y TNF-a en ratones transgénicos con deficiencia de la molécula asociada a
células T restringida a clase | intestinal o también llamada CRTAM (CIRTAMKO),
por sus siglas en inglés. Dichos ratones carecen de IFN-y en las mucosas ya que
tienen células T no funcionales (80,81). En disposicion con lo anteriormente
publicado, el IFN-y fue indetectable en el SI de CRTAMKO, validando nuestro
ensayo y nuestros hallazgos anteriores. Sin embargo, y sorprendentemente, se
detecto la presencia de IFN-y en el colon de CRTAMKO, lo que indica que la
produccion de IFN-y en la mucosa del colon pudo ser originada por otra estirpe
celular diferente a las células T (Figura 5B). También se detectaron otras citocinas
como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-23, IL-27 y TNF-a en la mucosa intestinal
de animales CRTAMKO, indicando lo que ya habiamos propuesto que multiples
linajes celulares de la mucosa intestinal pueden producir citocinas. Debido a estos
resultados, procedimos a confirmar si los linfocitos T del Sl realmente producian
IFN-y. Para este fin, se disecaron intestinos de animales Wt, se colocaron en medio
con Brefeldina A (un inhibidor de eleccion de la secrecidon de proteinas (82)).
Posteriormente, se enrollo el tejido y se procesé para IF. El analisis de tincidon por
inmunofluorescencia reveld que las células inmunes intraepiteliales son las
principales productoras de IFN-y en el S| (Figura 5C). Una evaluacién adicional
mediante citometria de flujo evidencié que, efectivamente, las células T CD4+ son
la principal fuente que produce y secreta de forma constitutiva el IFN-y en el SI
(Figura 5D-E). Por lo tanto, en conjunto, nuestros hallazgos sugieren que el IFN-y
es producido y secretado constitutivamente por las células T CD4+ presentes en el
Sl
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Figura 5. El IFN-y se secreta constitutivamente en el intestino delgado.

Se realizé la cuantificacion de IFN-y (A), IFN, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, GM-
CSF, MCP-1y TNFa (B) en intestino delgado (Sl) y grueso (LI) de ratones Wt y CRTAMKO, Se analizé
la presencia de citocinas en la mucosa completa (produccion constitutiva de citocinas) o en los

medios de cultivo RPMI 10% de la mucosa no estimulada (secrecidén constitutiva de citocinas).
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Ambos sobrenadantes se analizaron usando un ensayo Biolegend LEGENDplex Mouse

Inflammation Panel (13-plex) (Cat. No. 740446). Se evaluaron 3 animales diferentes.

C) Inmunofluorescencia (IF) de IFN-y (verde) y B-catenina (rojo) en Sl de ratones Wt. Se tifieron
criosecciones de 20 um de explantes control y tratados con Brefeldin A (BFA). El tratamiento con
BFA se llevd a cabo durante 3 horas. Nucleos=azul. Flecha = células inmunes intraepiteliales
positivas. Barra=20um. Se evaluaron 3 animales diferentes y se muestra una imagen
representativa.

D) IF para IFN-y (rojo) y CD4+ (verde) (D) o IFN-y (rojo) y CD8+ (verde) (E) en criosecciones de Sl.
El tratamiento con BFA se llevd a cabo durante 3 h. Nucleos=azul. Punta de flecha = célula
positiva CD4+, Flecha = célula doble positiva. Barra=10um. Se evaluaron 3 animales diferentes
y se muestra una imagen representativa.

F) Identificacion por citometria de flujo de células IFN-y+ en preparaciones obtenidas a partir del
ileon de ratones C57BL/6J. Los valores representan el porcentaje medio de eventos que se

encuentran dentro de sus respectivos cuadrantes. Sl se obtuvo de ratones no tratados. n=4.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos independientes.
Los valores de p se calcularon mediante analisis de t de student (A, B), analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) con la prueba post hoc de Tukey (E) o anova bidireccional con la prueba
post hoc de Sidak (F) ***p <0,001.

El IFN-y estimula la proliferacién y la muerte de las CEl dependiente del
tiempo

Durante procesos inflamatorios intestinales, el IFN-y inhibe la proliferacion de
células epiteliales intestinales (IECP) mientras estimula la muerte de las células
epiteliales intestinales (IECD) a tiempos tardios (41). Por lo tanto, considerando la
produccion y secrecion diferencial de IFN-y observada previamente, decidimos
investigar el efecto de la citoquina sobre la homeostasis de las CEI. Para ello
tomamos ventaja de un método confiable y controlable para analizar los efectos
pleiotrépicos de la citocina en el tracto gastrointestinal el cual ha sido implementado
en nuestro laboratorio, la administracién intraperitoneal de IFN-y (38,41,58). Para
evaluar los efectos tempranos y tardios que ejerce el IFN-y sobre la homeostasis
del epitelio intestinal consideramos la IECP y la IECD en el intestino de ratones
expuestos a la citocina durante 4 y 18 horas. Es importante mencionar que
encontramos que una sola dosis de la citocina administrada por via IP produjo
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respuestas similares en el colon y en el Sl. Los efectos que observamos fueron los
siguientes, después de 18 h de administracion de IFN-y se encontré que existe una
marcada reduccion de la IECP, un acortamiento de la longitud de las criptas y un
evidente colapso de la luz de las criptas intestinales (Figura 6A-D). Sin embargo, a
4 h de tratamiento con IFN-y se estimularon la IECP y agrandaron las criptas del
colon sin inducir modificaciones citoarquitectonicas claras en el tejido. En este
periodo solo se observaron cambios minimos en la citoarquitectura de las criptas y
vellosidades del Sl (Figura 6A-D). Es importante destacar que la apoptosis y la
necroptosis aumentaron, gradual y sostenidamente, principalmente en las CEl de la
mucosa superficial después de la estimulacion con IFN-y (Figura 6A). Dado que la
induccion en la IECP mediada por el tratamiento con IFN-y fue inesperada,
validamos nuestros hallazgos utilizando un modelo in vitro de organoides. Como se
muestra en las Figuras 6E y F, el tratamiento con IFN-y estimulé eficientemente la
proliferacion celular en los enteroides, como lo muestra el aumento en PCNA vy
pHist3, asi como el incremento en la incorporacion EdU en el nucleo, lo que
corrobora nuestros hallazgos in vivo. Como era de esperarse por datos reportados
previamente (83), el tratamiento con IFN-y también desencadend la activacion de
caspasa-3 en los organoides. Asi que, en conjunto, nuestros resultados sugieren
que el IFN-y influye positivamente en la IECP y la IECD y que esto ocurre con una

temporalidad distinta.
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Figura 6. El IFN-y induce la proliferaciéon y muerte de las células epiteliales intestinales

dependiente del tiempo.

A) Panel superior: pHist3, RIP3 y ACasp3 se evaluaron mediante Western Blot (Wb) de criptas

B)

aisladas de Sl y LI obtenidas de ratones C57BL/6J inyectados intraperitonealmente (i.p). con
vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg). Los ratones fueron sacrificados 4 o 18 h después de la inyeccion.
Actina se usé como control de carga. Panel inferior: tincion de inmunofluorescencia (IF) para
pHist3 (blanco) en criosecciones de LI de ratones control y tratados con IFN-y. Los ratones fueron
sacrificados 4 h después de la inyeccion de la citocina. Nucleos=rojo. Barra=50um. Se evaluaron
6 animales diferentes y se muestran imagenes representativas.

La incorporacion de EdU (verde) en CEl se analizd mediante microscopia confocal en

criosecciones de Siy Li de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg).
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Los ratones fueron sacrificados 4 o 18 h después de la inyeccién. Se muestran imagenes
representativas. Nucleos=azul. Una linea blanca discontinua limita la cripta. Barra= 50um. En los
graficos se muestran las cuantificaciones de las células EdU positivas por cripta.

C) Lalongitud de la cripta se analizé en Sl y LI de ratones inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5
pg/kg). Los ratones fueron sacrificados 4 o 18 h después de la inyeccién. El grafico representa
un conjunto de 100 criptas analizadas en 6 animales.

D) Tincion de H&E representativa de la mucosa de Siy Li de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con
vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg). Los ratones fueron sacrificados 4 o 18 h después de la inyeccion.

La flecha indica el lumen de una cripta colapsada. Barra= 50 ym. Se muestran imagenes

representativas. n=6 animales por grupo.
E) PCNA, pHist3 y ACasp-3 se evaluaron mediante Wb en organoides. El tratamiento con IFN-y (20

ng/mL) se realiz6 durante 1.5, 3y 6 h. Actina se utilizé como control de carga. Wb representativo

de n = 3 experimentos independientes.
F) Ensayo de incorporaciéon de EdU (rojo) en organoides Wt. El tratamiento con IFN-y (20 ng/mL)

se realiz6 durante 1.5 horas. Se muestra imagen representativa. Nucleos=azul. Barra= 10um.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos independientes.
Los valores de P se calcularon mediante un andlisis de varianza unidireccional con la prueba post
hoc de Tukey (B, C). ***p <0.001.

La proliferacién de CEl mediada por IFN-y parece ser independiente de la
B-catenina

Los efectos nocivos inducidos a largo plazo por IFN-y sobre las CEIl han sido
ampliamente documentados (39,41,42). Por lo tanto, en este trabajo nos
enfocaremos a estudiar la respuesta temprana que estimula la IECP y la cual no ha
sido analizada a profundidad. En el intestino, la IECP esta impulsada principalmente
por la sefializacion de Wnt/B-catenina (41,84,85). Sin embargo, los resultados
obtenidos en el laboratorio mostraron que el tratamiento con IFN-y inhibe
rapidamente la sefalizacion de B-catenina en el intestino de ratones reporteros
Lgr5-EGFP, como lo indica la disminuciéon de EGFP y la proteina 6 relacionada con
el receptor de fosfo-LDL (LRP6) (Figura 7A y figura suplementaria 1). Estos
cambios ocurrieron sin afectar ni la cantidad ni la localizacién de B-catenina o de su
forma activa (B-catenina activa o ABC) (Figura 7B-C). Sin embargo, para nuestra

sorpresa, después del tratamiento con IFN-y, el marcador de células madre Sca-1
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(44,58) aumentd en la mucosa intestinal (Figura 7D). Dados estos resultados
decidimos corroborar estos hallazgos, para ello aislamos criptas tanto de SI como
de LI de ratones Wt expuestos a IFN-y y posteriormente analizamos la expresion de
dos marcadores de células madre epiteliales intestinales, el ya mencionado Lgr5,
que depende de Wnt/B-catenina (85,86), y la proteina Olfactomedina 4 (Olfm4), que
es un marcador de células troncales que indica que el sistema es independiente de
Wnt/B-catenina (27). Como se muestra en la Figura 7E-F, en ambos tejidos, la
expresion de Lgr5 se redujo después del tratamiento con IFN-y, mientras que la
expresion de Olfm4 aumentd claramente. Ademas, por WB e IHC comprobamos
que el tratamiento con IFN-y aumenta el numero de CEl Olfm4+ en la base de las
criptas ileales (Figura 7G-H). Es de destacar que la administracion de IFN-y no logré
aumentar los niveles del gen OIfm4 en las criptas del colon a pesar de que la citocina
estimuld la expresién de la proteina en esas células (Figura 7E y 7G). Asi, nuestros
datos sugieren que el IFN-y promueve una fase proliferativa temprana y transitoria

que probablemente sea independiente de la B-catenina.
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Figura 7. El tratamiento con IFN-y reduce el nimero de CElI LGR5+ en la mucosa intestinal.

A) Identificacion por citometria de flujo de células EGFP+ en preparaciones de ileon de ratones
"knock-in" Lgr5-EGFP-IRES-creERT2. Los valores representan el porcentaje medio de eventos

que caen dentro de sus respectivos cuadrantes. Sl se obtuvo de ratones tratados i.p. durante 4

h con vehiculo (Ctl) o IFN-y (2,5 pg/kg).

IF para 3-catenina (verde) (B) o 3-catenina activa (ABC, verde) (C) en criosecciones de LI de ratones

control y tratados con IFN-y. Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion del IFN-y.
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Nucleos=azul. Una linea blanca discontinua rodea la cripta intestinal. Barra = 400 ym (B), 100 ym

(C). Se evaluaron 6 animales diferentes y se muestran imagenes representativas.

La expresion de ARNm de Lgr5 (D) y Olfm4 (E) se analizé en Sl y LI mediante gPCR. El aislamiento
de criptas se llevo a cabo a partir de ratones tratados durante 4h con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg) i.p.

La expresion de Lgr5 y Olfm4 se normalizé con GAPDH. n=3.

F) Identificacion por citometria de flujo de células Sca-1+ en preparaciones de ileon de ratones
"knock-in" Lgr5-EGFP-IRES-creERT2. Las células se marcaron con Sca-1-FITC. Los valores
representan el porcentaje medio de eventos que caen dentro de sus respectivos cuadrantes, se
obtuvo el Sl de ratones tratados durante 4 h con vehiculo (Ctl) o IFN-y (2,5 pg/kg)

G) OIfm4, Lizosima-1y Reg4 se evaluaron mediante Wb de criptas aisladas recolectadas de Sl y
LI de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con vehiculo, IFN-y (2,5 pg/kg) o IFN-y/TNFa (1 pg/kg).
Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion. Actina se utilizé como control de
carga. Se muestra una transferencia representativa de n = 3 experimentos independientes. Los
graficos representan un analisis densitométrico para Olfm4 y Lizosima-1.

H) OlIfm4 (verde)y E-cadherina (rojo) se evaluaron mediante inmunofluorescencia en criosecciones
obtenidas de S| de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con vehiculo, IFN-y (2,5 pg/kg) o IFN-
Y/TNFa (1 pg/kg). Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion. Cuadro = aumento
de la base de la cripta. Se muestran imagenes representativas. Nucleos=azul. Barra= 50 ym y

10 um.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos independientes.
Los valores de P se calcularon mediante analisis de t de student (D, E) o mediante un analisis de

varianza unidireccional con la prueba post hoc de Tukey (G). *p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

IFN-y aumenta la actividad mitocondrial, la produccién de ROS y la
senalizacion de mTORC1 en la mucosa intestinal

Dados nuestros resultados anteriores, nuestro siguiente objetivo fue identificar qué
mecanismo(s) incrementan la IECP tras el tratamiento con IFN-y. Mdultiples factores
podrian potencialmente impulsar la IECP rio abajo del IFN-y, incluida la actividad
mitocondrial (14,87), la produccion de ROS (87,88) y la activacion de mTORC1
(57,58). Por lo tanto, evaluamos dichos mecanismos en el intestino de ratones
tratados con la citoquina. Primero, examinamos la tasa de consumo de oxigeno
(OCR) en los diferentes estados de la respiracion mitocondrial en mitocondrias

aisladas de Sl y LI de ratones tratados con IFN-y. Como se muestra en la Figura
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8A, la OCR mitocondrial aumento significativamente después de la administracion
de la citoquina, especificamente, la respiracion basal, la respiracion maxima y la
respiracion asociada a la produccion de ATP aumentaron en las mitocondrias.
Ademas, el IFN-y provocé una fuerte induccion de ROS en el epitelio intestinal
(Figura 8B-C). En cuanto a la sefalizacion de mTORC1, evidenciamos que el
tratamiento con IFN-y induce su activacién, como lo muestra el aumento de la
proteina ribosémica s6 (pS6), un efector clasico de mTORC1 (50). Es importante
destacar que la senalizacion de mTORC1 aumentd en CEl del Sl y LI a lo largo del
eje cripta-vellosidad (Figura 8D y E, flechas), y especialmente en la parte inferior
de la cripta (Figura 8F). Se obtuvieron resultados similares en nuestro modelo in
vitro de organoides (Figura 8G-l). En conjunto, estos resultados muestran que el
IFN-y induce la sefalizacion de mTORC1, la activacién mitocondrial y la formacion
de ROS en CELl.
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Figura 8. El IFN-y aumenta la actividad mitocondrial, la produccién de ROS y la sefalizacién

de mTORC1 en la mucosa intestinal.
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A)

B)

C)

D)

G)

H)

Tasa de consumo de oxigeno (OCR) en mitocondrias aisladas de Sl y LI de ratones C57BL/6J
inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg) durante 4 h. La OCR se midi6 en condiciones
basales y después de la inyeccion de ADP, oligomicina, FCCP y antimicina A/rotenona. Los
estados respiratorios se calcularon restando los valores de OCR después de la administracion
de antimicina A/rotenona. n=4-8 ratones por grupo.

Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en mucosa colonica de Sly LI de ratones
C57BL/6J inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg) durante 4 h. La mucosa colénica se
incubd durante 30 minutos con reactivo CellROX™ vy se cuantificé la fluorescencia en un
fluorémetro de microplacas Fluoroskan FL. n=6.

Se evalud la distribucién de ROS mediante microscopia de fluorescencia en la mucosa coldnica
de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg). Los ratones fueron
sacrificados 4 h después de la inyeccion. Se utilizaron CellROX™ (verde) o diacetato de 2',7'-
diclorofluorescina (DFCDA, verde) para la deteccién de ROS. Barra=100um. n=6. Se muestra
una imagen representativa.

pS6 y S6 se evaluaron en CEl del Sl y LI de ratones C57BL/6J inyectados con vehiculo o IFN-y
(2,5 pg/kg) mediante Wb (D) e inmunohistoquimica (IHQ) (E, F). Los ratones fueron sacrificados
4 h después de la inyecciodn de citocinas. Las secciones incluidas en parafina tenian un espesor
de 4 ym. CP= célula de Paneth. Barra=50 uym (E), 10 um (F). Se utilizaron S6 y actina como
control de carga. Se muestran el Wb y las micrografias representativas de n = 6 experimentos
independientes.

Se evaluaron las ROS en organoides Wt mediante microscopia de fluorescencia. El tratamiento
con IFN-y (20 ng/mL) se realiz6 durante 1.5 horas. Se utilizé CellROX™ (verde) para la deteccion
de ROS. Se muestra imagen representativa. Nucleos=azul. Barra= 20 ym.

Se evaluaron pS6 y S6 mediante Wt de organoides. El tratamiento con IFN-y (20 ng/mL) se
realiz6 durante 1.5, 3 y 6 h. Actina se utilizé6 como control de carga. Wb representativo de n = 6
experimentos independientes.

Tincion de IF para pS6 (verde) en organoides. El tratamiento con IFN-y (20 ng/mL) se realizé
durante 1.5 horas. CP= célula de Paneth. Barra = 10 ym. Se realizaron 3 experimentos diferentes

y se muestra una imagen representativa.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos independientes.

Los valores de P se calcularon mediante un analisis de varianza unidireccional con la prueba post

hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p<0,05. Los valores

medios con diferentes letras mindsculas muestran diferencias estadisticas entre si fueron a>b>c (A).
*p< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (B).
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El IFN-y aumenta la IECP a través de mTORC1

Los experimentos in vitro que realizamos posteriormente mostraron que el IFN-y
incrementa eficientemente la actividad mitocondrial en CEI de manera dependiente
de mTORC1 y ROS. Ademas, para nuestra sorpresa, la actividad mitocondrial en
las células Caco-2, en el estado basal, dependia de mTORC1, pero era
independiente de ROS (Figura 9A). Siendo que, en las CEl, la activacién de
MmTORC1 es regulada parcialmente de la formacion de ROS (Figura 9B), lo que
indica que mTORC1 ejerce un rol crucial en dichos procesos.

Por lo tanto, evaluamos la actividad mitocondrial de Sl y LI de ratones que fueron
tratados con IFN-y mas vehiculo o IFN-y mas Everolimus, un conocido inhibidor de
mTORC1 (Figura 9C). Como se muestra en la Figura 9D y en la Figura
suplementaria 2, everolimus suprimie eficazmente el aumento de la respiracion
mitocondrial desencadenado por IFN-y tanto en S| como en LI, lo que demuestra de
manera convincente el papel central de mTORC1 en el proceso. Ademas, la
inhibicion de la sefalizacion de mTOR (AZD8055), Akt (AZD5363, inhibidor de Akt
VIIl) o mTORC1 (Everolimus) (Figura 9C) previene el aumento de IECP inducido
por la citocina (Figura 9E-F y Figura suplementaria 2B), sugiriendo que mTORC1
es responsable de dicho efecto. Por ende, podemos concluir que nuestros
resultados demuestran fehacientemente que mTORC1 tiene un efecto directo en el

aumento de la IECP y en la activacién mitocondrial desencadenada por el IFN-y.
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Figura 9. El aumento de IECP y de la actividad mitocondrial mediado por IFN-y es depende de
la actividad de mTORC1.

A) Se analizé la actividad mitocondrial utilizando MitoTracker™ Red CMXRos en monocapas de
células Caco-2 estimuladas con IFN-y. Las monocapas confluentes se trataron con IFN-y (100
U/mL), IFN-y/Everolimus (20 pM), IFN-y/NAC (100 pM), Everolimus (20 pM) o NAC (100 pM).
Los inhibidores se administraron 15 minutos antes de la estimulacion con la citocina. El
tratamiento con IFN-y se llevo a cabo durante 60 minutos. Barra= 20 ym. n=3. La cuantificacion

de la intensidad de la fluorescencia celular se muestra en el gréfico.
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B)

C)

D)

E)

F)

pS6 y S6 se evaluaron por Wb en CEIl expuestas a diferentes concentraciones de H202. Se
estimularon células Caco-2 durante 4 h. Actina se utilizé6 como control de carga. Se muestra un
Wb representativo de n = 3 experimentos independientes.

La diana de rapamicina en células die mamiferos (MTOR) es el nucleo central de mTORC1 y
mTORC2. AZD8055 es un inhibidor competitivo de mTOR. AZD5363 y el inhibidor VIII de AKT
inhabilitan potentemente todas las isoformas de Akt (Akt1/Akt2/Akt3). El rapalogo, Everolimus,
suprime la actividad de mTORC1.

Tasa de consumo de oxigeno (OCR) en mitocondrias aisladas de Sl de ratones C57BL/6J
inyectados i.p. con vehiculo, IFN-y (2,5 pg/kg) o IFN-y/Everolimus (1 mg/Kg). Se administrd
Everolimus (Evero) 30 minutos antes de la administraciéon de la citocina. El tratamiento con la
citocina se llevé a cabo durante 4 h. La OCR se midié en condiciones basales y después de la
inyeccién de ADP, oligomicina, FCCP y antimicina A/rotenona. Los estados respiratorios se
calcularon restando los valores de OCR después de la administracién de antimicina A/rotenona.
n=4-8 ratones por grupo.

Se evaluo pHist3 mediante Wb de muestras de Sl y LI obtenidas de ratones C57BL/6J inyectados

i.p. con IFN-y (2,5 pg/kg) o IFN-y mas inhibidores de la sefializacion de mTOR. Los inhibidores

se administraron 30 minutos antes de la inyeccion de IFN-y de la siguiente manera: AZD8055
(25 mg/kg, ip), AZD5363 (30 mg/kg, ip) y Everolimus (1 mg/kg, ip). Los ratones fueron
sacrificados después de 4 horas de la inyeccion de citocinas. Actina se utiliz6 como control de
carga. Se muestra un Wb representativo de n = 3 experimentos independientes.

Ensayo de incorporacion de EdU (rojo) en CEIl del Sl en ratones C57BL/6J inyectados i.p. con
vehiculo, IFN-y, IFN-y/AZD8055 (25 mg/Kg, i.p.) o IFN-y/Everolimus (1 mg/Kg, i.p.). El
tratamiento con IFN-y (2,5 pg/kg) se realizé durante 4 horas. La cuantificacién se muestra en

forma de gréfico.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos independientes.

Los valores de p se calcularon mediante un analisis de varianza unidireccional con la prueba post

hoc de Tukey (A, F). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05.

Los valores medios con diferentes letras minUsculas muestran diferencias estadisticas entre si fueron
a>b>c (D).

El IFN-y estimula la secrecion de células de Paneth.

El IFN-y estimula la secrecion de células de Paneth (CP) y células Paneth-like (CPL),

que son células secretoras que regulan positivamente la IECP en Sl (29) y LI

(3,26,27), respectivamente. De hecho, en nuestras manos, la inhibicion in vivo de la
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funcion de las células de Paneth con ditizona (30) redujo fuertemente la IECP
(Figura 10A). Por lo tanto, el aumento de IECP que se produce rio abajo de IFN-y
podria depender de las células CP/CPL. En consecuencia, evaluamos la secrecion
de CP/CPL en la mucosa de ratones tratados con IFN-y. Dada la escasez y la
confiabilidad limitada de los marcadores para analizar las funciones de las CPL,
decidimos centrar nuestra investigacion en analizar la funcion de las CP y para ello
usamos a lisozima-1 un marcador caracteristico para evaluar a dichas poblacién
celular (8,30,89).

Como era de esperarse, en condiciones basales, la lisozima-1 esta presente en los
granulos citosolicos de las CP y solo se detectaron cantidades minimas de la
proteina en la luz de la cripta intestinal (Figura 10B, punta de flecha). Sin embargo,
tras la estimulacion con IFN-y, la lisozima-1 se nota menos granular y en cambio
exhibié un patrén citosolico mas difuso. Curiosamente, se observé una cantidad
sustancial de lisozima-1 dentro de la luz de la cripta (Figura 10B, punta de flecha)
y rodeando la membrana lateral de las células vecinas (Figura 10B, Asterisco).
Los cambios en la distribucién de la lisozima-1 fueron independientes de su
expresion, ya que parece que el IFN-y inhibe su transcripcion, pero no la proteina
en si (Figura suplementaria 3A-C). Es importante destacar que se observo con
frecuencia la presencia de células no epiteliales lisozima-1+ en la submucosa
después de la administracién de IFN-y, lo que indica la induccién de la expresion de
dicha proteina en células inmunes (Figura 10B, a). El analisis histologico revel6 que
en el grupo control las CP son normales en la base de la cripta y estas células tienen
una gran cantidad de granulos citosolicos, mientras que posterior al tratamiento con
IFN-y las CP aparecen también en la base de la cripta, pero parcialmente vacias
(Figura 10C). En el cultivo in vitro de organoides, observamos que el tratamiento
con IFN-y redujo el numero de CP y su contenido intracelular, como lo muestra la
reduccion del numero de células UEA-1+ por cripta y la tincion de UEA-1 en CP (32)
(Figura 10D). Asi, en conjunto, nuestros resultados corroboran que el tratamiento

con IFN-y estimula la secrecion de CP.
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Figura 10. mTORC1 estimula la secrecion de células de Paneth rio abajo de IFN-y.

A)

B)

C)

D)

La distribucién de Lisozima-1 y PCNA se analizé mediante IHQ en secciones de 4 ym de SI
incluidas en parafina. Los ratones tratados con vehiculo o ditizona se sacrificaron 12 h después
de la inyeccion. n= 6 animales por grupo. Barra = 50 uym.

La distribucion de lisozima-1 se analizé mediante IHC en secciones de 4 um de Sl incluidas en
parafina obtenidas de ratones tratados con vehiculo y con IFN-y. Los ratones fueron sacrificados
4 h después de la inyeccion de la citocina. Panel inferior = amplificaciéon de la region marcada
con un cuadro en el panel superior. Puntas de flecha = lisozima-1 del lumen de la cripta. a=
células lisozima-1+no epiteliales. Asterisco = lisozima-1+ no célula de Paneth. b= célula de
Paneth lisozima-1+. n= 6 animales por grupo. Barra=100umy 10um.

Micrografia de células de Paneth de ratones control y tratados con IFN-y. La tincion con H&E se
llevd a cabo en secciones de Sl incluidas en parafina de 4 ym. Los ratones fueron sacrificados
4 h después de la inyeccion de citocinas. Flechas = CP atréfica. Barra=10 pm.

IF para UEA-1 (verde) en organoides. El tratamiento con IFN-y (20 ng/mL) se realizé durante 1.5
horas. Barra = 10 ym. Se realizaron 6 experimentos diferentes y se muestra una imagen

representativa.
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La necroptosis mediada por mTORC1 estimula la secrecion de células de
Paneth.

Nuestro siguiente objetivo fue identificar la conexion que existe entre mTORC1 y la
degranulacién de las PC que es inducida por IFN-y. En principio decidimos investigar
si la necroptosis formaba parte de este mecanismo ya que: 1) es un proceso
recurrente y ampliamente documentado en las CP (60,70,90,91); 2) es un proceso
dependiente de mTORC1 (60) y 3) es bien sabido que la necroptosis es un
mecanismo que facilita la liberacion del contenido intracelular de sus células diana
(66). Ademas, como se muestra en el inmunoblot de la figura 11A, el tratamiento
con IFN-y indujo la acumulacion de RIP3 en las CEl del SI. Ademas, los estudios de
IHC revelaron que el IFN-y induce una fuerte acumulacion de dicha molécula en la
base de las criptas intestinales en comparacién con lo observado en animales
control. Ademas, mientras que, en condiciones basales, RIP3 es claramente
citosélico (Figura 11B, flechas), el tratamiento con citoquinas indujo la agregacion
de RIP3 en estructuras de las denominadas “amiloide-like”, claramente indicando
agregacion de la molécula (Figura 11B, puntas de flecha). El tratamiento con IFN-
y también estimuld, en la base de la cripta, el enriquecimiento de pMLKL en la
membrana basolateral de las CEl (Figura 11C y Figura suplementaria 4A). En
apoyo a los resultados obtenidos en nuestro modelo in vivo, se observaron
resultados similares en nuestro modelo in vitro cuando los organoides fueron
tratados con la citocina (Figura 11D y Figura suplementaria 4 B-C). Ademas,
puesto que TNF-a es el principal inductor de necroptosis, la administracién de IFN-
v (2,5 ug/kg) / TNF-a (1 pg/kg) a ratones Wt indujo significativamente la expresion
de OIfm4 en las IEC mientras que se observo una reduccion de Lizosima-1 reducida
y Reg4 (Figura 7G-H). Por lo tanto, nuestros resultados respaldan la implicacion de
la necroptosis en la secrecion por parte de las células Paneth y en la biogénesis de

las células Olfm4+.

Posteriormente, evaluamos el grado de implicacién de mTORC1 en el proceso antes
mencionado. Para ello analizamos el efecto que tienen tanto el tratamiento con
everolimus (inhibidor de mTORC1), y lo comparamos con el efecto que tiene el

inhibidor de la necroptosis, Necrostatina-1 (62,74) en la induccion de proliferacion y
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necroptosis rio abajo del IFN-y. Como se puede observar en la Figura 11E y en la
Figura suplementaria 4D, ambos tratamientos previenen el incremento en la IECP,
asi como la acumulacion de pRIP1, RIP1, pRIP3, RIP3, pMLKL y MLKL, tres
marcadores bien conocidos de necroptosis (15,62,92-95); que es estimulada
normalmente por el IFN-y, indicando que ambos procesos dependen de mTORC1.
Ademas, en condiciones basales observamos que la necrostatina y el everolimus,
redujeron RIP1, RIP3, pMLKL e IECP en las criptas del S| de ratones no
estimulados. Curiosamente, la necrostatina y el everolimus no afectaron de manera
significativa la activaciéon de Caspasa-3 mediada por el IFN-y, pero estimularon

apoptosis en condiciones control (Figura 11E).

Con respecto a las CP nuestros resultados muestran que tanto el everolimus como
la necrostatina-1 previnieron eficazmente la disminucién de lisozima-1 inducida por
IFN-y en las CP (Figura 11F y Figura suplementaria 4E). Como era de esperarse,
el aumento en la IECP observado en respuesta a la estimulacion con la citocina fue
atenuado por los inhibidores, como lo muestra el analisis de PCNA, pHist3 y Olfm4+
en la mucosa ileal (Figuras 11G-H y Figuras suplementarias 4D-F). Nuestros
resultados también evidenciaron que el numero de PC se mantuvo constante en
todas las condiciones, lo que indica que los tratamientos afectaron principalmente
la funcion dichas células (Figura 11F, células Lyz-1+ por cripta). En apoyo a estos
hallazgos se observaron resultados similares en nuestro modelo in vitro de
organoides (Figura 111, Figura suplementaria 4G). Por lo tanto, todo en conjunto,
indica fuertemente que el IFN-y modula la homeostasis del epitelio intestinal al
estimular la secrecion de las CP a través de un proceso necroptotico que es
dependiente de mTORC1.
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Figura 11. La necroptosis mediada por mTORC1 estimula la secrecién de las células de

Paneth.

A) Se evalu6 RIP3 mediante Wb en criptas aisladas colectadas del Sl de ratones inyectados i.p.
con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg). Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion de
la citocina. Se utilizd actina como control de carga. Se muestra un Wb representativo de 3
experimentos independientes.

B) RIP3 se evalué mediante IHQ en el Sl de ratones inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg).
Panel superior= Ampliacion de la base de la cripta de Lieberkiihn. Puntas de flecha= necrosomas
RIP3+. CP= células de Paneth. Barras de escala: 100 ym, 10 ym. n= 6 animales por grupo. La
grafica muestra la cuantificacion de las células RIP3+ por cripta.

C) Tincién de inmunofluorescencia para pMLKL (verde) en la base de la cripta de Lieberkiihn de

ratones tratados con IFN-y. Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccién de IFN-
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D)

E)

F)

G)

H)

v. Nucleos=azul, Célula de membrana (E-cadherina)= rojo. Barra = 10 ym. Se evaluaron 3
animales diferentes y se muestra una imagen representativa.

IF para pMLKL (verde) y EdU (rojo) en organoides. El tratamiento con IFN-y (20 ng/mL) se realiz
durante 1.5 horas. Barra = 10 um. Se realizaron 3 experimentos diferentes y se muestra una
imagen representativa.

Se evaluaron ACasp-3, pRIP1, RIP1, pRIP3, RIP3, pMLKL, MLKL y PCNA mediante Wb en
criptas aisladas colectadas del S| de ratones inyectados i.p. con vehiculo o IFN-y (2,5 pg/kg).
Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion de la citocina. Se utilizé actina como
control de carga. Se muestra un Wb representativo de n = 3 experimentos independientes.
Lisozima-1 (rojo) y UEA-1 (verde) se analizaron por IF en criosecciones de Sl. Los ratones fueron
sacrificados 4 h después de la inyeccién de la citocina. Se administraron necrostatina-1 y
Everolimus por via i.p. 30 minutos antes de la estimulacion con la citocina. Nucleos=azul. Barra=
50 um. Panel superior= Ampliacion de la base de la cripta de Lieberkihn. Barra= 20 ym. En los
graficos se muestran el nUmero de células Lisozima-1+ por cripta, células UEA1+ por criptay la
intensidad de fluorescencia de lisozima-1.

Cuantificacion de PCNA en células epiteliales del SI. Se evaluaron 50 criptas en 6 animales
diferentes por condicion.

OIfm4 se analiz6 mediante inmunohistoquimica en secciones del Sl incluidas en parafina. Los
ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion de citocinas. Se administraron
necrostatina-1 y everolimus i.p. 30 minutos antes de la estimulacion con interferon. Barra= 10
pum. En los graficos se muestran la cuantificacion de células Olfm4+ por cripta y la intensidad de
la tincion Olfm4+ DAB.

La incorporacién de EdU (rojo) en CEI se analizé6 mediante microscopia confocal en organoides.
Se administraron necrostatina-1 y Everolimus 30 minutos antes de la estimulacion con la citocina.

El tratamiento con IFN-y (20 ng/mL) se realizé durante 1.5 horas. Se muestra la cuantificacion.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos independientes.

Los valores de P se calcularon mediante t de student (B) o un analisis de varianza unidireccional con
la prueba post hoc de Tukey (F, G, H, I). *p < 0.05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

El IFN-y estimula la biogénesis de las CP y modula la homeostasis del
intestino delgado.

Finalmente, debido a que nuestros resultados indican que el IFN-y se secreta

espontaneamente en la mucosa ileal pero no en la coldnica, planteamos la hipétesis

de que la citoquina podria afectar la biogénesis de las CP. Por lo tanto, evaluamos
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tal posibilidad analizando la presencia de OIlfm4, un precursor de CP (27), y
lisozima-1 en criptas intestinales extraidas de yeyuno, duodeno, ileon, ciego y colon
proximal y distal. Como se esperaba, Olfm4 y lisozima-1 solo se detectaron en el
ileon y el duodeno, donde se produjo y secretd la citocina, pero no en el ciego, el
colon proximal y distal, lo que respalda firmemente nuestra teoria (Figura 12 A).
Mientras tanto, Reg4 solo se detectd en el ciego, colon proximal y distal. Ademas,
en la mucosa colitica donde el IFN-y y el TNF-a estan fuertemente enriquecidos
(12,96), se indujo lizosima-1 en el colon distal, lo que confirma que un ambiente
proinflamatorio es capaz de estimular la biogénesis de la CP (Figura 12B-C). Asi,
en conjunto, nuestros resultados sugieren que efectivamente si es el IFN-y quien
influencia la homeostasis del intestino delgado, y lo hace al controlar la secrecion y

biogénesis de las células Paneth.
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Figura 12. El IFN-y estimula la biogénesis de las Células de Paneth.

A) Se evaluaron Olfm4, Lizosima-1 y Reg4 mediante Wb en criptas aisladas colectadas duodeno,
yeyuno, ileon, ciego y colon proximal y distal de ratones Wt. Se utilizé actina como control de

carga. Se muestra un blot representativo de n = 3 experimentos independientes.
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B) Se evaluaron Lizosima-1 y Reg4 mediante Wb en criptas aisladas extraidas del ileon, colon
proximal y distal de ratones Ctl y tratados con DSS. El DSS fue administrado al 2,5% durante 3
y 6 dias en agua del grifo. Se utiliz6 actina como control de carga. Se muestra una transferencia
representativa de n = 3 experimentos independientes.

C) Se evaluo lisozima-1 mediante IHQ en secciones de intestino grueso, de ratones tratados con
DSS, incluidas en parafina de 4 ym. Los ratones fueron sacrificados después de 6 dias de
tratamiento. Cuadro= Amplificacién de colonocitos Lisozima-1+. n=3 animales por grupo. Barra

de escala: 50 ym, 10 ym.

Discusion

El epitelio intestinal es una barrera semipermeable que permite el transporte
vectorial selectivo de solutos y liquidos desde el lumen intestinal al intersticio. Para
que la barrera epitelial se mantenga funcional, el numero de CEIl que la conforman
debe mantenerse constante, es decir, el mismo numero de células que nacen y/o
se diferencian es el mismo numero de células que mueren. Este equilibrio entre
proliferacion, diferenciacion y muerte celular es el responsable de mantener la
homeostasis del epitelio intestinal (2,3,20) . A la fecha se han descrito multiples
reguladores que afectan la homeostasis del epitelio intestinal tales como las
citocinas (12,16,45,97,98). Dentro de estas ultimas se encuentra el IFN-y, una
citocina con efectos pleiotrépicos que incrementa durante diversas patologias,
incluidas las enfermedades en que se altera la funcion de barrera del epitelio
(39,41-43,58). Pese a que la evidencia muestra que el IFN-y es capaz de producir
multiples y variados efectos sobre las funciones biolégicas de las CEl, el papel de
dicha citocina en el mantenimiento de la homeostasis intestinal es controversial y

poco comprendido.

En este trabajo se muestra evidencia clara de que el IFN-y es secretado
constitutivamente por los linfocitos T CD4+ en el intestino delgado. Ademas,
exponemos el IFN-y es una citocina que juega un papel esencial en la regulacion de
la homeostasis intestinal y que esto lo hace a través de estimular la secrecion de
las células de Paneth y Paneth-like (CP/PLC) en el intestino delgado y colon,
respectivamente. Ademas, descubrimos que el aumento en la secrecion de las

CP/PLC inducido por la citocina necesita de la hiperactivacion de mTORC1 vy la
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induccion de necroptosis en las células blanco. La consecuencia de la
hipersecrecion de CP/PLC inducida por la citocina es un incremento rapido de la
proliferacion de las células epiteliales intestinales. Asi, nuestros hallazgos muestran
evidencia de un nuevo efecto del IFN-y sobre la homeostasis del epitelio intestinal
(Figura 12).
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Figura 12. El IFN-y estimula la necroptosis dependiente de mTORC1 en las células de Paneth
e induce su degranulacién. En la célula de Paneth de la cripta de Lieberkihn, el IFN-y estimula la

activacion mitocondrial que provoca la sobreproduccion de ROS y la activacion de mTORCH1. El
mTORC1 activo induce necroptosis para permitir la desgranulacion de la CP. La liberacion del
contenido intracelular de las CP estimula la proliferacién en las células adyacentes. Eventos similares
se desencadenan en las células Paneth-like de las criptas del colon.

Aun cuando nuestra evidencia apunta a que la citocina estimula la proliferacion de

las CEI a través de la hipersecrecion de las CP/PLC, también es factible que en
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respuesta a dicho proceso se puedan estimular otros procesos biolégicos como son
la diferenciacion, la supervivencia celular y, en un sentido mas amplio, aun modificar
la homeostasis del epitelio intestinal. Si bien estos efectos pueden ser considerados
beneficiosos para el mantenimiento de la integridad del epitelio durante condiciones
basales, dicho fendmeno puede resultar contraproducente en ciertas condiciones
(41,44,72,85). Por ejemplo, resulta verosimil pensar que el incremento en la
liberacion de la citocina durante procesos inflamatorios conlleva no sélo a un
incremento desmedido de la proliferaciéon de las CEIl sino que también puede
resultar en una hipersecreciéon de defensinas y otros productos de las CP/PLC

causando asi un desequilibrio de la biota intestinal (24,24,25).

En el intestino normal, las células de Paneth se consideran células altamente
secretoras y diferenciadas con caracteristicas particulares como son su elevada
vida media de aproximadamente 30 dias, y con presencia de abundantes granulos
citosodlicas enriquecidos en iones divalentes como el zinc. Las células de Paneth
experimentan diferentes tipos de muerte celular programada como la apoptosis y la
necroptosis. En este tenor el IFN-y, a dosis altas y/o después de un estimulo
prolongando, induce la muerte de las CP al provocar tanto la liberacién de todo su
contenido citosdlico, incluidos los organelos celulares, asi como la extrusion de las
células de Paneth, procesos que evocan la erebiosis (99) y la anoikis (64,100,101),
respectivamente. Sin embargo, dado que existe evidencia reciente que sugiere que
pese a la activacion de los efectores finales de muerte celular como son la caspasa-
3, pMLKL, gasdermina, etc., algunos tipos de muerte pueden ser reversibles
(63,65,102,103), la propuesta de muerte celular para las CP por la activacion de
procesos de muerte programada podria ser solo parcialmente cierto. De hecho, en
algunos contextos especificos se plantea la posibilidad de que existan mecanismos
de muerte subletales (103—105) . Esto cobra especial interés debido a que algunos
de los mecanismos de muerte celular culminan con la formacion de poros en la
membrana tal es el caso de la piroptosis y la necroptosis, que concluyen con la
formacion de poros de Gasdermina y pMLKL respectivamente (65,95,106). Dichos
poros que evocan al complejo de ataque a la membrana del sistema del

complemento (107) y que permiten tanto la entrada de agua y iones extracelulares,
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asi como la salida de contenido citosolico, parecen sin embargo tener cierta
selectividad idnica. Por lo tanto, la activacion de un cierto tipo de muerte favoreceria
la entrada de un tipo especifico de iones que podrian actuar como segundos
mensajeros para favorecer la secrecion merocrina de las CP (25). Algo que podria
ocurrir en nuestro sistema tras la administracién de IFN-y. Por lo que, la necroptosis
observada en las CP podria considerarse un mecanismo regulador de la secrecion

y no solo un mecanismo de muerte.

Por otro lado, durante una lesion y/o inflamacién intestinal, las células de Paneth
pueden adquirir caracteristicas similares a las de las células madre y entonces
contribuir a las necesidades de regeneracion epitelial (108—-110) . En este sentido la
secrecion de los productos de las CP tras la estimulacién con citocinas como el IFN-
Y, cobra una mayor relevancia. Nuestra evidencia sugiere que, tras la administracion
de la citocina, se favorece la expresion del gen Olfm4 (olfactomedina-4), una
proteina expresada principalmente en células progenitoras semicomprometidas que
se localizan a lo largo de la base de la cripta del intestino delgado (27) . Ademas,
dicha proteina posee propiedades adicionales, tales como su actividad de mucina-
like (111), que le permite su unién a las defensinas y que pueda ser secretada en el
moco durante procesos inflamatorios. Asi, en respuesta al IFN-y se podrian estar
generando células nuevas con propiedades antiinflamatorias. Aunque nuestros
resultados sugieren que se incrementa una subpoblacion de células madre, no
queda claro si se trata de “nuevas células” derivadas de la poblacién LGR5+ o bien
CP dediferenciadas evidenciando su plasticidad, por lo cual sugerimos realizar
estudios adicionales donde se monitoree en tiempo real la actividad secretora de la
células de Paneth asi como sus dianas tras la administracion del secretagogo para

corroborarlo.

Dados todos estos resultados, nosotros concluimos que el IFN-y puede regular la
homeostasis gastrointestinal a multiples niveles ya sea de manera directa o
indirecta. Y estos efectos pueden ser tanto beneficiosos como potencialmente
perjudiciales destacando la naturaleza altamente compleja de la respuesta que tiene

el intestino hacia dicha citocina.
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Perspectivas
1. Investigar el papel de la necroptosis mediada por IFN-y en la diferenciacion del

epitelio intestinal

2. Evaluar si la modulacion de la necroptosis durante procesos inflamatorios

previene el desarrollo de enfermedades.

Conclusién
El interferbn gamma deberia ser considerado como un secretagogo y morfégeno

que regula la homeostasis del epitelio intestinal, al controlar la biogénesis y funcion

de las células de Paneth que estan presentes en el intestino delgado.
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CELL INJURY, REPAIR, AGING, AND APOPTOSIS

Rictor/Mammalian Target of Rapamycin

Complex 2 Signaling Protects Colonocytes from
Apoptosis and Prevents Epithelial Barrier Breakdown
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Epithelial barier impairment 14 a hallmark of seversl pathologic processes in the gut, induding
inflammatory bowel dissases. Sewversl intracellular signals prevent apoplesis in intestinal
epithelial cells. Herein, we show that in eelenocytes, rictor/mammalian target of rapamycin
complex 2 (mTORCZ) signaling is a prosurdival stimulue, Mechanistieslly, MTORC2 sctivates AkL,
which, in turs, inhibils apoplosis by phosphorglating B-cell lymphoma 2 (BOLZ) associated
agonist of cell death (Bad) and preventing caspase-3 activation. Newertheless, during inflam-
mation, rictor/mTORCE signaling dedines and Akt activity is reduced. Corssguently, active
caspase-1 intreased in surface colonocytes undergoing apoptosis/ancikis and causes epithelial
barrier breakdown. Likewise, Eriefor sblation in intestinal epithelial cells interrupts mTORC2 SAkt
signaling and incresses spoptosisfanoikis of surface colonoeytes without affecting the erypt
architecture. The increase in epithelial permaability induced by Sictor ablation praduces a mild
inflammatory resporise in the colonic mucosa, but minimally affects the development/estab-
lishment of colitis. The data identify a previously unknown mechanism by which rictes/mTORC2
signaling requlates apoptosis fanoikis in intestinal epithelial cells during colitis and clarify its role
in the maintenance of the intestinal epithelisl barrier. (Am J Pathol 2021, 191: 1537—1549;
hllpscd Ao, ong/ 10, 1026 . aypath, 2021, 06, 004 )

The equilibrium established by the proliferating cells at the
crvpt base and the cells shedding at the crypt surface is
essential for maintaining a functional epithelial barrier in
the colonic mucosa. Low rates of apoplosis ane necessary
o eliminate damaged orf aged cells in the imtestinal
epithelivm.” Howewver, scute or chronic  insulis [eg.
mucosal proinflammatory eytokines in the colon of patients
with inflammatory bowel diseases (IBD<)] fuel apoptosis in
intestinal epithelial cells {(IECe)” In addition, the loss of
cell junction proteins in the inflamed epithelium of IBD
patients iggers anoikis, a specific apoptolic process aimed
to eliminate damaged cells at the tip of intestinal villi.'

Thus, apoptosis and anoikis limit the reestablishment of
the intestinal epithelial homeostasis and directly contribute
o the destruction of the epithelial barrier in the mucosa of
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Introduction

Epithelial calls lining the intestinal mucosa create a physical barrier that separates the
luminal contant from the interstitium. Epithelial barrier impairment has been associated
with the development of vanous pathologies such as inflammatory bowel diseasas
(IBO). In the inflamed mucosa, superficial erosions or micro-erosions that cormupt
apithalial monolayers correspond to sites of high permeability. Several mechanisms
have been implicated in the formation of micro-erosions including cell shedding and
apoptosis. Thesa micro-erosions often reprasant microscopic epithalial gaps randomly
distributed in the colon. Visualization and quantification of those epithalial gaps has
amearged as an important tool to investigate intestinal apithelial bamier function. Here,
we describe a new method to visualize the specific location of whera franscallular
and paracellular permeability is enhanced in the inflamed colonic mucosa. In this
assay, wa apply a 10 kDa fluorescent dye conjugated o a lysine fixable dextran
to visualize high permeability regions (HPR) in the colonic mucosa. Additional use
of call death markers revealed that HPR encompass apoptotic foci whare epithalial
axtrusion/shadding occurs. The protocol described here provides a simple but effective
approach to visualize and guantify micro-arosions in the intestine, which s a very

usaful tool in disease models, in which the intestinal apithelial barrier is compromised.

The gastrointestinal (G} mucosa creatas a physical bamer  a mucus layer constituted of glycoproteins, a monolayer of

that saparates the extracallular environment and the internal apithalial calls, and tha underying lamina propria are immune

host milieu, and is involved in the absorption of nutrients, and stromal cells reside. Intestinal epithelial cells forming

water and slectrolytes. The intestinal bamer encompasses  the physical barrier are linked together by differant protein
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Tight Junctions in the Inflamed Gut

Check for
upstalng

Maria del Rocio Encarnacion-Crarcia and Porfirio Mava

Abstract The gastrointestinal system digests and absorbs nutrients while integrat-
ing exogenous and endogenous signals that contribute to create immune tolerance.
Epithelial cells forming the physical barrier regulate ion, solutes, and water absorp-
tion in the gut. Tight junctions (TJs) are specialized cell-cell junctions that bring
adjacent gastrointestinal epithelial cells together and seal the paracellular space.
Additionally, TJIs are important for maintaining cellular polarity in epithelial cells
and in the gastrointestinal epithelium itself. Dysfunctional gastrointestinal TJ
enhances leakage of luminal contents into the interstitium, a process that stimulates
the development of inflammatory disorders. Therefore, the pathophysiology of the
Tls has gained attention in the medical field. Several studies aimed to investigate the
viahility of those structures are now used in the diagnosis for patients with chronic
gastrointestinal inflammation. This chapter focuses on analyzing the role of the Tls
in the gut, the technigues employed to study these structures, as well as various
mechanisms responsible for compromising the TJs and the intestinal epithelial
barrier.

Keywords Gastrointestinal tract - Inflammation - Claudins - Occludin -
Epithelial cells

Abbreviations

Al Adherens junctions

AIC Apical junctional complex
CKl Casein kinase |

cPKC Ca2'-dependent protein kinase C
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Figuras suplementarias
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Figura suplementaria 1.
Se evaluaron pLRP6, LRP6, ABC y B-catenina mediante Wb de mucosa coldnica obtenida de

animales control y tratados con IFN-y. Se sacrificaron ratones "knock-in" Lgr5-EGFP-IRES-
creERT2 1, 3, 6, 12 y 24 h después de la administracion de la citocina. Se utilizé actina como

control de carga. Se muestra un Wb representativo de n=4 experimentos independientes.
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Figura suplementaria 2.

A. Tasa de consumo de oxigeno (OCR) en mitocondrias aisladas de LI de ratones C57BL/6J
inyectados i.p. con vehiculo, IFN-y (2,5 pg/kg) o IFN-y/Everolimus (1 mg/Kg). Se administro
everolimus (Evero) 30 minutos antes de la administracion de IFN-y. El tratamiento llevé a cabo
durante 4 h. La OCR se midié en condiciones basales y después de la inyeccién de ADP,
oligomicina, FCCP y antimicina A/rotenona. Los estados respiratorios se calcularon restando
los valores de OCR después de la administracién de antimicina A/rotenona. n=4-8 ratones por
grupo.

B. pHist3 se evalud mediante Wt de muestras Sl y LI obtenidas de ratones C57BL/6J inyectados
i.p. con IFN-y (2,5 pg/kg) o IFN-y mas el inhibidor de la sefializacion de mTOR. Se administro
Akt Inhibitor VIII (10 mg/kg, ip) 30 minutos antes de la inyeccion de IFN-y. Los ratones fueron
sacrificados después de 4 horas después de la inyeccién de la citoquina. Actina se utilizd
como control de carga. Se muestra un Wt representativo de n = 3 experimentos

independientes.

Los datos se muestran como media + SEM y se combinan a partir de 3 experimentos
independientes. Los valores de P se calcularon mediante un analisis de varianza unidireccional
con la prueba post hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
cuando p < 0,05. Los valores medios con diferentes letras mindsculas muestran diferencias

estadisticas entre si fueron a>b>c (A).
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Figura suplementaria 3.

A. Expresiéon de ARNm de Lyz1 en criptas aisladas de intestino delgado de ratones Wt
tratados con MSA i.p. (Ctl) o IFN- vy (2,5 pg/kg, i.p.). Los ratones fueron sacrificados 4 o
18 h después de la inyeccion de citoquinas. La expresion de Lyz1 se normalizé a GAPDH.

B. Lalisozima-1 se evalué mediante Wb de criptas aisladas colectadas del intestino delgado
de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con IFN- y (2,5 ug/kg). Los ratones fueron
sacrificados 1 h, 3 h, 6 h, 12 h 0 24 h después de la inyeccion de la citocina. Se utilizé
actina como control de carga. n=6 experimentos independientes.

C. Lalisozima-1 se evalué mediante Wb en organoides. El tratamiento con IFN- y (20 ng/ml)
se realizé durante 1,5, 3 y 6 h. La tincion de Ponceau se utilizé como control de carga.

Transferencia representativa de n = 3 experimentos independientes.
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Figura suplementaria 4.

A. Tinciéon de inmunofluorescencia para pMLKL (verde) en criosecciones de Sl de ratones

control y tratados con IFN-y. Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion de
50 pm. Linea

IFN. Ndcleos=azul, Membrana celualr (E-cadherina)= rojo. Barra =

discontinua=Cripta. Se evaluaron 3 animales diferentes y se muestra una imagen

representativa.
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pMLKL y RIP3 se evaluaron mediante Wb en organoides. El tratamiento con IFN-y (20 ng/ml)
se realiz6 durante 1.5 h. Se utilizé tincion de Ponceau como control de carga. Transferencia
representativa de n = 3 experimentos independientes.

Tincion de inmunofluorescencia (IF) para RIP3 (verde) en organoides. El tratamiento con
IFN-y (20 ng/ml) se llevdé a cabo durante 1.5 horas. Barra = 10 ym. Se realizaron 3
experimentos diferentes y se muestra una imagen representativa.

RIP3, pMLKL, MLKL, pS6, S6, pHist3 y PCNA se evaluaron mediante Wb en criptas aisladas
recolectadas de Sl de ratones C57BL/6J inyectados i.p. con vehiculo, IFN-y (2,5 ug/kg) o
IFN-y/Everolimus. Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion de la
citoquina. Se administré everolimus i.p. 30 minutos antes de la estimulacién con citocinas.
Actina se utilizé6 como control de carga. Se muestra una transferencia representativa de n =
3 experimentos independientes. D.O.= densidad 6ptica.

La lisozima-1 se analizé mediante IHC en las criptas de Lieberkiihn. Se tifieron secciones de
4 ym de tejido embebido en parafina. Los ratones fueron sacrificados 4 h después de la
inyeccioén de citoquinas. Se administraron necrostatina-1 y everolimus por via i.p. 30 minutos
antes de la estimulacién con citocinas. Barra= 10 ym. n=3 animales.

La distribucion de PCNA se analizd6 mediante IHC en secciones de SI incluidas en parafina
provenientes de ratones tratados con vehiculo, IFN-y, IFN-y/Everolimus e IFN-y/Necrostatina-1. Los
ratones fueron sacrificados 4 h después de la inyeccion de citoquinas. Se administraron necrostatina-1
y everolimus por via i.p. 30 minutos antes de la estimulacién con la citocina. Barra= 100 pm.
Tincion de inmunofluorescencia (IF) para UEA-1 (verde) en organoides. Los tratados con IFN-y (20
ng/ml) o IFN-y/Necrostatina-1 se llevaron a cabo durante 1.5 horas. Se administrd necrostatina-1 30
minutos antes de la estimulacion con la citocina. Barra = 20 pum. Se realizaron 3 experimentos

diferentes y se muestra una imagen representativa.
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