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Resumen  
 
El TGF-b es una citocina pleiotrópica requerida para el mantenimiento de la homeostasis 

del organismo, su desarrollo y el control del sistema inmunológico. En linfocitos T el TGF-

b ejerce una función dual: por un lado, promueve un fenotipo pro-inflamatorio al promover 

diferenciación de linfocitos Th9 y Th17,  por otro lado, inhibe perfiles inflamatorios como 

es Th1 y Th2 e induce diferenciación de linfocitos Treg. Dentro de las moléculas 

señalizadoras que participan en la vía del TGF-b  se encuentra la vía canónica de las 

Smads, en la que el complejo Smad2/3 puede interaccionar con Smad4 o TIF1g y llevar 

a la célula a distintas respuestas funcionales. Hasta el momento, la contribución de los 

distintos componentes de la vía de TGF-b en linfocitos T no se han dilucidado por 

completo; en particular, se desconoce el papel de TIF1g en la generación, función y 

mantenimiento de células Treg. En este trabajo, usando ratones condicionales 

deficientes de TIF1g  con el sistema Cre-lox en células CD4+, describimos el papel de 

TIF1g en la biología de células Treg. Nuestros datos sugieren que en homeostasis, la 

ausencia de TIF1g, no afecta la expresión de Foxp3, pero si induce un incremento en la 

expresión de marcadores asociados a la funcionalidad de Treg, específicamente CD25. 

También observamos que en ratones viejos, la ausencia de TIF1g afecta la frecuencia de 

células Treg, así como en su estado de activación. En condiciones de diferenciación in 

vitro, la ausencia de TIF1g repercute negativamente en la capacidad de conversión de 

células T vírgenes hacia iTreg. Al evaluar la estabilidad de linfocitos Treg in vitro mediante 

su activación policlonal,, encontramos un decremento en la frecuencia de células Treg 

deficientes de TIF1g. Adicionalmente, al evaluar la funcionalidad de las células Treg en 

un modelo de inmunidad tumoral, observamos que en ausencia de TIF1g, el volumen del 

tumor tiende a ser más pequeño con respecto al volumen en ratones silvestres. En 

conclusión, nuestros datos sugieren que TIF1g es importante para la diferenciación de 

iTregs in vitro y regula el estado de activación, la expresión de CD25, la estabilidad y la 

función de células Treg in vivo.  
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Abstract 
TGF-b is a pleiotropic cytokine required for the maintenance of homeostasis, cell 

development and the control of the immune system. In T lymphocytes, TGF-b exerts a 

dual function: it promotes a pro-inflammatory phenotype by inducing differentiation of Th9 

and Th17 lymphocytes and also it inhibits inflammatory profiles such as Th1 and Th2, 

and induces differentiation of Treg. Among the molecules that participate in the TGF-b  

pathway, the canonical pathway depends on Smad proteins. In this pathway the Smad2/3 

complex can interact with Smad4 or TIF1g and lead the cell to different functional 

responses. So far, the contribution of the different components of the TGF-b pathway in 

T lymphocytes have not been fully elucidated, in particular the role of TIF1g in the 

generation, function and maintenance of Treg cells. In this work, using TIF1g-conditional 

deficient mice with the Cre-lox system in CD4 + cells, we describe the role of TIF1g  in 

the biology of Treg cells. Our data suggest that in homeostasis, the absence of TIF1g 

results in normal Foxp3 expression but increases the expression of molecules related to 

Treg function including CD25. We also observed that in older mice, the absence of TIF1g  

reduces the frequency of Treg cells, as well as their activation state. Under in vitro Treg 

differentiation conditions, the absence of TIF1g decreases the conversion of naïve T cells 

into iTregs. When evaluating the stability of Tregs in vitro, through policlonal activation of 

these cells, we found a decrease in the frequency of Foxp3 in TIF1g deficient Tregs. In 

addition, when we evaluated the functionality of Treg cells in a tumor model, we observed 

that in absence of TIF1g, the tumor volume is smaller compared to that in wildtype mice. 

In conclusion, our data suggest that TIF1g is important for the differentiation of iTregs in 

vitro, the regulation of the activation state, CD25 expression, stability and function of Treg 

cells in vivo.  
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Introducción  
 

Todo organismo multicelular necesita  de un sistema inmune que provee mecanismos de 

defensa y asegura su sobrevivencia. A lo largo del proceso evolutivo, una gran variedad 

de estrategias de defensa han surgido para el mantenimiento de la homeostasis de los 

organismos. Estrategias de sistema inmune innato se han conservado a lo largo de la 

evolución desde bacterias hasta vertebrados 1. Sin embargo, es a partir de los 

vertebrados mandibulados donde podemos encontrar un sistema inmunológico con la 

capacidad de montar una respuesta de memoria antígeno específica, comúnmente 

llamado sistema inmune adaptativo 2. 
 

Dentro de las células del sistema inmune adaptativo encontramos a los linfocitos T, los 

cuales podemos dividir en linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotóxicos de acuerdo 

a la expresión de la glicoproteína de membrana CD4 o CD8, respectivamente. Los 

linfocitos T expresan en su superficie receptores antigénicos conocidos como TCR (T 

Cell Receptor) con capacidad de reconocer péptidos presentados en el complejo 

principal de histocompatibilidad o MHC (Major Histocompatibility Complex) por células 

presentadoras de antígeno profesionales. 3.  

 

Los linfocitos T derivan de un precursor hematopoyético generado en la medula ósea. 

Dicho precursor migra por torrente sanguíneo hacia el timo, en donde adquiere un 

compromiso celular hacia el linaje linfoide, ocurren los procesos de re-arreglo de las 

cadenas del receptor de TCR y generación de linfocitos T ab o gd. Los  linfocitos ab  se 

pueden comprometer hacia distintos sublinajes como son: linfocitos CD4, CD8 ó NKT 

(Natural killer T cell) 4.  

 

 

 

 

 

 



 16 

Desarrollo de linfocitos T 
El desarrollo de linfocitos T ocurre en el timo, el cual es un órgano bilobulado localizado 

detrás del esternón, por encima del corazón. El tamaño del timo varía con respecto a la 

edad del individuo, puesto que sufre un proceso de involución, siendo más grande en 

infantes que en adultos 5. En el timo se pueden distinguir dos regiones, la región cortical 

y la medular, donde ocurren 2 procesos importantes para la generación de linfocitos T: 

la selección positiva y la selección negativa. 

 

La maduración de linfocitos T ocurre a través de una serie de pasos que se caracterizan 

por la expresión diferencial de moléculas de superficie, principalmente CD4 y CD8. Tanto 

en humanos como en ratón, el desarrollo ocurre de la siguiente forma: los precursores 

tempranos parten de un estadio doble negativo DN (CD4- CD8-), el cual se puede 

subdividir en cuatro estadios (DN1 a DN4) con base a la expresión de las moléculas de 

superficie CD44 y CD25. Posteriormente, pasan a un estadio doble positivo DP (CD4+ 

CD8+) y finalmente maduran a un estadio simple positivo o SP (CD4+ CD8- ó CD4- CD8+) 
5. 

   

Durante el proceso de diferenciación de un estadio DP a un estadio simple positivo (SP), 

los timocitos pasan por un proceso de selección positiva y negativa (Figura 1). Durante 

la selección positiva los timocitos DP interaccionan con las células tímicas epiteliales 

corticales (cTEC) en donde se presentan péptidos corticales cargados en moléculas 

MHC tipo I y tipo II. Si los timocitos DP tienen un TCR funcional e interaccionan y 

reconocen las moléculas MHCI o MHCII, continúan con su proceso de diferenciación en 

la médula expresando CD4 o CD8 (SP), dependiendo de la afinidad hacia moléculas 

MHCII o MHCI respectivamente (Figura 1A); si no tiene un TCR funcional, el timocito 

muere por apoptosis (Figura 1B). Durante este proceso de selección sólo del 10% al 30% 

de los timocitos tienen un TCR funcional y sobreviven. 
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Posteriormente, el timocito SP continúa su proceso de diferenciación en la médula donde 

se da el proceso de selección negativa y se asegura que los TCR no sean autorreactivos 

(Figura 1 C). En la médula las células epiteliales tímicas medulares (mTECs) expresan 

péptidos tejido específicos, mientras que las células dendríticas expresan antígenos más 

ubicuos y antígenos que pueden proceder de la periferia, cargados en moléculas de 

MHCI o MHCII. La expresión de antígenos tejido específico ocurre debido a que hay 

expresión de dos factores de transcripción: Aire (Autoinmune regulator) y Fezf2 (Fez 

family zinc finger 2) 6, los cuales permiten la expresión de distintos antígenos de periferia. 

En este proceso, si el TCR de la célula SP interacciona con alta afinidad, el timocito 

muere por apoptosis (Figura 1D); sin embargo, si el timocito reconoce al péptido con baja 

afinidad, continúa su proceso de maduración y migra como linfocito vírgen CD4+ CD62L+ 

ó CD8+ CD62L+ a los distintos órganos linfáticos y bazo. Por otro lado, si el 

reconocimiento del antígeno por el TCR es de una afinidad intermedia el timocito se 

diferencia hacia un linfocito T regulador (Treg: CD4+CD25+Foxp3+) (Figura 1E). De todos 

los precursores que migran al timo, sólo un 1-5% termina su proceso de maduración y 

sale a periferia. 

Figura 1. Proceso de maduración de linfocitos T en el timo. Selección positiva (A-B). Selección negativa 

(C-D). A) Los timocitos dobles positivos interaccionan con células epiteliales corticales (cTEC) donde se 

presentan péptidos del provenientes del timoproteosoma en moléculas MHCI y MHCII, si tienen un TCR 

funcional el timocito madura a SP y migra a la médula. B) Si el timocito no tiene un TCR funcional muere 

por apoptosis. C) El timocito SP interacciona con células epiteliales medulares (mTEC) donde se presentan 

antígenos propios, dependiendo de la afinidad con la que el timocito reconozca el antígeno puede tener 

distintos destinos: alta afinidad: apoptosis D), afinidad intermedia o baja: linfocitos Treg o linfocitos 

CD4/CD8 vírgenes, respectivamente E). Modificado de Kurd 7  
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Posterior al proceso de selección positiva y negativa en el timo, los linfocitos T migran a 

la periferia como linfocitos T vírgenes. En periferia los linfocitos recirculan continuamente 

entre órganos linfáticos secundarios y sangre a través del sistema linfático, mediante la 

expresión de receptores quimioatrayentes como CCR7 (CC-chemokine receptor 7) y la 

molécula transmembranal CD62L (L-selectina) 8. 

 

Los linfocitos CD4+ vírgenes dependiendo del tipo de infección y de los estímulos de 

distintas citocinas, pueden diferenciarse a distintos linajes efectores. Estos linajes se 

caracterizan por la expresión de factores de transcripción linaje-específico y por la 

capacidad de secretar citocinas efectoras particulares; dentro de estos linajes 

encontramos linfocitos de las subpoblaciones: 

 

• Th1: Linfocitos que regulan la respuesta a bacterias intracelulares, virus y en 

autoinmunidad. Se caracterizan por la expresión del factor transcripcional T-bet, y 

la producción de IFNg. 

 

• Th2: Linfocitos que participan en la respuesta en contra de parásitos 

extracelulares, en la reparación tisular y en procesos de alergia. Se caracterizan 

por la expresión del factor transcripcional Gata3 y la producción de citocinas como 

IL-4, IL-5 e IL-13. 

 

• Th17: Linfocitos que regulan la respuesta a hongos, bacterias extracelulares y 

autoinmunidad. Se caracterizan por la expresión del factor transcripcional RORg y 

por secretar la citocina IL-17. 

 

• Th9: Linfocitos que regulan la respuesta a parásitos extracelulares, reparación 

tisular y en procesos de alergia. Se caracterizan por la expresión de IL-9. 
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• Tfh: Linfocitos que regulan  la inmunidad humoral así como la generación de 
centros germinales. Se caracterizan por la expresión del factor transcripcional Bcl6 

y la secreción de IL-21. 

 

• Tr1: Linfocitos con capacidad supresora, cuya función no depende de la expresión 

de Foxp3. Dichos linfocitos dependen de IL-10 para diferenciarse. Su mecanismo 

de supresión depende de la  expresión de  IL-10  y TGF-b;  se pueden distinguir 

por la coexpresión de Lag3 y CD49b 9. 

 

• Treg: Linfocitos que modulan de manera negativa los procesos de inflamación 

debido a que secretan citocinas anti inflamatorias como TGF- β, IL-10 e IL-35. Un 

subgrupo de estos linfocitos expresa el factor transcripcional maestro Foxp3. 

Estos linfocitos poseen una capacidad inmunosupresora que es de vital 

importancia para el mantenimiento de la homeostasis inmunológica y para la 

prevención del desarrollo de autoinmunidad al suprimir clonas de células T 

autoreactivas. 

 

El presente proyecto se centra en el estudio de los linfocitos con fenotipo regulador que 

expresan Foxp3.  

 

Linfocitos Treg  

Identificación de Foxp3 y células Treg  
En 1949 estudios sobre el efecto de la radiación en mamíferos, en el Laboratorio de 

genética de los mamíferos en Oak Ridge, llevaron a la generación del ratón Scurfy. Este 

ratón se caracteriza por tener la piel escaldada, ojos enrojecidos, linfoproliferación, 

esplenomegalia y muerte prematura. En 1991, Virgina Godfrey describio por primera vez 

que en estos ratones existía un infiltrado de células linfoides y mieloides en distintos 

órganos, generando procesos de inflamación sistémica y autoinmunidad 10. Al realizar el 

mapeo genético de los ratones Scurfy, se pudo demostrar que en estos ratones existía 

una inserción de dos pares de bases que generaban una proteína trunca de un gen que 
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se llamó Foxp3 (Forkhead box P3). Posteriormente, estudios liderados por Shimon 

Sakaguchi, demostraron que Foxp3 es el factor transcripcional de la familia de 

reguladores transcripcionales forkhead/winged-helix, requerido para la generación de 

linfocitos T reguladores (CD4+ Foxp3+ CD25+), y que la deficiencia de este factor 

desemboca en el fenotipo de autoinmunidad observado en los ratones Scurfy (Hori, 

Nomura, & Sakaguchi, 2003). 

 

En humanos se han mapeado más de 60 mutaciones en regiones codificantes y no 

codificantes del gen de FOXP3, mismas que llevan al desarrollo del síndrome IPEX 

(Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked o síndrome de 

inmunodisregulación, poliendocrinopatía y enteropatía ligado al cromosoma X) 11. Dicho 

síndrome provoca una enfermedad autoinmune sistémica cuyo único tratamiento se basa 

en el trasplante de medula ósea 12. 

 

En condiciones homeostáticas, las células Treg constituyen alrededor del 1-2% del total 

de células T CD4+ en sangre periférica y se pueden identificar por la expresión del co-

receptor CD4, la cadena a del receptor de interleucina 2 IL-2Ra:CD25 y el factor 

transcripcional Foxp3. En ratón y en humanos, la frecuencia de células T reguladoras 

aumenta con respecto a la edad, particularmente en órganos linfáticos periféricos y bazo, 

no así en sangre periférica 13. 

 

En general podemos clasificar a las células Treg por su origen: 

 

• Células Treg naturales o tímicas (nTreg) 

• Células Treg periféricas (pTreg) 

• Células Treg inducidas in vitro (iTreg) 
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Células Treg naturales: nTreg 
 

Las células Treg naturales o de origen tímico, representan un linaje de linfocitos CD4+ 

cuyo principal papel es el mantenimiento de la tolerancia. Las células nTreg son células 

que se caracterizan por la expresión del factor de transcripción Foxp3 y  por expresar en 

su superficie de manera constitutiva CD25 14. Su diferenciación ocurre en la región 

medular del timo y se requieren la señal del TCR, CD28, IL-2 y parcialmente la de TGF-

b15–18. 

 

Las células nTreg se identificaron en estudios pioneros que describieron la existencia de 

una población de células T capaces de mediar tolerancia y suprimir la inflamación. Estos 

estudios definieron fenotípicamente y descubrieron una población de linfocitos T con 

actividad supresora, células que no se generaban en ausencia de timo 19.  Dichas células 

tienen su origen en el timo entre los días 2 y 4 después del nacimiento y la timectomia 

en neonatos en este periodo, generaba autoinmunidad y muerte prematura 20,21. Este 

hallazgo llevó a la identificación de las células Treg con base en la expresión de los 

marcadores CD4+ CD25+ Foxp3+. Se definió además, que estas células constituyen un 

linaje de células T derivadas de timo que posen capacidades de suprimir la activación y 

la función de células T efectoras, así como la supresión de células presentadoras de 

antígeno, como células dendríticas, células B y monocitos 22. 

 

Se ha propuesto un modelo de 2 pasos requeridos para la generación de células Treg 

en el timo. En primera instancia, el reconocimiento del péptido presentado en contexto 

de MHC-II por el TCR del timocito, aunado a la señal de coestimulacion mediada por 

CD80 o CD86, inducen la estabilización del timocito, la apertura y remodelación del locus 

de Foxp3 y la expresión a la alta de CD25. Estos eventos generan una población de 

timocitos identificados como CD4+ Foxp3- CD25+ que se han denominado precursores 

de células Treg. Como segundo requerimiento, la señalización mediada por IL-2 e IL-15, 

promueve que en las células precursoras Treg se inicie la transcripción de Foxp3 y se 

promueva una expresión estable de este factor transcripcional (Figura 2) 17,23. 

Recientemente se ha descrito que las células Treg de origen tímico pueden provenir de 
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un precursor Foxp3+ CD25- 24, sin embargo este es un tema en constante debate en el 

campo. 

 

Por otro lado se ha postulado que el factor de crecimiento transformante: TGF-β, es 

necesario para la expresión inicial de Foxp3 en precursores de células Treg, y que 

posteriormente, la señal de IL-2 promueve la sobrevida y expansión de estas células 25. 

TGF-β se expresa en timo durante el proceso de selección negativa, cuando los 

macrófagos fagocitan cuerpos apoptóticos por lo que podría influenciar el desarrollo de 

linfocitos Treg. A las células Treg naturales se les puede identificar además de los 

marcadores antes mencionados (que comparten con otras poblaciones de células Treg), 

por la expresión del factor de transcripción Helios y la molécula de superficie Neuropilina 

1 (Nrp-1) 25,26. 

 
Figura 2. Generación de células Treg en el timo. En la médula del timo células presentadoras de 

antígeno presentan el péptido en contexto de MHC de clase II. Si se da el reconocimiento de antígeno con 

alta afinidad, en presencia de moléculas coestimuladoras como CD80 o CD86, hay selección de 

precursores Foxp3- CD25+ Treg. Posteriormente la señalización de IL-2, STAT5 y TGF- β facilitan la 

inducción de novo de Foxp3, sobrevida y mantenimiento de estas células.  
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Células Treg de periferia: pTreg 
 

Otra forma de generación de las células Treg es a través de la inducción de novo de la 

expresión de Foxp3 en células CD4+ vírgenes en periferia, específicamente en nódulos 

linfáticos, intestino y sitios de inflamación. A estas células se les denomina células Treg 

de periferia o pTreg. En condiciones homeostáticas, las células pTreg constituyen 

alrededor del 20 al 40% del total de células Treg. Las condiciones que favorecen la 

inducción de las células Treg de periferia incluyen: presentación antigénica y 

coestimulación por células  dendríticas, dosis sub-inmunogénicas del péptido agonista 

(señal baja de TCR), administración del péptido vía oral, microambiente en mucosas y 

la presencia de citocinas como TGF-β, IL-2 y/o ácido retinóico 22. En comparación a las 

células T reguladoras naturales, la diferenciación hacia el linaje regulador de periferia 

requiere bajas señales de coestimulacion vía CD28 27. En particular las células pTreg se 

pueden inducir en tejidos con mucosas como el intestino donde se requiere tolerancia 

para bacterias comensales, así como el desarrollo de la tolerancia oral. También las 

células T anérgicas (linfocitos T que recibieron señal de TCR pero no una señal de 

coestimulacion) pueden diferenciarse en linfocitos T reguladores, dependiendo de la 

expresión de moléculas como CD73 (5’ectonucleotidasa) y FR4 (receptor de folato 4) 28.  

 

Células Treg inducidas: iTreg 
 

En condiciones experimentales en el laboratorio se pueden generar células T 

reguladoras a partir de células vírgenes CD4+ CD62L+ CD44-. Debido a su origen 

inducido in vitro se les ha denominado iTreg. Para la diferenciación de una iTreg se 

requieren las señales de CD3, CD28 y la presencia de TGF-β. Diversos estudios indican 

que para la generación de linfocitos iTreg no sólo se requiere a TGF-β sino también a IL-

2 27. En este contexto, se puede argumentar que la sola presencia de TGF-β en un cultivo 

es suficiente para la diferenciación de iTreg. Sin embargo, en cultivos de linfocitos T 

vírgenes deficientes de IL-2, la generación de iTreg in vitro se ve afectada incluso con la 

presencia de TGF-β en el medio (Povoleri et.al., 2013). Por lo tanto, la generación de  

linfocitos Treg requiere IL-2, ya sea producida por el mismo linfocito T vía señal TCR, o 
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por la adición exógena de IL-2 29 (Tabla 1). Para fines de este trabajo, a partir de este 

momento se distinguirá una célula inducida in vivo de una in vitro, denominándolas pTreg 

e iTreg respectivamente. 

 
Tabla 1. Tabla comparativa entre los distintos tipos de Treg (nTreg, pTreg e iTreg).   

 
Estado de activación de una Treg 
 

Las células Treg pueden dividirse en activadas o en reposo con base en la expresión de 

los marcadores de activación y adhesión CD44 y CD62L respectivamente. De manera 

interesante, cada una de estas células presenta distintos patrones de localización y 

migración en tejidos como se resume en la Tabla 2. 18,30. 

 

Las células Treg en reposo se pueden identificar por los marcadores de superficie 

CD62L+ CD44low. Estas células también tienen expresión incrementada de CCR7, el cual 

es un quimiorreceptor que promueve la recirculación y mantenimiento de las células Treg 

a tejidos linfoides. Su función supresora es localizada a nódulos linfáticos y 

particularmente a suprimir la activación y proliferación de linfocitos T vírgenes 31,32. Así 

mismo, se ha identificado que la expresión de CCR7 favorece la localización de estas 

células Treg a zonas específicas dentro de los nódulos linfáticos y bazo, caracterizadas 

por una alta expresión de IL-2. También se ha reportado que la estabilidad de estas 

células Treg depende de la señalización de IL-2 y estas células expresan más CD25 que 

su contraparte activada 31. Con respecto a su origen, se considera que el fenotipo de 

reposo se adquiere desde el proceso de desarrollo en el timo, pues se trata de 

 
nTreg pTreg iTreg 

Origen Timo Órganos periféricos Diferenciadas in vitro 

Señales de 
diferenciación 

IL-2, IL-15 y TGF-b Ácido retinóico, IL-2 y 

TGF-b 

TGF-b +IL-2 

Estabilidad +++ ++ + 

Función 
supresora 

+++ ++ + 
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emigrantes tímicos recientes. Nuevos hallazgos indican que en estas poblaciones se 

encuentran expresados los factores de transcripción Bach2 y Satb1, esenciales para la 

maduración de células nTreg, corroborando así su origen tímico 33.  

 

Por otro lado, las células Treg activadas se pueden identificar por los marcadores de 

superficie CD62L- CD44hi. Las células Treg activadas tienen expresión de CCR7 pero su 

expresión se encuentra disminuida a comparación de las Treg en reposo. Se localizan 

en órganos no linfoides y preferencialmente en sitios de inflamación 32. Con respecto a 

moléculas de adhesión y quimiorreceptores  de superficie, estas células tienen mayor 

expresión de CXCR3, CD103 y ligando de P-selectina; así mismo muestran expresión 

incrementada de marcadores de activación como CD69, KLRG1 e ICOS 31,33, en 

comparación con su contraparte en reposo. Con respecto a su activación y proliferación, 

se ha reportado que en las células Treg activadas, estos procesos están regulados por 

células dendríticas y dependen del ligando de ICOS (ICOSL) pero no de la señal de IL-

2, como su contraparte en reposo, para su mantenimiento. El fenotipo de activación en 

linfocitos reguladores se ha asociado a la expresión de los factores de transcripción 

Blimp-1 e IRF4 34. 

 

Tabla 2. Tabla comparativa entre células Treg en reposo (CD44low CD62L+) o activadas (CD44hi CD62L-).  

 

 

 

 
Fenotipo 
 

 
Marcadores 

 
Distribución 

 
Generación 

 
Homeostasis 

 
Función 

 
 
 
Reposo 

 

 

CD62L+ 

CD44 low 

 

Órganos linfoides 

secundarios y 

recirculación por 

linfa y sangre. 

 

 

 

Emigrantes 

tímicos 

recientes 

 

IL-2, pero no TCR; 

baja tasa de 

proliferación y 

muerte celular. 

 

 

Inhibición de activación y 

diferenciación de linfocitos 

T por consumo de IL-2. 

 
 
Activadas 

 

 

CD62L- 

CD44hi 

 

Residencia en 

órganos no 

linfoides y 

recirculación por 

linfa y sangre. 

 

 

Estimulación por 

TCR 

 

TCR y citocinas, 

altos niveles de 

proliferación y 

muerte celular. 

 

Supresión de 

diferenciación y función de 

células efectoras: como 

linfocitos CD8+. 

 



 26 

Regulación de la expresión de Foxp3 
 

El control de la expresión génica de Foxp3 depende de múltiples factores a nivel 

epigenético como metilación del DNA, modificaciones de las colas de histonas, 

complejos remodeladores de la cromatina, RNA no codificantes; así como de distintos 

factores de transcripción. La expresión de Foxp3 está controlada por cinco elementos 

principales a nivel de secuencia de DNA: el promotor y 4 secuencias altamente 

conservadas no codificantes denominadas CNS (Conserved non-coding sequences) 

cuyas funciones se han caracterizado en Tregs y pueden modular la diferenciación, la  

estabilidad y la función de células Treg. Entendemos estabilidad como la capacidad de 

las células Tregs de: 1) Mantener la expresión de Foxp3, 2) mantener capacidad 

supresora, y 3) ausencia de funciones efectoras (eg. Producción de IL2, citocinas pro-

inflamatorias, proliferación, etc) 35.  La ubicación de estas regiones CNSs es: CNS0, se 

localiza en un intron del gen aledaño del locus de Foxp3 en la región 5’, CNS1 y CNS2 

se localizan en el primer intron, y CNS3 está localizado en el segundo intron a 7 kb río 

abajo del sitio de inicio de la transcripción 27,36,37. Estos sitios están regulados por 

modificaciones epigenéticas que determinan el estado de la cromatina y el estatus de 

metilación del DNA, modificando la accesibilidad de distintos factores de transcripción a 

las regiones reguladoras de Foxp3 (Figura 3). 

 
Figura 3. Regiones regulatorias del gen de Foxp3. En el locus de Foxp3 se distribuyen 4 regiones regulatorias: el 

promotor, CNS1, CNS2 y CNS3, además de una región regulatoria en un gen aledaño denominada CNS0, cada una 

con una función descrita en la parte inferior de la figura. Distintos factores de transcripción se unen a estas regiones 

para permitir la apertura de la cromatina e inducir la expresión estable de Foxp3. Modificado de Lee 38  
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De los elementos conservados antes mencionados, cabe destacar que la región CNS1 

es esencial para la inducción en periferia de células Treg y se han identificado sitios de 

unión a TGF- β, particularmente sitios de unión a Smad3, además de sitios de unión a 

AP-1, FOXO y NFAT. Particularmente, el sitio de unión a Smad3 es esencial para el 

potencial de diferenciación in vitro de iTreg, y para la diferenciación in vivo de pTreg en 

el intestino 39. Esta región está formada por repeticiones intercaladas de mamíferos 

(mammalian-wide interspersed repeats:MIR) que se ha conservado a lo largo de la 

evolución de los mamíferos placentados, pero no así de los monotremas o marsupiales. 

En condiciones de homeostasis la presencia de esta secuencia promueve la 

diferenciación extratímica de linfocitos Treg para potenciar la tolerancia materno-fetal 40. 

 

Por otro lado, la región CNS2, también llamada TSDR (Treg specific demethylated 

region) se encuentra completamente desmetilada en células Treg pero metilada en 

células T convencionales. También se pueden identificar marcas de histonas acetiladas 

como H3Ac y H4Ac y diversos sitios de unión de factores de transcripción como: STAT5 

(Signal transducer and activator of transcription 5) , CREB/ATF, Runx1, Ets-1, c-Rel y 

Foxp3. En células Treg de origen tímico, la región CNS2 se encuentra altamente 

desmetilada, y en células Treg inducidas en periferia se encuentra parcialmente metilado 
41 (Figura 4). En condiciones de diferenciación in vitro se ha descrito que la señal de 

TGF-β induce desmetilación parcial de la región de CNS2. Se sabe que el estado de 

metilación no es necesario para la expresión de novo de Foxp3, pero si para la 

estabilización y el mantenimiento de la expresión de Foxp3 42,43. 
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Figura 4. Mapa de metilación del promotor y CNS2 del gen de Foxp3. A)promotor y B) CNS2 en células CD4+ 
CD25- (vírgenes) y CD4+ CD25+ (Treg) provenientes de ratones machos y hembras. Se observa que en células Treg 

provenientes de ratones machos tanto la región promotora como CNS2 se encuentra completamente desmetilada y 

no así en células provenientes de ratones hembras. Modificado de Kim 41. 

 

Dentro de los factores que promueven la desmetilación de la región promotora y  de la 

región CNS2 del gen de Foxp3 se han descrito la señal de IL-2, el reconocimiento de 

antígeno por el TCR y la señal de TGF-b,  siendo este último un factor importante para 

la desmetilación de estas dos regiones (Figura 5) 41. Trabajos recientes han descrito que 

la señal del TGF-b participa en el proceso de desmetilación activa en células cancerosas 
44. 

 
Figura 5. Mapa de metilación del promotor y CNS2 del gen de Foxp3 influenciado por TGF-b. A) promotor y  B) 

CNS2 en células CD4+ CD25+ (Treg) provenientes de ratones machos cultivadas por 6 días en presencia o ausencia 

de TGF- β. Modificado de Kim 41. 
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La señal de IL-2  en el desarrollo y función de linfocitos Treg 
 
Identificada originalmente como factor de crecimiento de células T  in vitro 45, IL-2 es una 

citocina producida principalmente por células CD4+ y CD8+. El receptor de IL-2 esta 

compuesto por tres subunidades, IL-2Ra (CD25), IL-2Rb (CD122) y la cadena g  común 

(CD132). Las células Treg y las células T convencionales activadas son las poblaciones 

celulares que expresan predominantemente las tres subunidades del receptor 46. Las 

células Treg requieren la señal de IL-2 para conferir sobrevida, sin embargo no producen 

IL-2, por lo que la expresión de IL-2Ra se encuentra incrementado a comparación de sus 

contrapartes de células T convencionales .  

 

En la señalización de IL-2, la citocina se une a IL-2Ra, posteriormente se forma un 

complejo con IL-2Rb y la cadena g común. Después se acoplan las cinasas JAK1 (Janus 

Kinase) y JAK3 a los dominios citoplasmáticos de IL-2Rb y la cadena g común, lo que 

genera fosforilación de las cinasas JAKs y fosforilación de residuos de serina en el 

dominio citoplasmáticos de IL-2Rb (Figura 6). Los eventos de fosforilación activan tres 

vías de señalización intracelulares: la vía de las MAP cinasas, la vía de PI3K y STAT5 

(compuesta por STAT5A y STAT5B). En los linfocitos Treg, la transducción de señales 

es mediada por STAT5, en parte porque los linfocitos Treg tienen expresión 

incrementada de PTEN (Phosphatase and tensin homolog), misma que actua inhibiendo 

a PI3K y representa una señal deletérea para las células Treg 47.  
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Figura 6. Vía de señalización de IL-2 en células Treg.  La IL-2 soluble se une a la cadena alfa del receptor de IL-2 

(CD25/IL2RA), posteriormente se forma un complejo con la cadena g común y la cadena b del recetor (CD122/IL2RB). 

Con la formación de este complejo se activan las cinasas JAK1 y JAK3, lo que promueve la fosforilación de STAT5. 

Dímeros de STAT5 fosforilados se translocan al núcleo e inducen la expresión de genes asociados a conferir 

estabilidad y sobrevida a una célula Treg. 

 

 

En las células Treg, la señal de IL-2 induce el incremento de Foxp3 y de CD25 a través 

de STAT5 mediante un sistema de retroalimentación positiva para establecer y mantener 

la identidad de las células Treg. En modelos murinos donde se depleta a IL-2, CD25 o 

CD122, se observa una enfermedad linfoproliferativa y autoinmunidad fatal 

multiorgánica. En el timo, los precursores de células Treg requieren la señal de IL-2, 

mediada por STAT5, para adquirir el fenotipo regulador. Distintas evidencias sugieren la 

importancia del papel de IL-2, ejemplo de ello es el fenotipo de ratones deficientes de 

TRAF3, molécula que inhibe la señal de IL-2R, dichos ratones exhiben un incremento de 

linfocitos Treg de origen tímico 48. La señal de IL-2 no sólo es necesaria para inducir la 
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expresión de Foxp3, sino también para prevenir la apoptosis induciendo la expresión de 

Bcl-2 49. 

 

Con respecto a las células Treg de periferia, la señal de IL-2 en conjunto con el TGF-b, 

promueven la diferenciación de linfocitos pTreg en intestino, inhibiendo a su vez la 

diferenciación de células Th17 46. La señal de IL-2 también estabiliza a las células Treg 

bajo condiciones de inflamación, esto se debe a que STAT5 se une a la región de CNS2 

y al promotor de Foxp3 promoviendo la desmetilación de dichas regiones43.  

La señal de IL-2 es necesaria para la diferenciación de iTreg in vitro a partir de células 

vírgenes, esta señal es esencial para que ocurra la inducción de Foxp3 mediada por 

TGF-b, así como la expansión clonal y la adquisición de fenotipo supresor  50  

 

Dentro de las moléculas involucradas para la generación, función y mantenimiento de las 

células Treg; se ha descrito que la vía de TGF-b tiene un papel fundamental para el 

mantenimiento de la homeostasis de este linaje de linfocitos T, y es la molécula inductora 

de las señales activadas en linfocitos Treg que estudiamos en esta tesis.  

 

Señalización por TGF-β 
La familia de la citocina TGF-β incluye una gran variedad de moléculas solubles dentro 

de las cuales podemos citar a: TGF-β1, 2 y 3; activinas, inhibinas, Lefty, hormona 

antimulleriana, proteínas morfogenéticas de hueso o BMPs (Bone morphogenetic 

proteins), Nodal, miostatina, GDFs (Growth differentiation factor) y el factor neurotrófico 

derivado de línea celular de glía o GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) 
22,51,52. Todas estas  citocinas ejercen y controlan distintas funciones celulares como 

diferenciación, proliferación, adhesión, migración, muerte, y señalizan a través de 

distintas moléculas adaptadoras. Esencialmente, todas las células del cuerpo pueden 

percibir señales de la familia de TGF-β y responder al estímulo induciendo distintos tipos 

de respuestas 51. De todas las isoformas expresadas, TGF-β1 es altamente expresada 

por células del sistema inmune y la ausencia de esta molécula induce muerte prematura 

e inflamación sistémica. 
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El TGF-β1 señaliza a través de complejos de receptores transmembranales con actividad 

de cinasa de serina y treonina denominados TGF-βRI y TGF-βRII. El receptor activo esta 

formado por una estructura tetramérica, compuesto por un homodímero del receptor I y 

uno del receptor II. Inicialmente  el TGF-β se une al homodímero formado por el receptor 

tipo II, el cual con su dominio de cinasa en la región citoplasmática, fosforila el dominio 

citoplasmático del receptor tipo I. La transfosforilación del receptor tipo I modifica un sitio 

de unión de la proteína FKBP12, la cual silencia la actividad cinasa del receptor, a un 

sitio permisible para la interacción con proteínas Smads. Dentro de estas, Smad2 y 

Smad3 son reclutadas al dominio intracelular del receptor tipo I, el cual fosforila al 

complejo Smad2/3. El complejo fosforilado forma una estructura trimérica con Smad4, el 

cual se transloca al núcleo para regular la expresión génica mediante la unión a regiones 

regulatorias de respuesta a Smad. La vía parcialmente dependiente de la canónica suple 

a Smad4 por TIF1g formando complejos con las R-Smads. También existen vías de 

señalización independientes a las Smads incluídas la vía de las MAP cinasas, la vía de 

PI3K y las Rho GTPasas (Figura 7). 
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Figura 7. Cascada de señalización del TGF β. La unión de TGF-β con TGFβRII induce transfosforilación en residuos 

de serina/treonina del TGFβRI, el cual fosforila al complejo Smad2/3. Dicho complejo puede unirse a Smad4, 

translocarse al núcleo y regular la expresión génica o unirse a TIF1g y regular la expresión de otros genes blanco. 

Existen vías independientes a las Smads como las MAP cinasas, la vía de PI3K y las Rho GTPasas. Modificada de 

Travis 53 

 
La familia de proteínas Smads está conformada por tres grupos: R-Smads (Smads 

reguladas por receptor), Co-Smad (Smad común) e I-Smads (Smads inhibitorias). Tanto 

las R-Smads (Smad 1,2,3,5 y 8) como la Co-Smad (Smad4) consisten de un dominio 

amino y carboxilo terminal globular, conocidos como dominios MH1 y MH2 (Mad-

homology), separados por una región linker, lo cual permite interacción con distintas 

proteínas que promueven una diversidad de respuestas celulares. Por ejemplo, el 

dominio MH1 se une a DNA, y el dominio MH2 permite la interacción con otras Smads, 

distintos factores de transcripción, lectores de cromatina y  coactivadores como 

CBP/p300. Por otro lado,  las I-Smads (Smads 6 y 7), las cuales antagonizan la función 

de las R-Smads y las Co-Smads, carecen de dominio MH1, sin embargo pueden inhibir 

la señal de las vías de TGF-b y BMPs. Las I-Smads antagonizan la señalización de las 

Smad a distintos niveles: 1) asociándose al receptor tipo I,  2) reclutando a ligasas de 
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ubiquitina como Smurf1 o Smurf2, 3) uniéndose a las R-Smads e interfiriendo su 

asociación con la co-smad o 4) bloqueando su interacción con el DNA y complejos Smad 

nucleares 54. 

 

Alternativamente a la vía clásica, se ha descrito que Smad2/3 puede unirse a la proteína 

nuclear TIF1g (Transcriptional intermediary factor 1) y modular la expresión génica de 

manera distinta a la vía canónica a través de Smad4. Interesantemente, en precursores 

hematopoyéticos la vía de señalización de TGF-β depende de la unión del complejo 

Smad2/3 con Smad4 y TIF1g para regular distintos destinos celulares de un mismo 

precursor (Figura 8) 55,56. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.  Señal del TGF-b en precursores hematopoyéticos. La señal en respuesta al TGF-b dependiente de 

Smad4 o TIF1g, mantiene pluripotencia o induce la diferenciación de células precursoras hematopoyéticas hacia 

eritropoyesis respectivamente. Modificado de He 55.    
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TIF1g: factor transcripcional intermediario 1- g. 
La proteína TIF1g, también llamado Ectodermina o TRIM33, forma parte de la familia de 

proteínas TRIM, caracterizado por tener tres motivos conservados: un dominio de 

ubiquitina ligasa, dos dominios de tipo caja y un dominio súper enrollado; los cuales son 

necesarios para la interacción con otros dominios protéicos. TIF1g posee además una 

región linker donde se encuentra el dominio de unión a Smads y dominios PHD y bromo 

en el extremo carboxilo terminal que reconocen metilaciones y acetilaciones en la histona 

3 (Figura 9).  

 
Figura 9. Estructura de TIF1 g. En su extremo carboxilo terminal encontramos tres diferentes dominios conservados 

propios de la familia TRIM: un dominio RING, dos dominios de tipo Box (B1), y un dominio CC (Super enrollado). Entre 

su extremo amino y extremo carboxilo, se encuentra el dominio de interacción con las Smads y un par de lisinas que 

pueden ser sumoiladas para promover o reducir su interacción con las Smads. Finalmente, en su extremo carboxilo 

se encuentran dos dominios: uno PHD (Plant homodomain), y un bromodominio (BR). Adaptado de Agricola 57.  

 

El gen de TIF1 g se compone de 20 exones abarcando en el genoma murino alrededor 

de 77kb. Se localiza en el cromosoma 3 y codifica para una proteína de 1142 

aminoácidos. Durante el inicio del desarrollo embrionario su expresión es ubicua y 

esencial, sin embargo, su expresión incrementa durante el desarrollo de la corteza 

cerebral y la médula espinal; así como durante el desarrollo del epitelio sensorial (la 

cóclea, la retina y el epitelio olfatorio), y el desarrollo de distintos órganos como el timo, 
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el pulmón, el estómago, el intestino, el hígado, y la corteza del riñón. En el ratón adulto, 

la expresión es ubicua y los testículos son el tejido con mayor expresión 58. 

 

Dentro de la familia de proteínas TRIM, la subfamilia de proteínas TIF está formada por 

tres miembros (a, b y g) los cuales contienen en su domino carboxilo terminal un dominio 

PHD (plant homeodomain) y un bromodominio, dominios asociados a factores 

remodeladores de la cromatina capaces de unirse a histonas metiladas y acetiladas 

respectivamente. TIF1a se ha demostrado que interacciona con una serie de receptores 

nucleares hormonales y funciona como coactivador de receptores nucleares de acido 

retinoico 59. TIF1b se ha reportado como un correpresor de la familia de factores de 

transcripción KRAB (Krüppel-associated box) 60. TIF1g no se ha reportado que 

interaccione con receptores nucleares o proteínas de la familia KRAB, sin embargo, 

estudios bioquímicos indican que puede formar homodímeros o heterodímeros con 

TIF1a pero no así con TIF1b 61. Se ha descrito que TIF1 g puede regular la expresión 

génica a nivel de cromatina. A través del dominio PHD-bromo, TIF1 g tiene la capacidad 

de unirse a residuos en la histona 3 de: Lys4 y Arg2 no modificadas, trimetilación de la 

lisina 9 H3K9me3 y acetilación de dos o más lisinas K,14,18, 23 y 27 57.  

 

TIF1g  participa en la vía de TGF-b al unirse a complejos Smad2/3 fosforilados y regular 

de manera distinta a la que lo haría el complejo de Smad4, la expresión de genes blanco. 

Además, TIF1g puede regular negativamente la función de Smad4 al modular su 

localización celular por monoubiquitinación, promoviendo su exporte de núcleo y 

translocación a citoplasma (Figura 8). TIF1g puede unirse entonces al complejo R-Smad 

y regular la expresión génica de una célula de manera distinta a la que ejercería el 

complejo Smad4/R-Smads 55,62,63.  

 

La capacidad de TIF1g de ubiquitinar a Smad4, no sólo depende de su dominio RING, 

sino también de sus dominios PHD y bromo. La unión de estos dominios a histonas 

acetiladas activa su dominio RING para poder ubiquitinar a Smad4 en las lisinas 519 y 

507 o autoubiquitinarse para limitar la función transcripcional de Smad4 (Figura 10). 57. 
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La regulación de Smad4 y de la vía canónica del TGF-b por TIF1g puede también 

modularse mediante la sumoilación, dicha modificación en su dominio de interacción con 

las Smads, ocurre en el núcleo y es mediada por Ubc9 (Ubiquitin carrier 9) 64. 

 

 
Figura 10. Modelo de acción TIF1g. A) En ausencia de TGF-b el dominio TRIM de TIF1g interacciona con los dominios 

PHD y Bromo dominio en su extremo amino terminal, inactivando su papel de ubiquitina ligasa. B) En presencia de 

TGF-b  el complejo Smad2/3/4 se acumula en el núcleo ejerciendo su papel como factor de transcripción. Las Smads 

activadas reclutan acetilasas de histonas HAT (Histone acetyltransferases), como p300/CBP,  que acetilan residuos 

de  las histonas 3 y 4. Las marcas de histonas promueven la unión del bromo dominio a las histonas acetiladas y la 

liberación del dominio TRIM.  El dominio TRIM liberado interacciona con el complejo Smad2/3/4  y ubiquitina a Smad4. 

C) La ubiquitinación de Smad4 interrumpe su interacción con Smad2/3 y reduce la actividad transcripcional de los 

genes de respuesta a Smad. También TIF1g puede ser sumoilado por UBC9 y modular la interacción con las Smads. 

SBE: Smad Binding Elements.  Modificado de Agricola57.  

 

Por otro lado, se ha reportado que en células madres embrionarias TIF1g coopera con 

Smad4 para promover la apertura de la cromatina y la transcripción génica. El complejo 

TIF1g/ Smad2/3   reconoce las marcas de histonas H3K9me3 y H3K18ac, lo cual 

desplaza a proteínas represoras de la cromatina como HP1 (Heterochromatin protein1), 

permitiendo  la apertura de la cromatina; posteriormente el complejo Smad2/3/4 se une 

a la cromatina. Esta unión promueve, por un lado la expresión de genes y por otro lado 

la acetilación en la lisina 18 de la histona 3 (H3K18ac), señal que incrementa la unión del 
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complejo TIF1g/Smad2/3  a la cromatina manteniendo un estado de eucromatina. Estos 

datos indican que TIF1g no sólo regula negativamente a Smad4 mediante 

monoubiquitinación, sino que también promueve su función transcripcional abriendo la 

cromatina para que pueda ejercer su función como factor de transcripción 65 50 (Figura 

11).  

 
Figura 11. Cooperación de TIF1g y Smad4 para la inducción de la expresión génica. A) La unión de la proteína 

HP1 a la marca K3K9me3 induce represión de genes de respuesta a Activina. B) La señal de Nodal induce la 

fosforilación de las proteínas Smad2/3 lo que permite que interaccione con TIF1g o Smad4. C) TIF1g desplaza a HP1 

de la cromatina, y se une con su PHD a la H3K9me3 promoviendo la apertura de la cromatina. D) Abierta la cromatina, 

Smad4 promueve la expresión del gene de respuesta a Activina y la acetilación de la lisina 18 en la histona 3 

(H3K18ac), la cual incrementa la interacción de TIF1g  a la cromatina favoreciendo el mantenimiento de la apertura de 

la cromatina. Modificado de Xi50. 

 

También se ha reportado que TIF1g funciona como ligasa de grupos sumo (Small 

ubiquitin-like modifier), TIF1g sumoíla distintos residuos de lisina en SnoN1 (Ski novel 

gene), un regulador negativo de la señalización de TGF-β que interacciona con proteínas 

Smad2, Smad3 y Smad4, de esta forma podría regular indirectamente la señal 

dependiente de Smads 66. 

En células madre hematopoyéticas TIF1g puede regular la transcripción al interactuar 

con factores de inicio de la transcripción, como el complejo SCL (formado por distintos 
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grupos de proteínas requeridas para la diferenciación del linaje eritroide) y factores que 

estabilizan la elongación como p-TEFb (The positive transcription elongation factor) y 

FACT (Facilitates chromatin transcription) 67,68. También puede interaccionar con 

factores de transcripción para reprimir su función incluyendo a TAL1 y  PU.1 69. 

 

Hay evidencia acumulada que sugiere que la función de TIFg depende del contexto y tipo 

celular. Dentro de las funciones descritas independiente de la vía de TGF-β, se ha 

reportado que TIF1g pertenece al complejo de regulación mitótica APC/C (Anaphase 

promoting complex/Cyclosome), y promueve la transición de metafase a anafase 70. 

También se ha descrito que TIFg interacciona con β-catenina, un componente de la vía 

de WNT (Wingless/Integrated). En líneas celulares de cáncer de colon y de cerebro, 

TIFg se asocia a β-catenina, la ubiquitina y reduce su abundancia en el núcleo 71. Por 

otro lado, en líneas celulares embrionarias, el complejo TIFg interacciona con β-catenina 

pero no la degrada, sino que  promueve la expresión de genes asociados a la 

diferenciación de mesodermo como Mixl1 (Mixed paired-like homeobox), blanco de la vía 

de WNT 72.  

 

Dentro de los mecanismos de regulación de TIF1g se ha descrito que  Sox2 (Sex 

determining Region Y-box 2) regula negativamente la expresión del gen de TIF1g 73. Por 

otro lado, la señal de la enzima tirosina cinasa c-Abl, enzima río abajo del factor de 

crecimiento epidermal EGF (Epidermal growth factor), fosforila a TIFg en los residuos 

524, 610 y 1048 dentro del núcleo. Dicha fosforilación reduce su interacción con Smad2/3 

favoreciendo que el complejo Smad2/3 se asocie nuevamente a Smad4, promoviendo la 

vía de TGF- β dependiente de la vía canónica a través de Smad4 74. 
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La señalización del TGF- β regula distintos linajes efectores de células T. 
 

Bajo distintos contextos de inflamación, la señal de TGF-β puede promover un fenotipo 

inflamatorio como la generación de células Th17, Tfh y Th9. Por otro lado, la señalización 

de TGF-β también puede inducir un fenotipo anti-inflamatorio a través de la inhibición de 

la proliferación y diferenciación de células Th1, Th2 e inducción de células Treg (Figura 

12). 

 
Figura 12. Regulación de la diferenciación de linfocitos T CD4 por el TGF-β. El TGF-β participa en la inducción 

de fenotipo pro inflamatorio al promover linfocitos Th17, Th9 y Tfh, así como en la inducción de un fenotipo anti-

inflamatorio mediante la inhibición de células Th1 y Th2 y la generación de células Treg. 

 

Para caracterizar a nivel molecular los componentes de la vía canónica mediante los 

cuáles el TGF-β pudiera llevar a diversos destinos celulares o respuestas funcionales en 

linfocitos T; diversos grupos de investigación han determinado el requerimiento de cada 

una de las moléculas involucradas en dicha vía (TGF-β1, TGF-β RI, TGF-β RII, Smad2, 

Smad3 y Smad4) mediante la utilización de modelos transgénicos donde se elimina 

parcial o totalmente cada una de ellas.  

 

Los ratones condicionales deficientes de TGF-β1 en células T mediante el sistema 

CD4Cre/loxP desarrollan una enfermedad autoinmune sistémica, asociada con 

proliferación de linfocitos T, activación y diferenciación hacia linaje Th1 y Th2. Con 

respecto a la generación de Treg, la ausencia de TGF- β1 no repercute en la generación, 
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pero si regula negativamente la expansión de células Treg de origen tímico. De manera 

interesante, la acción autócrina de TGF-β1 en linfocitos Treg es necesaria para la 

inhibición de la diferenciación de perfiles Th1 y prevención del desarrollo de colitis 75. 

 

Por otro lado, se ha demostrado que la señal de TGF-β confiere, particularmente en 

células Treg de periferia, estabilidad, funcionalidad y promueve la expresión de Foxp3 
76. A nivel molecular se ha demostrado que la señal de TGF-β en conjunto con la de IL-

2 promueve la unión de TET1  y TET2 (Ten-eleven Translocator), al promotor y región 

CNS2 de Foxp3, ambas regiones asociadas a mantenimiento de la expresión y 

estabilidad de una célula Treg 77.  

 

Cuando se elimina condicionalmente el receptor tipo I del TGF- β, usando la línea Lck 

Cre, se observa que hay afectación en la generación posnatal de linfocitos Treg (día 3-

5). A las 4 semanas, el ratón presenta inflamación sistémica, con reducción de linfocitos 

reguladores en periferia; sin embargo en el timo la frecuencia de linfocitos Treg se 

encuentra incrementada. En dichos linfocitos Treg se observa un incremento de CD25, 

haciéndolos mas propensos a responder a IL-2. En estos ratones la señal de IL-2 

promueve la proliferación y generación de linfocitos Treg, por lo que cuando se analiza 

la ausencia del receptor I en fondo deficiente para IL-2, se observa una ausencia de Treg. 

Estos resultados indican que en ausencia de la señal del TGF-β, la señal de IL-2 

promueve compensar y permitir la generación y diferenciación de linfocitos Treg 78. Por 

otro lado, al eliminar el receptor I en fondo Foxp3 Cre, se observa que no hay repercusión 

en la generación de linfocitos Treg; sin embargo, la señal del TGF-b es necesaria para 

controlar la respuesta Th17, inducir la expresión de CD103, y la acumulación y retención 

de linfocitos Treg en distintos tejidos, particularmente el colon 79. Estos datos indican que 

una vez que la células Treg se diferencían, la señal de TGF-b  no es necesaria para su 

mantenimiento en homeostasis.  

 

De la misma manera, ratones en cuyas células T se elimina el receptor tipo II de TGF-β, 

usando la línea CD4 Cre presentan un fenotipo de autoinmunidad y mortalidad del 100%. 

La ausencia del receptor induce la diferenciación exacerbada de células Th1 y la 
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promoción de la actividad citolítica de las células CD8+. Con respecto a las células Treg, 

la ausencia del receptor no impacta en la generación de linfocitos Treg en timo, sin 

embargo se ha observado que la señal de TGF-β repercute en la sobrevida de Tregs 

durante la selección negativa 80. Por otro lado, en un modelo de eliminación condicional 

con la línea CD4 Cre, la ausencia del receptor tipo II impacta en la diferenciación de 

linfocitos T en periferia 81.  

 

El análisis de células T deficientes de miembros de la familia de proteínas Smad aporta 

evidencia de la participación de esta vía en la prevención de la inflamación. La 

eliminación de una sola de las R-Smads no lleva a fenotipos evidentes debido a 

mecanismos compensatorios 82. Sin embargo, los ratones condicionales deficientes de 

Smad2 en células T, en fondo deficiente de Smad3, desarrollan una enfermedad 

autoinmune durante las primeras 3 semanas después del nacimiento, fenotipo similar al 

ratón condicional deficiente de TGF-β1. Con respecto a las Tregs, las células T 

deficientes de Smad2 y Smad3, no tienen un fenotipo que afecte la generación de nTreg 

cuando se eliminan en el estadio doble positivo (CD4-Cre) 82, sin embargo cuando estas 

Smads se eliminan más temprano en desarrollo, durante el estadio doble negativo (Lck-

Cre), hay deficiencia en la generación de nTreg 83. Lo anterior sugiere que la señal de 

Smad2/Smad3 se requiere para el desarrollo de linfocitos Treg en ciertos procesos a 

tiempos específicos de la diferenciación en el timo, pero no en todos los procesos que 

ocurren ahí. Con respecto a la generación de pTreg, tanto in vivo como in vitro, la 

ausencia de estas dos moléculas repercute en la capacidad de inducción, 

independientemente del estadio donde se eliminen los genes 83. Por otro lado, en cuanto 

a cambios en la estabilidad de Tregs, la ausencia de estas moléculas puede afectarla, 

sin embargo eso no repercute en su funcionalidad, incluso aún cuando se eliminen las 

proteínas Smad2/3 específicamente en una célula Treg (Foxp3 Cre) 82. La estabilidad 

promovida por Smad3 depende de su capacidad de unirse a TET1, TET2 y reclutarlas a 

las regiones del promotor y CNS2 donde promueven desmetilación de las secuencias 

blanco 77 . Por lo tanto, a la fecha el papel de las moléculas Smad de receptor (R-Smad) 

en la funcionalidad, estabilidad y generación de células Treg aún es tema de extenso 

estudio y debate.  
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Considerando que la señalización del TGF-β depende de complejos de Smad2/3 con 

Smad4 o con TIF1γ, otros grupos de trabajo han explorado la dependencia de cada una 

de ellas en el fenotipo observado con las R-Smads. Al estudiar el papel de Smad4 en el 

desarrollo función y mantenimiento de las células Treg, se describió que la ausencia de 

Smad4 no repercute en la generación ni en la función de células Treg in vivo,  pero si en 

la inducción de iTreg 84,85.  Por otro lado, al estudiar la función de Smad4 independiente 

a la señal de TGF-β (TGF- β RIIKO vs TGF-β RKIIO Smad4 KO) se ha reportado que en 

homeostasis, Smad4 no es necesaria para la generación de linfocitos Treg ni para su 

función supresora. Sin embargo, en un fondo CD4 Cre TGFBRII fx/fx, la ausencia de 

Smad4 promueve que la señal de IFNg desestabilice a las Treg y  pierda el fenotipo 

regulador in vitro 86 . Los distintos modelos y fenotipos observados en ausencia de 

componentes de la vía del TGF-b en linfocitos Treg se resumen a continuación en la 

Tabla 3.  
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Tabla 3. Fenotipos observados en células Treg al eliminar condicionalmente componentes de la vía de TGF-b.  ✔	

representa función/desarrollo correcto, ✖ función/desarrollo incorrecto y  no evaluado(NE). 

 

TGF-b
Desarrollo � � �

Función supresora � � NE
Proliferación � � NE
Estabilidad NE X NE

TGF-b RI
Desarrollo � NE �

Función supresora NE NE NE
Proliferación NE NE NE
Estabilidad NE NE NE

Desarrollo � � ?
Función supresora � � ?

Proliferación NE NE NE
Estabilidad NE NE NE

TGF-b RII
Desarrollo � � NE

Función supresora NE NE NE
Proliferación NE NE NE
Estabilidad NE NE NE

Smad2/3
Desarrollo � � �

Función supresora � � NE
Proliferación NE NE NE
Estabilidad � � NE

Smad4
Desarrollo � � �

Función supresora � � NE
Proliferación NE NE NE
Estabilidad NE � NE 84, 85, 86

Características nTreg pTreg iTreg

75

82, 83

80, 81

Referencia 

78

79

Fenotipo de ratones de condicionales de los distintos componentes de la vía canónica de TGF-b

CD4 Cre

Autoinmunidad Sistémica 

Lck Cre 

Autoinmunidad Sistémica 

CD4 Cre 

No hay autoinmunidad 

Autoinmunidad Sistémica 

CD4 Cre

Autoinmunidad Sistémica 

Lck Cre 

Foxp3  Cre 
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Estudios recientes, usando un sistema de eliminación condicional de TIF1 g mediante el 

sistema CD4-Cre, identificaron que esta proteína es esencial para la generación de 

linfocitos Th17, mediante el reclutamiento de TIF1 g,  junto con Smad2 y ROR-g, para la 

inducción correcta del programa transcripcional del perfil Th17. En ausencia de TIF1 g,   

los linfocitos Th17 comienzan a producir IL-10. Esta regulación por TIF1 g  es mediada 

principalmente por la inducción de marcas de histonas represoras o activadoras en locus 

de genes asociados al perfil Th17 o Tr1. Por otro lado, no se observa ninguna diferencia 

en la generación de linfocitos Treg tanto in vitro como in vivo 87; sin embargo, no se 

descartó la posibilidad del papel de TIF1 g en el mantenimiento de la expresión de Foxp3 

en contextos de inflamación.  En nuestro laboratorio contamos con evidencia preliminar 

que sugiere que TIF1 g podría tener un papel importante en la regulación y 

mantenimiento del fenotipo supresor en poblaciones de linfocitos Treg.  

  

Por lo anterior, dado que los ratones deficientes de Smad4 no recapitulan el fenotipo de 

autoinmunidad se sugiere que el complejo Smad2/3 regula la señalización de TGF-β en 

células Treg de manera independiente a la señalización de Smad4. Nuestra propuesta 

postula que TIF1 g, en conjunto con Smad2/3, puede mantener la señalización de TGF-

β y la expresión de Foxp3 en células Treg en un contexto de inflamación.



 46 

Antecedentes  

Para determinar si TIF1 g se encontraba diferencialmente expresado en distintos linajes 

de linfocitos T se analizó el RNAm de TIF1 g en cultivos de linfocitos T bajo distintas 

condiciones polarizantes (Figura 13). Se purificaron linfocitos vírgenes por citometría de 

flujo (CD25-CD62L+CD44-) y se cultivaron bajo condiciones polarizantes hacia distintos 

linajes efectores en presencia de anticuerpos pegados a placa  anti-CD3 ( 2 μg/mL para 

Th2, 5 μg/mL para Th1 y Treg, y 10 μg/mL para Th17) y anti-CD28 (10 μg/mL  para Th2, 

2 μg/mL para Th1 y Treg, y 2μg/mL para Th17). Se sembraron 7.5 x 10 4 células en 

placas de 96 pozos durante 5 días bajo las distintas condiciones de polarización:  Th1:  

IL-12 (10ng/mL), anti IL-4 (10 μg/mL), e IL-2 (20U/mL); Th2: IL-4 (20ng/mL), anti INF-g 

(10 μg/mL), e IL-2 (20U/mL);  TGF-β (0.5 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml), IL-23 (50 ng/ml), anti-

IL-4 (10 μg/ml), anti-IFN-γ (10 μg/ml); y Treg : TGF-β (2 ng/ml). Al quinto día de cultivo 

se extrajo el RNA y se evaluó la expresión de TIF1g en las  distintas condiciones de 

diferenciación, comparando con células vírgenes y como control células de testículo.  Se 

observó que la expresión de TIF1 g es ubicua en todos los linajes de linfocitos T, pero se 

encuentra incrementado en mayor cantidad en células Treg.  

Figura 13  Expresión diferencial de TIF1g  en linfocitos T bajo distintas condiciones polarizantes. Análisis de la 

expresión relativa de mRNA de TIF1g en cultivos in vitro de células T bajo distintas condiciones polarizantes: Th0, Th1, 

Th2, Th17, Treg y células CD4+ vírgenes. Como control se evaluó la expresión en testículo. 
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Se evaluó la expresión de la proteína por Western Blot usando un ratón reportero 

bicistrónico para Foxp3 el cual expresa la proteína roja fluorescente RFP (Red 

Fluorescent protein) 88, se realizaron cultivos de linfocitos vírgenes bajo condiciones 

polarizantes hacia iTreg (previamente descritos). Se separaron las células por citometría 

de flujo seleccionando las células RFP- (Foxp3-) y RFP+ (Foxp3+) y se evaluó a nivel de 

proteína la expresión de TIF1 g  por Western Blot (Figura 14). Se puede observar que la 

expresión de la proteína se encuentra presente tanto en células vírgenes, RFP- y RFP+.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14. Análisis de la expresión de TIF1g por Western Blot. De izquierda a derecha: Lisado de testículo (control 
positivo), RFP+ (Treg: Foxp3+), RFP- (Foxp3-) y células vírgenes. Como control de carga se muestra el western blot 

contra β-Actina en la parte inferior.  

 
Adicionalmente, resultados preliminares de nuestro laboratorio, analizando ratones 

condicionales deficientes de TIF1g en células T con el sistema CD4-Cre/Lox, indican que 

la ausencia de esta molécula no afecta la generación de células Treg naturales en 

homeostasis. Sin embargo, experimentos funcionales de células Treg en un modelo de 

inflamación in vivo (colitis), sugieren que TIF1g es necesario para el mantenimiento del 

fenotipo de célula Treg. Para la funcionalidad de las células Treg en un modelo de 

supresión in vivo, se realizaron ensayos de supresión en un modelo de colitis. En este 

modelo se  utilizaron ratones Rag-/-, a los cuáles se les transfieren células T vírgenes 

(CD4+CD25-CD45RBhigh) las cuales proliferan y a largo plazo llevan a la inflamación y 

desarrollo de colitis. Si en este modelo se co-transfieren células Treg funcionales 



 48 

(CD4+CD25+CD45RB−) las células Treg regulan negativamente la inflamación 

evitando el desarrollo de la colitis. Se probaron cuatro condiciones experimentales: 

transferencia de  linfocitos T vírgenes silvestres (WT) o linfocitos T vírgenes deficientes 

de TIF1g ), o co-transferencia de linfocitos T vírgenes silvestres (WT) con linfocitos Treg 

silvestres o deficientes de TIF1g ). Días después de la transferencia se pesaban los 

ratones para determinar la progresión de la enfermad en los distintos grupos 

experimentales medido como pérdida de peso con respecto al inicial (Figura 15). Se 

puede observar que en el grupo de la co-transferencia de linfocitos vírgenes con linfocitos 

Treg silvestres, la enfermedad es controlada y por ende los ratones no pierden peso, 

pero esto no ocurre en la co-transferencia con linfocitos Treg deficientes de TIF1 g.  

 
 

Figura 15. Las células Treg deficientes de TIF1g  no previenen del desarrollo de colitis por transferencia 

adoptiva de células T. Ratones Rag-/- fueron transferidos con células T CD4+CD45RBhiCD25-:vírgenes WT (azul) o 

KO (negro), en ambos grupos hubo una pérdida de más del 20% del peso corporal inicial, sugiriendo una inflamación 

sistémica y desarrollo de colitis. La co-transferencia de células vírgenes con células Treg WT (rojo) protegen el 

desarrollo de la enfermedad mientras que la co-transferencia con células Treg KO (verde), no protegen el desarrollo 

de colitis n=1 . 

 
Debido a la función de TGF-b  en el desarrollo, función y mantenimiento de las células 

Treg, es necesario dilucidar los mecanismos moleculares por los cuales TGF-b  señaliza 

y controla todos estos procesos en linfocitos Treg. Recientemente, se ha abordado la 
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dependencia de TIF1g en el desarrollo y activación de linfocitos Treg en homeostasis 87 

concluyendo que TIF1g es prescindible para controlar dichos procesos en células Treg; 

sin embargo, en ese estudio no se evaluó el papel de TIF1g en un contexto de 

inflamación. Con base a los resultados in vivo en nuestro modelo de colitis en ausencia 

de TIF1g, el hecho de que TIF1g puede señalizar río abajo de la vía del TGF-b, y dado 

que en su extremo carboxilo terminal contiene dominios de unión a histonas acetiladas y 

metiladas; postulamos que TIF1g puede tener un papel importante en la función y 

mantenimiento de linfocitos Treg mediante mecanismos de control epigenéticos 

regulados por el TGF-b en un contexto inflamatorio. 

 

Los datos obtenidos a partir de este trabajo definirán si los mecanismos de control de 

poblaciones Treg por el TGF-b en distintos ámbitos (homeostasis vs inflamación), son 

molecularmente distintos y dependen diferencialmente de distintos componentes de la 

señal del TGF-b.  



 50 

Hipótesis 
 

La señal de TGF-b mediada por TIF1g regula la inducción y mantenimiento de la 

expresión de Foxp3, promoviendo la función de las Treg en un contexto de inflamación. 

 

Objetivo general 
 

Determinar el papel de TIF1g en el desarrollo, función y mantenimiento de células T 

reguladoras. 

 

Objetivos Particulares 
 

1.  Determinar si la ausencia de TIF-1g  afecta a las poblaciones de células Treg en 

condiciones de homeostasis. 

 

2. Determinar la capacidad de diferenciación de linfocitos vírgenes hacia iTreg en 

ausencia de TIF-1g. 

 

3. Evaluar la capacidad supresora de células Treg deficientes de TIF-1g.  

 

4. Evaluar la estabilidad de células Treg in vitro bajo señales de activación. 

 

5. Evaluar la estabilidad de células Treg in vivo bajo señales de activación en un 

modelo de inmunidad tumoral. 

 



Metodología 

Animales experimentales  
Se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa C57BL/6J Foxp3EGFP 2589knock-in 

(B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J, donado por el Dr. Rafael Simitrio Saavedra Durán) nombrados en 

este trabajo como ratón EGFP. Los ratones EGFP se cruzaron con los ratones  de la 

cepa C57BL/6J  TIF1g f/f  que tienen dos sitios loxP entre los exones 1 y 5 del 

gen de TIF1g 90, dichos ratones se nombraron como EGFP TIF1gf/f . 

Finalmente los ratones EGFP TIF1gf/f se cruzaron con los ratones B6.Cg-Tg(Cd4-

cre)1Cwi/BfluJ, donado por el doctor Richard Flavell nombrados en este 

trabajo como ratones TIF1gf/f EGFP CD4 Cre.  Para los experimentos 

descritos en este trabajo se utilizaron ratones  EGFP TIF1gf/f  (WT) y TIF1gf/f 

EGFP CD4 Cre (KO). Todos los ratones se mantuvieron en el área de ratones 

transgénicos del bioterio del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM, siguiendo el 

cuidado y las normas de éticas y bioseguridad de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999. 

Todos los protocolos fueron aprobados por la Comisión Institucional para el Cuidado y 

Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-IFC). 

 
Genotipificación de ratones  
 
Todos los ratones utilizados en este estudio fueron genotipificados mediante la técnica 

de PCR  punto final. Para su genotipificación, al día 10 después del nacimiento se les 

tomó una biopsia de los dígitos de sus extremidades inferiores (alrededor de 20 mm). La 

muestra fue resuspendida en 150µl de buffer de lisis (50mM Tris pH 8.0, 50mM KCL, 

2.5mM EDTA, 0.45% NP40 (Nonidet-40), 0.45% Tween20) + proteinasa K (Goldbio DBK-

P480) 20µg/mL), e incubada a 56oC por 12 hrs. Al término de la incubación  se centrifugó 

a 10,000rpm por 5 min y se procedió a la PCR usando el protocolo de la Taq Polimerasa 

(Taq DNA Polymerase Recombinant Invitrogen 11615-010) usando los primers y 

condiciones de reacción correspondientes  (Tabla 4).  
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Primers CD4 Cre. 

 Rev1 5’ TGGTCCCCAAGTCAGAAAC 3’ Rev2 5’ GCAAACGGACAGAAGCATTT 3’   

Fwd 5’ TAGTTTGGCAGGACCTTTGG 3’  

Productos esperados: CD4 Cre: 400pb CD4 WT: 297pb  

 
Primers  TIF1g fx/fx 

Rev 5’ CCATCTGGGAAAGGAAAACA 3’ Fwd 5’ CCCCAGTTGTCCTGGAACTA 3’ 

Productos esperados: TIF1g fx/fx : 180 pb WT: 237pb  

 

Primers Foxp3 GFP 

Rev 5’ ATTGTGGGTCAAGGGAAG 3’ Fwd 5’ CACCTATGCCACCCTTATCC 3’ 

Productos esperados: Foxp3 GFP: 400 pb WT: 350 pb  

 

CD4 Cre TIF1g fx/fx Foxp3 GFP 

94 oC 4’  95 oC 15’  94 oC 4’  
94 oC 45’’ 94 oC 1’ 94 oC 25’’ 
65 oC 45’’   

(-0.3 oC por ciclo )          X 35 

60 oC 1’                 X 36                    60.5 oC 25’’                  X 38                    

 

72 oC 1’  72 oC 1’  72 oC 25’’  

72 oC 5’ 72 oC 10’ 72 oC 10’ 

4oC ¥ 4oC ¥ 4oC ¥ 

 
Tabla 4 Condiciones de reacción de PCR utilizados en genotipificación de ratones experimentales.  
 

Determinación de fenotipos basales en órganos linfoides de ratones TIF1g 
condicionales deficientes y controles 
 
Los ganglios linfáticos mesentérico y  periféricos, así como el bazo y  el timo fueron 

extraídos directamente de sus correspondientes regiones anatómicas en cada grupo de 

animales. Los órganos fueron macerados y filtrados por una malla fina para evitar la 

formación de agregados o la presencia de tejido conectivo, las células obtenidas fueron 

centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min y el botón resultante fue resuspendido en un 
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volumen conocido de medio RPMI suplementado con 5% de suero fetal bovino (FBS) 

(Biowest Cat: S1810-500) para la cuantificación del número de células. El bazo requiere 

un paso adicional de lisis de eritrocitos con buffer de lisis ACK (NH4Cl 150 mM, KHCO3 

10Mm, Na2EDTA 0.1 mM) durante un min posterior a la filtración de las células con la 

malla, posteriormente se adiciona medio Clicks (Sigma Aldrich Cat:C5572) 

suplementado al 10 % con FBS.  

 

Las células extraídas de los distintos órganos fueron teñidas con anticuerpos acoplados 

a fluorocromos para determinar las poblaciones basales de células linfoides en 

condiciones de homeostasis tanto en ratones WT como en ratones TIF1g condicionales 

deficientes mediante citometría de flujo. Una alícuota de cada población celular obtenida 

fue centrifugada a 1500 rpm durante 5 min, retiramos el sobrenadante y resuspendimos 

las células en 100 μL de buffer de FACS (solución buffer de fosfatos [PBS] con 2% de 

FBS) conteniendo los siguientes anticuerpos mencionados en la tabla 5. 

 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en este trabajo  

 

Las muestras se incubaron 30 min a 4°C y posteriormente se realizó un lavado con 400 

μL de buffer de FACS, las células fueron nuevamente centrifugadas y resuspendidas en 

300uL de buffer de FACS para su análisis en un citómetro de flujo Attune Nxt (Thermo 

Fisher Scientific) en el Labnalcit en donde se adquieren 100uL de las muestra. La 

estrategia de análisis se encuentra explicada en el Anexo 1.    

 

 

 

 Fluorocromo Clona Marca 
Anti-CD4 Brillian Violet 605 

APC 
GK1.5 Biolegend 

Anti-CD8 PB 53-6.7 Biolegend 
Anti-CD25 PE 

PB 
PC61 Biolegend 

Anti-CD44 PE/Cy7 IM7 Biolegend 
Anti-CD62L APC/Cy7 MEL-14 Biolegend 
Anti-Foxp3 APC FJK-16s Biolegend 
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Cultivos celulares de células Treg 
 

El cultivo de diferenciación hacia iTreg se realizó a partir de la purificación de linfocitos T 

CD4 vírgenes (CD4+ CD44- CD62L+) de nódulos linfáticos y bazo. Las células T CD4 

vírgenes se aislaron por sort en la unidad de citometría del INER (FACS ARIA II) o en la 

unidad de Sort (MoFlo) en el LABNACIT. Para estos cultivos, 50 µl de linfocitos CD4 

vírgenes a una densidad de 4 x 10 6/ml en medio Clicks suplementado con 10% FBS y 

1X Penicilina/Estreptomicina/Glutamina (Gibco Cat:1631431), con 50 µl de células de 

bazo irradiadas a una densidad de 8 x 105/ml, fueron incubadas junto con 100 µl de un 

cocktail de polarización 2X para iTreg en placas de 96 pozos. Este cocktail incluye TGF-

β a una concentración que al diluir llega a una concentración final de 1 ng/ml, IL-2 a una 

concentración de 20ng/ml y 2µg/ml de anti-CD3 soluble. Los cultivos se mantuvieron a 

37oC en una incubadora con 5% de CO2 durante 5 días, momento en el que se evaluaron 

las frecuencias de linfocitos Treg por citometría de flujo.  

 

Para el ensayo de re-estimulación, células Treg (CD4+CD25+Foxp3+:EGFP+) se 

sortearon en un FACS ARIA II a partir de ratones TIF1g silvestres: TIF1gf/f EGFP (WT) 

o TIF1gf/f EGFP CD4 Cre (Knock out: KO). Las células se cultivaron por 48 hrs a una 

proporción de 1:5 (APC irradiadas/Treg) con condiciones de activación previamente 

establecidas: 20ng/ml de IL-2 y 2µg de anti-CD3 soluble. Al finalizar el tiempo de 

activación se evaluó por citometría de flujo el porcentaje de células Treg, particularmente 

la expresión de CD25 y Foxp3. 

 
Cultivo de línea celular B16-F10 
 
Las células de melanoma murino B16-F10 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% FBS y 1X PSG, en una incubadora a 

37oC y 5% CO2. Cuando la caja de cultivo llegó a una confluencia del 70%, se retiró el 

medio y se adicionaron 5 ml de tripsina/EDTA, se incubaron 5 min a 37oC en 5% CO2 y 

se adicionaron 5 ml de medio frio suplementado. Se colectaron las células, se 
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centrifugaron 5 min a 1500 rpm y se resuspendieron en medio para evaluar viabilidad y 

contar el número de células en cámaras de Neubauer.  

 
Modelo de inmunidad tumoral  
 
Se inyectaron subcutáneamente 1 x 105 células en suspensión de la línea de  melanoma 

B16F10 a ratones TIF1gf/f CD4 Cre (KO) o ratones TIF1gf/f (WT).  Una vez 

inyectados, los ratones se mantuvieron en observación evaluando ganancia de peso, 

sobrevida y midiendo con un vernier el tamaño del tumor. Al momento del sacrificio se 

aislaron los  ganglios drenantes (denominamos drenantes a aquellos ganglios mas 

cercanos al tumor), ganglios no drenantes, y se purificaron los linfocitos infiltrantes de 

tumor, para su posterior análisis por citometría de flujo.  

 

El tumor se pesó antes de procesarlo. Los tumores se disgregaron en seco con tijeras 

de disección y se resuspendieron en 1 mL de buffer de digestión (RPMI 5% SFB, 

Colagenasa 1mg/mL, DNAasa 40ng/mL) para pasar a tubos Falcon de 15 mL y se llevó 

a un volumen final de 3 mL con el mismo buffer de digestión. Todos los tumores se 

pusieron a digerir a 37°C en agitación (250 rpm) durante 1 hr. La muestra se filtró en una 

malla, y se disgregó con el émbolo de 1 jeringa. La muestra se resuspendió en 1 mL de 

RPMI y se centrifugó por 5 min a 1500rpm, el sobrenadante se descartó. La muestra se 

resuspendió en 1 mL de RPMI suplementado con 5% SFB, 1X PSG y se mezcló con 4 

mL de buffer de gradiente Optiprep 27.5% (Optiptep, Tricina PBS1X). Se añadió 1 mL de 

RPMI sobre la mezcla cuidando la separación de fases. Se centrifugó a 2750 rpm por 20 

min sin freno. Posteriormente se tomaron las células en la interfase y se lavaron con 5 

mL de RPMI suplementado con 5% SFB, 1X PSG. Se lisaron eritrocitos con ACK 

(1mL/1min) y se inactivó con 4 mL de RPMI suplementado. La suspensión celular se 

cuantificó y se procedió a hacer las tinciones para su análisis por citometría. 
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Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico se realizó con la prueba T de Student de dos colas, pareado para 

las IMF (Intensidad media de fluorescencia) y no pareado para las frecuencias y los 

números totales, usando el programa estadístico Graph Pad Prism 6. Valores de p<,0.05 

se consideraron como estadísticamente significativos *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.  
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Resultados 
 

Generación de la cepa TIF1gf/f EGFP CD4 Cre. 
Se expandió la colonia de ratones CD4 Cre. En la Figura 16A se muestra un gel de 

agarosa al 2% donde se carga el producto de genotipificación usando los primers para 

detectar la recombinasa de Cre. Las muestras enumeradas como 61 y 63 se consideran 

positivas para la recombinasa de Cre puesto que se observa la banda de 400 pb. Los 

ratones portadores del transgene CD4 Cre, se cruzaron con ratones con ratones 

homocigotos para TIF1g fx/fx. En la Figura 16B se muestra un gel de agarosa al 2% 

donde se carga el producto de genotipificacion usando los primers para detectar el alelo 

TIF1-g con los sitios flox. La banda de 180 pb indica el alelo con los sitios flox y la banda 

de 237 indica el alelo silvestre, se observa que las muestras enumeradas como 61 y 63 

son heterocigotas para el alelo TIF1-g floxeado. Al tener ratones homocigotos, se 

procedió a realizar cruzas con ratones Foxp3 EGFP. La genotipificación de Foxp3 se 

ejemplifica en la Figura 16C, donde la banda de 400 pb representa el gen de foxp3 

reportero EGFP y la banda de 350 pb representa el gen silvestre de Foxp3. En el gel de 

agarosa se muestra el raton 61 es homocigoto para el gen reportero y las muestras 62-

64 son heterocigotas. 
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Figura 16. Genotipificación de ratones de la colonia TIF1g CD4-Cre Foxp3 EGFP. A) Imagen de un gel de agarosa 

al 2% con los productos de amplificación por PCR con primers para detectar el transgen CD4 Cre (400pb) o gen control 

CD4 (297 pb) en ratones 61-64, un control negativo (-) y un control  positivo (+). B) Imagen de un gel de agarosa al 

2% con los productos de amplificación por PCR con primers para detectar el alelo TIF1g  con sitios lox (180pb) o el 

alelo silvestre (237pb) en ratones 61-64, un control wt, control homocigoto fx/fx y control negativo. C) Imagen de un 

gel de agarosa al 2% con los productos de amplificación por PCR con primers para detectar el gen reportero GFP en 

el locus de Foxp3 en ratones 61-64,  alelo silvestre (350 pb) alelo reportero (400 pb).  

 

Frecuencias basales de Treg en ratones TIF1gf/f EGFP CD4 Cre de 8 semanas.  
 
Una vez obtenidas la línea de ratón TIF1gf/f EGFP CD4 Cre quisimos  determinar si 

la ausencia de TIF1g  afectaba  las frecuencias de poblaciones de Treg en condiciones 

de homeostasis. Se sacrificaron ratones de 8 semanas (WT o KO) y se aislaron distintos 

órganos linfáticos (timo, bazo, nódulos linfáticos periféricos y mesentéricos). Se 

analizaron las poblaciones célulares con base en la expresión de  Foxp3 y dentro de ellas 

se analizó a las células que expresaran o no CD25 (CD25+ o CD25- respectivamente). 

La estrategia de análisis se muestra en la Figura 17, donde se puede observar que 

partimos de células vivas (Figura 17A), seleccionamos singuletes en granularidad y 

tamaño (Figuras 17B y 17C), linfocitos CD4+ (Figura 17E) y finalmente evaluamos las 

frecuencias de linfocitos Treg con base a la expresión de CD25 y Foxp3 (Figura 17F).  
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Figura 17 Estrategia de análisis de Células Treg en órganos linfoides identificadas como CD4+ Foxp3+ CD25+. 
A) Se seleccionaron las células vivas usando el colorante Zombie Aqua. B) Se realizaron selección de singuletes (SSC-

H vs SSC-A)  C) Se realizó una segunda selección de singuletes (FSA-A vs FSC-H) D) Se seleccionar a las células 

por tamaño y granularidad (SSC-A vs FSC-A) E) Se realizó la selección de células CD4+ F) Se analizó la población de 

CD4+ con base en la expresión de Foxp3+ y CD25+. 

 

Al analizar la frecuencia de las poblaciones Foxp3+ CD25- en ratones 

deficientes de TIF1g, se observó que hay una tendencia a disminuir en todos 

los órganos analizados (ver gráfica representativa en Figura 18). 
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Figura 18. Gráficas de densidad representativas de poblaciones Foxp3+ CD25- y Foxp3+ CD25+. Análisis a partir 

de células positivas para CD4+ provenientes de distintos órganos de ratones TIF1g f/f EGFP (WT) o TIF1g f/f EGFP 

CD4 Cre  (KO) de A) Nódulo linfático periférico, B) Nódulo linfático mesentérico, C) Bazo y D) Timo. Se muestran las 

gráficas de puntos representativas de 10 experimentos independientes con 1-2 ratones por experimentos. 

 

Dicha disminución en la frecuencia de estas células fue significativa en bazo 

de los ratones deficientes TIF1gf/f EGFP CD4 Cre (Figura 19A). Con respecto a la 

expresión de Foxp3 en esta población, observamos que en ausencia de TIF1g la 

expresión de Foxp3 disminuye significativamente en nódulo linfático mesentérico y en el 

timo (Figura 19B-C) y no en células Treg de nódulos linfáticos periféricos y bazo.  
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Al analizar poblaciones de células Foxp3+ CD25+  no se observó ninguna diferencia en 

frecuencia ni en la expresión de Foxp3 (Figura 18, 19D-F).  Sin embargo, al analizar la 

expresión de CD25 en linfocitos Foxp3+ CD25+ deficientes de TIF1g, se observó un 

incremento significativo en todas las células de los distintos órganos analizados (Figura 

19G-H). Estos datos indican que en condiciones de homeostasis, la ausencia de TIF1g 

repercute negativamente en la expresión de Foxp3 en poblaciones que no expresan 

CD25 en timo y nódulo linfático mesentérico. Por otro lado, la expresión de CD25 en 

linfocitos Foxp3+ CD25+ se encuentra incrementada en ausencia de TIF1g. 

 

 

Figura 18. Fenotipificación basal de células Treg en ratones TIF1g deficientes. A) Frecuencias basales de células 

Treg en distintos órganos linfoides identificadas como Foxp3+ CD25- de ratones TIF1g fx/fx EGFP (WT) y TIF1g fx/fx 

EGFP Cre (KO). B) Intensidad media de fluorescencia de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25-. C) Histograma 

representativo de la IMF de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25- en el NLM, el número representa el valor de IMF en 

cada muestra. D) Frecuencias basales de células Treg en distintos órganos linfoides identificadas como  Foxp3+CD25+ 

de ratones TIF1g fx/fx (WT)  y TIF1g fx/fx Cre (KO). E) Intensidad media de fluorescencia de Foxp3 en poblaciones 

Foxp3+CD25+. F) Histograma representativo de la IMF de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25+ en el NLM, el número 

representa el valor de IMF en cada muestra. G) Intensidad media de fluorescencia de CD25  en poblaciones 

Foxp3+CD25+.  H) Histograma representativo de la IMF de CD25 en poblaciones Foxp3+CD25+ de NLM, el número 

representa el valor de IMF en cada muestra. NLP (Nódulo linfático periférico) NLM (Nódulo linfático mesentérico). n= 

10 (Bazo y NLP), 9 (NLM) y 6 (Timo). Análisis Prueba de t de dos colas no pareada (95% intervalo de confianza) 

*p<0.05, **p<0.01. Datos de 10 experimentos independientes.  
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Fenotipo de activación de células Treg (CD4+ Foxp3+) en ratones CD4 fx/fx TIF1g de 
8 semanas.  
 
Dado que la gran mayoría de los fenotipos observados en ratones deficientes de los 

distintos componentes de señalización del TGF-b en células T se asocian a cambios en 

el estado de activación celular 30; decidimos evaluar el estado de activación de las células 

Treg (CD4+ Fox3+) deficientes de TIF1g con respecto a la expresión de CD62L y CD44 
30. En la Figura 20 se muestra la estrategia de análisis para diferenciar entre células 

activadas: aTreg (CD4+Foxp3+CD62L-CD44+) y células en reposo: rTreg 

(CD4+Foxp3+CD62L+CD44low). 

 

 
 
Figura 20. Estrategia de análisis de estado de activación de células CD4+ Foxp3+  en órganos linfoides. A) Se 

seleccionaron las células vivas usando el colorante Zombie Aqua. B) Se realizaron selección de singuletes (SSC-H vs 

SSC-A)  C) Se realizó una segunda selección de singuletes (FSA-A vs FSC-H) D) Se seleccionaron a las células por 

tamaño y granularidad (SSC-A vs FSC-A) E) Se realizó la selección de células CD4+. F) Se seleccionó la población de 

CD4+ con base en la expresión de Foxp3+. G) Finalmente, se seleccionaron las células  activadas (CD4+Foxp3+CD62L-

CD44+ (aTreg)) y células en reposo (CD4+Foxp3+CD62L+CD44low (rTreg)) con base en la expresión de CD44+ y CD62L-

. 
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Al analizar las poblaciones de células activadas o en reposo en ratones de 8 semanas 

en homeostasis, no se observó una diferencia significativa en las frecuencias de células 

Treg (CD4+Foxp3+) activadas o en reposo entre el grupo WT o deficiente de TIF1g (Figura 

21, 22A y 22D). Con respecto a la expresión de Foxp3 no se observó diferencia en la IMF 

en ninguna de las poblaciones de Treg analizadas (activadas o en reposo), entre grupo 

WT o deficiente de TIF1g (Figura 22B y 22E).   La expresión de CD25 en las células Treg 

en reposo Foxp3+ CD62L+ se encontró incrementada en todos los órganos analizados 

en los ratones deficientes de TIF1g;  sin embargo este incremento sólo se observó en 

células Treg con fenotipo de activación CD62L-  en el bazo. (Figura 22C y 22F).  

 
Figura 21. Gráficas de contorno representativas de poblaciones CD4+Foxp3+CD62L+CD44 low (Treg en reposo: 
rTreg ) y CD4+Foxp3+CD62L-CD44+ (Treg activadas: aTreg). Análisis a partir de células positivas para CD4+ 

provenientes de distintos órganos de ratones TIF1g f/f EGFP (WT) o TIF1gf/f EGFP CD4 Cre  (KO). A) Nódulo 

linfático periférico, B) Nódulo linfático mesentérico y C) Bazo. Se muestran las gráficas de contorno representativas de 

10 experimentos independientes. 
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Figura 22. Estado de activación de células CD4+ Foxp3+  de ratones  deficientes de TIF1g. A) Frecuencias basales 

de células  CD4+Foxp3+CD62L+CD44low (Treg en reposo:rTreg) en ratones de 8 semanas en distintos órganos linfáticos  

de ratones TIF1g fx/fx (WT)  y TIF1g fx/fx Cre (KO). B) IMF de  Foxp3 en células Treg en reposo.  C) IMF de CD25 en 

células Treg en reposo. D) Frecuencias basales de células CD4+Foxp3+CD62L-CD44+ (Treg activadas: aTreg). E) IMF 

de Foxp3 en células Treg activadas. F) IMF de CD25 en células Treg activadas. NLP (Nódulo linfático periférico), NLM 

(Nódulo linfático mesentérico). n= 10 (Bazo y NLP), 9 (NLM) y 6 (Timo). El análisis estadístico consistió en una prueba 

de t de dos colas no pareada (95% intervalo de confianza) o pareada (para el análisis de IMF) *p<0.05, **p<0.01. Datos 

de 10 experimentos independientes. 

 
 

Frecuencias basales de Treg  en ratones CD4 fx/fx TIF1g de  más de 40 semanas.  
 

Se ha descrito que la eliminación de algunas moléculas o regiones que participan en la 

inducción de iTreg en periferia como la musculina y el CNS1, lleva a fenotipos de 

inflamación en ratones que se consideran viejos o mayores a 40 semanas 91,92. Para 

asegurarnos que no estuviéramos ignorando algún fenotipo de aparición tardía en 

nuestros ratones como los descritos anteriormente, decidimos evaluar si la ausencia de 

TIF1g repercute en la diferenciación y funcionalidad de células Treg promoviendo un 

fenotipo de inflamación en ratones de edad avanzada. Para dicho análisis, se sacrificaron 

ratones de más de 40 semanas y se aislaron distintos órganos linfáticos (timo, bazo, 

nódulos linfáticos periféricos y mesentéricos) y se analizaron las poblaciones de celulares 
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con base en la expresión de  Foxp3 y dentro de ellas se analizó las células que 

expresaran o no CD25 (CD25+ o CD25- respectivamente). En la Figura 23 se muestran 

gráficas representativas de este análisis.  

 

Figura 23 . Graficas de densidad representativas de poblacionesFoxp3+CD25- y Foxp3+CD25+. Análisis a partir 

de células positivas para CD4+ provenientes de distintos órganos de ratones TIF1g f/f EGFP (WT) o TIF1g f/f EGFP 

CD4 Cre (KO). A) Nódulo linfático periférico B) Nódulo linfático mesentérico C) Bazo. Se muestran las gráficas de 

puntos representativas de 3  experimentos independientes. 

 

Al analizar las células Treg de ratones viejos, se puede observar que en ausencia de 

TIF1g la frecuencia de células Foxp3+CD25- se encuentra reducida en comparación con 

las células del ratón WT de la misma edad (Figura 24A). Esta diferencia no se observa 

en los números totales de células (Figura 24B). De manera interesante, cuando se evalúa 

la expresión de Foxp3 en estas células, se observó una reducción en la expresión de 

Foxp3 en todos los órganos analizados (Figura 24C-D). Al analizar las células Treg de 

fenotipo Foxp3+CD25+ en ratones deficientes de TIF1g  de más de 40 semanas, no se 
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observan diferencias con respecto al control ni en la frecuencia ni en el número de células 

(Figura 24E-F). En cuanto a los valores de IMF de Foxp3 y CD25 en esta población, sólo 

se observa un incremento en la expresión de CD25 en las células Treg deficientes de 

TIF1g  (Figura 24G-J).   

Figura 24. Fenotipificación basal de células Treg en ratones TIF1g deficientes de más de 40 semanas. A) 

Frecuencias basales de células Treg en distintos órganos linfoides identificadas como Foxp3+CD25- de ratones TIF1g 

fx/fx (WT) y TIF1g fx/fx Cre (KO). B) Número total de células Treg Foxp3+CD25-. C) Intensidad media de fluorescencia 

de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25-. D) Histograma representativo de la IMF de Foxp3 en poblaciones 

Foxp3+CD25- en NLM el número representa el valor de IMF en la población analizada. E) Frecuencias basales de 

células Treg en distintos órganos linfoides identificadas como Foxp3+CD25+ de ratones TIF1g fx/fx (WT) y TIF1g fx/fx 

Cre (KO). F) Número total de células Treg Foxp3+CD25+. G) Intensidad media de fluorescencia de Foxp3 en 

poblaciones Foxp3+CD25+. H) Histograma representativo de la IMF de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25+ en NLM,  

número representa el valor de IMF en la población analizada. I) Intensidad media de fluorescencia de CD25 en 

poblaciones Foxp3+CD25+. J) Histograma representativo de la IMF de CD25 en poblaciones Foxp3+CD25+ en NLM el  

número representa el valor de IMF en la población analizada. NLP (Nódulo linfático periférico), NLM (Nódulo linfático 

mesentérico). ). n= 10 (WT- TIF1g fx/fx EGFP) y 11 (KO- TIF1g fx/fx Cre EGFP) Análisis Prueba de t de dos colas no 

pareada (95% intervalo de confianza) *p<0.05, **p<0.01. Datos de3 experimentos independientes. 
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Fenotipo de activación de células Treg (CD4+ Foxp3+) en ratones CD4 fx/fx TIF1g de 
más de 40 semanas.  
 

Posteriormente, se evaluó si la deficiencia de TIF1g en linfocitos T de ratones de más de 

40 semanas repercutía en el estado de activación de los linfocitos Treg. Una vez más se 

identificó a células activadas o en reposo: CD4+Foxp3+CD62L+CD44low (en reposo: 

rTreg) y CD4+Foxp3+CD62L-CD44+ (activadas: aTreg) (Figura 20). En la figura 25 se 

muestran gráficas de contorno representativas de estas poblaciones en los distintos 

órganos analizados. 

  

 
 
Figura 25. Graficas de contorno representativas de poblaciones CD4+Foxp3+CD62L+CD44 low (Treg en reposo: 
rTreg ) y CD4+Foxp3+CD62L-CD44+ (Treg activadas: aTreg). Análisis a partir de células positivas para CD4+ 

provenientes de distintos órganos de ratones TIF1g f/f EGFP (WT) o TIF1gf/f EGFP CD4 Cre  (KO). A) Nódulo 

linfático periférico B) Nódulo linfático mesentérico C) Bazo. Se muestran las gráficas de contorno representativas de 3 

experimentos independientes. 
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Al analizar el fenotipo de activación de células CD4+ Foxp3+ de ratones deficientes de   

TIF1g, observamos un incremento en la frecuencia de células Treg en reposo en nódulo 

linfático mesentérico y bazo (Figura 26A) y una disminución en células Treg activadas en 

los distintos órganos de ratones deficientes de TIF1g (Figura 26E). Con respecto al 

número de células, observamos un incremento de células Treg en reposo, solamente en 

el bazo de ratones deficientes de TIF1g (Figura 26B).  Al analizar la IMF de Foxp3 se 

observó una disminución en las células Treg deficientes de TIF1g en bazo; por otro lado 

con respecto a la expresión de CD25, se observó un incremento en las células Treg en 

reposo del órgano linfático mesentérico y periférico (Figura 26D). El número total de 

linfocitos Treg activados no fue distinto entre ratones silvestres de 40 semanas y ratones 

deficientes de TIF1g de la misma edad (Figura 26F), lo mismo que la IMF de Foxp3 en 

estas células. Sin embargo, observamos un incremento de CD25 en las Treg activadas 

de ratones deficientes de TIF1g en nódulos linfáticos mesentérico, periférico y bazo 

(Figura 26H). 
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Figura 26. Estado de activación de células CD4+Foxp3+ de ratones deficientes de TIF1g de más de 40 semanas. 
A) Frecuencias basales de células CD4+Foxp3+CD62L+CD44low (Treg en reposo: rTreg) en ratones mayores de 40 

semanas en distintos órganos linfáticos. B) Número total de células Treg en reposo. C) IMF de Foxp3 en  células Treg 

en reposo. D) IMF de CD25 en células Treg en reposo. E) Frecuencias basales de células CD4+Foxp3+CD62L- CD44high 

(Treg activadas: aTreg). F) Número total de células Treg activadas. G) IMF de Foxp3 en células Treg activadas. H) 

IMF de CD25 en células Treg activadas. NLP (Nódulo linfático periférico), NLM (Nódulo linfático mesentérico). n= 10  

(WT- TIF1g fx/fx EGFP) y 11 (KO- TIF1g fx/fx Cre EGFP). Análisis, prueba de t de dos colas no pareada (95% intervalo 

de confianza) o pareada (para el análisis de IMF) *p<0.05  ***p<0.001. Datos de 3 experimentos independientes. 
 

 
Ensayo de inducción de iTreg a partir de células CD4 deficientes de TIF-1γ 

 

Con la finalidad de identificar la participación de TIF1g  en la diferenciación in vitro de 

iTreg, se aislaron por FACS células CD4 vírgenes identificadas como CD4+Foxp3- 

CD62L+CD44- de ratones reporteros WT o deficientes de TIF1g. Se diferenciaron co-

cultivando los linfocitos vírgenes con células de bazo irradiadas (como células 

presentadoras de antígeno), TGF-b e IL-2. Al quinto día se analizó por FACS el 

porcentaje de diferenciación y la intensidad media de fluorescencia de Foxp3 y CD25 de 

acuerdo a la estrategia de análisis de la Figura 27. 
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Figura 27.  Estrategia de análisis de células iTreg identificadas como CD4+Foxp3+ o CD4+Foxp3+CD25+. A) Se 

seleccionaron las células vivas usando el colorante Zombie Aqua. B) Se realizaron selección de singuletes (SSC-H vs 

SSC-A)  C) Se realizó una segunda selección de singuletes (FSA-A vs FSC-H) D) Se seleccionar a las células por 

tamaño y granularidad (SSC-A vs FSC-A) E) Se realizó la selección de células CD4+ F) Se analizó la población de 

CD4+ con base en la expresión de Foxp3+ y CD25+. 

Al quinto día de cultivo de analizaron poblaciones con base en la expresión de Foxp3+ y 

CD25+. En la Figura 28 se muestran gráficas representativas de este tipo de análisis en 

cultivos de iTreg. 

Figura 28. Grafica de puntos representativa de cultivos de 5 días de linfocitos vírgenes diferenciados bajo 

condiciones polarizantes para iTreg . Células de ratones TIF1g f/f EGFP (WT) o TIF1g f/f EGFP CD4 Cre 

(KO). Datos representativos de 6 experimentos independientes con 1-2 ratones por grupo. 
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Se puede observar que hay una tendencia a disminuir poblaciones Foxp3+CD25- en 

cultivos provenientes de ratones deficientes de TIF1g (Figura 29A). En esta población se 

observó una disminución en la expresión Foxp3 en aquellas Treg deficientes de 

TIF1g (Figura 29B-C). Por otro lado, se puede observar que en  ausencia de TIF1g, hay 

afectación en el potencial de diferenciación de células vírgenes hacia células iTreg 

identificadas como CD4+Foxp3+CD25+ (Figura 29D). Sin embargo, al evaluar la expresión 

de Foxp3 no se observaron diferencias entre células WT o deficientes de TIF1g (Figura 

29E-F). Por otro lado, en esta población si se observa un incremento significativo en la 

expresión de CD25 en células deficientes de TIF1g (Figura 29G-H).   

 
 

Figura  29. Cultivo de diferenciación de iTreg  de células T deficientes de TIF1g. A) Frecuencia de inducción de 

células iTreg Foxp3+CD25- provenientes de ratones silvestres TIF1gf/f EGFP (WT) o deficientes de TIF1g TIF1gf/f 

EGFP CD4 Cre (KO) después de 5 días de cultivos in vitro. B) IMF de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25-. C) 
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Histograma representativo de IMF de Foxp3 en poblaciones Foxp3+ CD25-, el número representa el valor de IMF en 

cada población. D)  Frecuencia de inducción de células iTreg identificadas como Foxp3+CD25+, provenientes de 

ratones WT o KO después de 5 días de cultivos in vitro. E) Intensidad media de fluorescencia de Foxp3 en poblaciones 

Foxp3+CD25+. F) Histograma representativo de la IMF de Foxp3 en poblaciones Foxp3+CD25+, el número representa 

el valor de IMF en cada población. G) Intensidad media de fluorescencia de CD25 en poblaciones Foxp3+CD25+. H) 

Histograma representativo de la IMF de CD25 en poblaciones Foxp3+CD25+, el número representa el valor de IMF en 

cada población. Análisis Prueba de t de dos colas no pareada (95% intervalo de confianza) *p<0.05, Datos de 6 

experimentos independientes con 1-2 ratones por grupo. 

 
Ensayo de estabilidad de células Treg deficientes de TIF1g.   

 
Con el objetivo de evaluar la estabilidad de una célula Treg deficiente de TIF1g in vitro, 

se aislaron por FACS células Treg CD4+Foxp3+CD25+ de nódulos linfáticos y bazo; se 

colocaron bajo condiciones de activación por 48 hrs (con células presentadoras de 

antígeno irradiadas, anti-CD3 e IL-2)  y se  determinó por citometría la frecuencia de 

células Treg al final del cultivo (Figura 30).  

  

 
 
Figura 30.   Estrategia de análisis de células Treg CD4+ Foxp3+ CD25+ activadas in vitro por 48 hrs. Gráfica 

representativa de frecuencia de células Treg posterior al reto de activación con APCs, anti-CD3 e IL-2 por 48 hrs de 

ratones TIF1g fx/fx EGFP (WT) y TIF1g fx/fx Cre EGFP (KO). Dato representativo de 3 experimentos independientes 

con 1-2 ratones por grupo. 
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En este grupo de experimentos, observamos que tanto en cultivos de activación de Treg 

WT como de KO de TIF1γ hay una pérdida de la expresión de Foxp3, sin embargo, este 

efecto se ve más evidente en las células Treg que carecen de TIF1γ y la frecuencia al 

final del cultivo es significativamente menor comparada con aquella observada en 

cultivos de Treg silvestres (Figura 31A). Al evaluar la expresión de Foxp3 y CD25 en las 

células que mantuvieron en fenotipo Treg en estos cultivos, observamos que no hubo 

cambios en la expresión de Foxp3 pero si encontramos un incremento significativo en la 

expresión de CD25 (Figura 31B-C). Sin embargo, no podemos descartar que este 

aumento en la expresión de CD25 se deba a que basalmente las células expresaban 

más este receptor, como sabemos ocurre en condiciones basales en ausencia de TIF1g. 

 

Figura 31.  Cultivo de activación de linfocitos Treg deficientes de TIF1g. A) Frecuencia de células Foxp3+CD25+ 

48 hrs después de la activación in vitro de ratones WT o deficientes de TIF1g. B) IMF de Foxp3. C) IMF de CD25. n=3  

Análisis, prueba de t de dos colas no pareada (95% intervalo de confianza) *p<0.05 

 

 

Modelo de inmunidad tumoral  
 

Finalmente, para evaluar la funcionalidad de células Treg deficientes de 

TIF1g  consideramos el modelo de progresión tumoral.  Hipotetizamos que si la presencia 

de TIF1g fuera necesaria para la funcionalidad de las células Treg, en un modelo de 

progresión tumoral con ratones cuyas células T carecen de TIF1g,  el tumor sería más 

pequeño y la proporción CD8/Treg sería mayor. Se inocularon 1x105 células de la línea 

de melanoma murina B16 por vía subcutánea y se monitoreó por 14 días el crecimiento 

del tumor en grupos de ratones controles y deficientes. Al observar la cinética de 

crecimiento tumoral observamos una tendencia de menor crecimiento en el grupo de 
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ratones deficientes de TIF1g comparado con el grupo control (Figura 32A). Esta 

tendencia a menor crecimiento del tumor en ratones KO, también se observó cuando 

determinamos el peso tumoral al final del experimento (Figura 32B).  

 

 

 
Figura 32.  Modelo de inmunidad tumoral en ratones deficientes de TIF1γ. A) Cinética de crecimiento de volumen 

tumoral de ratones WT o deficientes de TIF1γ inoculados con células de melanoma B16. B) Gráfica de peso del tumor 

al día del sacrificio (d14 post-inoculación). n= 14(WT) y 17 (KO) de 3 experimentos independientes. Prueba de 

observaciones repetidas para A) y prueba de t de dos colas no pareada para B). 

 

Al día 14 post-inoculación de las células B16F10, se aislaron los ganglios drenantes, no 

drenantes, el bazo y el tumor para analizar las poblaciones de linfocitos en cada órgano 

linfoide y los linfocitos infiltrantes del tumor. En la Figura 33 se muestran unas gráficas 

representativas del análisis realizado para este experimento in vivo. 
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Grafica 33. Gráficas de densidad representativas de poblacionesFoxp3+CD25- y Foxp3+CD25+ en el modelo 

de tumor. Análisis a partir de células positivas para CD4+ provenientes de distintos órganos de ratones TIF1g f/f 

(WT) o TIF1gf/f CD4 Cre  (KO). A) Nódulo linfático drenante  B) Nódulo linfático no drenante C) Bazo. Gráficas 

representativas de 3 experimentos independientes, n=14 WT y n=17 KO. 

 

Al analizar la población de linfocitos reguladores con base en la expresión de Foxp3 y 

CD25, se observó una disminución en la frecuencia de células Foxp3+CD25- en la 

población infiltrante de tumor (Figura 34A), sin embargo no hubo cambios en el número 

total de estas células en ninguno de los órganos analizados (Figura 34B). Con respecto 

a la expresión de Foxp3 se observó un incremento significativo en la población 

Foxp3+CD25- de nódulos linfáticos no drenantes (NLND) provenientes de ratones 

deficientes de TIF1g (Figura 34C). 

 

Por otro lado, al evaluar la frecuencia de células Foxp3+CD25+ se observó un incremento 

significativo en la frecuencia de células en nódulo linfático no drenante y el bazo, no así 

en órganos cercanos al tumor o en el tumor mismo (Figura 34D). Tampoco encontramos 

diferencias significativas en el número total de células Foxp3+CD25+ en los distintos 

órganos analizados (Figura 34E).  Con respecto a la expresión de Foxp3 en esta 
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población, se observó un incremento en el nódulo linfático no drenante de ratones 

deficientes de TIF1g (Figura 34F). Mientras que al medir la expresión de CD25, 

observamos un incremento en la expresión de este marcador en todos los órganos 

analizados, a excepción de los linfocitos infiltrantes del tumor, en ratones deficientes de 

TIF1g (Figura 34G).  

 

 

Figura 34. Análisis de células Treg en ratones CD4 Cre TIF1γ en un modelo de inmunidad tumoral. A) 
Frecuencias de células CD4+Foxp3+CD25- a los 14 días post-inóculo de células de melanoma B16F10 en distintos 

órganos. B) Número total de células CD4+Foxp3+CD25-. C) IMF de Foxp3 en células CD4+Foxp3+CD25-. D) Frecuencia  

de células CD4+Foxp3+CD25+ a los 14 días post-inóculo de células de melanoma B16F10 en distintos órganos. E) 

Número total de células CD4+Foxp3+CD25+. F) IMF de Foxp3 en células CD4+Foxp3+CD25+. G) IMF de CD25 en 
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células CD4+Foxp3+CD25+. NLD (Nódulo linfático drenantes) NLND (Nódulo linfático no drenantes), bazo y LIT 

(linfocitos infiltrantes de tumor) de ratones TIF1γ fx/fx (WT) y TIF1γ fx/fx Cre (KO). n= 14 (WT) y n=17 (KO) de 3 

experimentos independientes. Análisis Prueba de t de dos colas no pareada (95% intervalo de confianza) *p<0.05. 

 

En este modelo de tumor, también se calculó la razón CD8/Treg, indicadora de la 

respuesta citotóxica y el estado anti-inflamatorio en los distintos tejidos. Como se puede 

observar en la Figura 35, la razón CD8/Treg se encuentra disminuida en nódulos 

linfáticos no drenantes de ratones deficientes de TIF1g. Lo anterior podría indicar que en 

estos ratones si hay linfocitos Treg (incluso más en el NLND), sin embargo dado el 

fenotipo global en el tamaño del tumor; posiblemente no están ejerciendo una función 

supresora correcta. En experimentos futuros consideramos que será necesario evaluar 

otros marcadores de funcionalidad como CTLA-4, CD73, CD39, secreción de citocinas 

anti-inflamatorias como TGF-b , IL-10 e IL-35 para poder concluir algo al respecto.  

 

Figura 35. Razón de células CD8 y Treg en distintos órganos en el modelo de tumor. NLD (Nódulo linfático 

drenantes) NLND (Nódulo linfático no drenantes), bazo y LIT (linfocitos infiltrantes de tumor) de ratones TIF1γ fx/fx 

(WT) y TIF1γ fx/fx Cre (KO). n= 14 (WT) y n=17 (KO) de 3 experimentos independientes. Análisis Prueba de t de dos 

colas no pareada (95% intervalo de confianza) *p<0.05. 
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Discusión  
 
Las células Treg son necesarias para el mantenimiento de la homeostasis en un 

individuo, por ende, el entendimiento de su regulación, mantenimiento y función es 

esencial. Dentro de las señales de diferenciación de linfocitos Treg, la vía de TGF-b es 

importante para la diferenciación, mantenimiento y estabilidad bajo señales de activación 
51,76,79. Sin embargo, hasta el momento no se ha dilucidado por completo cuáles son los 

mecanismos moleculares mediante los cuáles TGF-b puede controlar dichas funciones 

de linfocitos Treg. En este trabajo, iniciamos la caracterización del papel de TIF1g en las 

señales dependientes de TGF-b en linfocitos Treg y proponemos que dicha proteína 

participa, por un lado, en el control de marcadores que identifican a una célula Treg como 

CD25, y, por otro lado, en el mantenimiento de la identidad de las células Treg de una 

manera contexto dependiente.  

 

En condiciones de homeostasis, los ratones deficientes de TIF1g en las células CD4, 

presentan una disminución en la frecuencia de células Fox3+CD25- así como en la 

expresión de Foxp3 en nódulos linfáticos mesentéricos y el timo, órganos expuestos a 

una mayor expresión endógena de TGF-b. Particularmente en el timo se ha descrito que 

se pueden distinguir dos poblaciones que se pueden dividir con base en la expresión de 

Foxp3 y CD25: CD4+Foxp3+CD25+ y CD4+Foxp3+CD25-; las primeras se consideran Treg 

maduras y las segundas células precursoras de Treg 24, en nuestros datos se observa 

una disminución en la expresión de Foxp3 en las células precursoras de Treg, por lo que 

consideramos importante evaluar la relevancia de TIF1g en la regulación de generación 

y función de células Treg precursoras tímicas, en futuros experimentos planeados para 

mi trabajo de doctorado.   

 

Al analizar la población de células Foxp3+CD25+en ausencia de TIF1g, no se observó 

una disminución en la frecuencia ni en la expresión de Foxp3+. Dicho fenotipo, es distinto 

al observado en ausencia de otros componentes de la vía de TGF-b, tales como el 

receptor tipo I, tipo II, y las Smads de receptor (Smads 2/3), donde se observa una 

disminución en la expresión de Foxp3 y en la frecuencia de dicha población in vivo. De 
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manera interesante, el fenotipo inducido por la ausencia de Smad4 tampoco repercute 

en la generación de Tregs ni en la expresión de Foxp3, recapitulando el fenotipo 

observado al eliminar a TIF1g 26,78,81–86. Lo anterior podría explicarse por al menos dos 

posibles mecanismos: 1) que la función de Smad4 y TIF1g  sea redundante para la 

generación de células Treg, y en ausencia de sólo una de ellas existan mecanismos de 

compensación, ó 2) que exista una vía parcialmente dependiente de los componentes 

de la vía de las Smads en la que ni Smad4, ni TIF1g  participen y ésta sea la vía en 

respuesta al TGF-b responsable de la generación de linfocitos Treg.    

  

Por otro lado, nuestros datos de expresión de CD25, al analizar esta misma población 

Foxp3+CD25+, sugieren que TIF1g es necesario para la expresión normal de ésta 

molécula en condiciones de homeostasis en todos los órganos analizados (NLP, NLM, 

Bazo y Timo); y que en su ausencia hay una mayor expresión con respecto a su 

contraparte silvestre. Relacionado a esta observación, se ha descrito que la señal de 

TGF-b, mediada por componentes de la vía canónica Smad3/Smad4, en conjunto con la 

señal de TCR son importantes para inducir la expresión de CD25 65. Con base en una 

de las funciones descritas de TIF1g 93, como competidor de Smad4, al eliminarlo, Smad4 

podría estar ejerciendo una mayor actividad transcripcional, promoviendo así la mayor 

expresión de CD25 observada en nuestro modelo deficiente de TIF1g. 

 

Dada la naturaleza de las Tregs y su desarrollo, no podemos descartar que las células 

Treg localizadas en órganos periféricos sean exclusivamente pTreg, por lo que 

tendríamos que distinguir a las células Treg dependiendo de su origen (timo o periferia) 

usando marcadores como Helios o Neuropilina-1 para evaluar y distinguir la función de 

TIF1g  en estas dos poblaciones.  

 

Por otro lado, se han reportado distintas moléculas importantes para el control de la 

homeostasis de las células Treg en ratones que se consideran viejos 91,92, donde se ha 

reportado que ocurre una inflamación “natural” conforme avanza la edad. Al analizar 

ratones mayores de 40 semanas deficientes TIF1g, no observamos indicios de 
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inflamación sistémica en estos ratones (datos obtenidos por el estudiante de LIBB Diego 

Pérez en nuestro laboratorio) comparados con ratones silvestres de la misma edad. 

Debido a que en nuestro sistema experimental, eliminamos a TIF1g en todos los 

compartimentos de linfocitos T, no descartamos la posibilidad de que esta molécula sea 

también importante para la activación y función efectora de otros linfocitos T (CD4+ o 

CD8+) y no sólo poblaciones de Treg. También se ha descrito, que en ausencia de 

TIF1g en linfocitos T, hay un incremento en la frecuencia de células productoras de IL-10 

en condiciones de inflamación 94, por lo que existe la posibilidad que en ratones viejos 

aunque exista una disminución del compartimiento de linfocitos Treg, un posible 

incremento de células T productoras de IL-10 mantenga la homeostasis y el control de la 

inflamación.  

 

Al separar a las células Treg con base en la expresión de Foxp3 y CD25, observamos 

que en ausencia de TIF1g no hay afectación en el compartimiento doble positivo 

(Foxp3+CD25+) pero si una disminución en la población Foxp3+CD25-, donde 

observamos una disminución en la expresión de Foxp3. Este fenotipo sugiere que 

probablemente en ausencia de TIF1g, el incremento de CD25 en poblaciones 

Foxp3+CD25+ compensa la ausencia de TIF1g y su participación en la expresión de 

Foxp3, hipótesis que habrá que demostrarse en estudios futuros. Apoyando a esta 

hipótesis, cabe mencionar que en un modelo de deleción condicional con la cepa LckCre 

donde se elimina al TGF-bRI desde un estadio DN del timo, no se encuentran cambios 

en las frecuencias de nTreg Foxp3+ pero si se observa un incremento en la expresión 

de CD25 en estas células, mismo que rescata de un fenotipo de autoinmunidad a estos 

ratones, demostrado por el fenotipo del mismo ratón en fondo IL-2KO, donde se observa 

autoinmundad asociado a la ausencia de células Treg 78.    

 

Relacionado al fenotipo en la población Foxp3+CD25-, inicialmente no se podía 

considerar que estas células fueran reguladoras, puesto que durante la activación de 

linfocitos T hay una expresión transitoria de Foxp3 95. Sin embargo, distintos reportes 

indican que las células Foxp3+CD25- son células que se encuentran incrementadas en 

ratones en proceso de envejecimiento, en pacientes con lupus, diabetes, pacientes con 
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infección del virus de la inmunodeficiencia humana, Mycobacterium tuberculosis y 

Bordetella pertussis; las cuales tienen distintas capacidades supresoras 96–101.  En los 

casos mencionados anteriormente, podemos destacar que en todos estos procesos 

inflamatorios hay mecanismos de inmunidad humoral y producción de anticuerpos. De 

manera interesante, se describió que existe una población de células Treg, localizada en 

los centros germinales, especializada en regular a las células T foliculares y por ende la 

producción de anticuerpos. Dichas células se caracterizan por la expresión de 

Foxp3+CXCR5+PD-1+CD25- 102–104, pese a los cánones descritos en la literatura, la 

disminución de CD25 en las células Tfr (T foliculares reguladoras) es esencial para la 

supresión de las células T foliculares. En este sentido, también se ha descrito que en los 

centros germinales, la señal de TGF-b regula negativamente la expresión de CD25 en 

las células T en los centros germinales 105. Con lo antes mencionado, consideramos 

importante evaluar la participación de TIF1g en la regulación de las células Tfr en 

modelos de inmunidad humoral.  

 

Otros de los fenotipos observados en las células Treg de ratones mayores de 40 

semanas es su fenotipo de activación. En ausencia de TIF1g, hay incremento de células 

Treg en reposo (CD62L+) y una disminución de células Treg activadas (CD44+), 

sugiriendo una afectación durante los procesos de activación. Consideramos que existe 

los procesos de activación están comprometidos, puesto que se ha reportado que 

cuando una célula Treg se activa se disminuye la expresión de CD62L y de CD25 106. No 

obstante, no descartamos la posibilidad de que la ausencia de TIF1g afecte los procesos 

de activación de otros linajes de linfocitos CD4 y CD8. Lo anterior, se hipotetiza a partir 

de la observación que en el ratón doble deficiente Smad4 fx/fx/TGFRII fx/fx CD4 Cre,  

hay una dismunición de linfocitos T activados, por lo que se propone que un componente 

dependiente de la vía de TGF-b, independiente a Smad4, es el que promueve un estado 

de activación en el linfocito T 86. Por otro lado, para asegurarnos de que el fenotipo 

observado sea únicamente dependiente de los linfocitos Treg, tendríamos que utilizar 

otras herramientas de eliminación condicional como lo serían ratones Foxp3 Cre.  
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 Por otro lado, se ha descrito que la señal de IL-2 y del TCR se requiere para mantener 

a la población de células Treg en reposo en nódulos linfáticos secundarios 31,107,108, 

particularmente en el área de linfocitos T. Esta localización es mediada en parte por la 

expresión de CCR7, receptor de quimiocina ligada al mantenimiento de linfocitos T en 

nódulos linfáticos. La localización de los linfocitos Treg en estas zonas es importante 

para el mantenimiento de la tolerancia y supresión de linfocitos T autoreactivos, mediante 

el incremento de la expresión de CD25, CD73 y CTLA-4. Dado que la señal de IL-2 es 

importante para el mantenimiento de la población de Treg en reposo, y dado el fenotipo 

de incremento de CD25 en ausencia de TIF1g,  es posible que la señal de CD25 

mantenga la población y fenotipo de reposo y promueva su retención en nódulos 

linfáticos, incluso en ambientes inflamatorios. 

 

Con respecto a la capacidad deficiente de diferenciación de linfocitos T deficientes de 

TIF1g hacia iTreg. Consideramos que dada la importancia de la vía de TGF-b  y Smad3 

para la inducción de células iTreg, es necesario evaluar la participación de  TIF1g  y su 

potencial unión a Smad3 en el enhancer CNS1, requerido para la diferenciación in vitro 

de Treg 36,39,40. Nuestros datos concuerdan con lo reportado previamente por la vía de 

TGF-b, en donde tanto los receptores, como la Smad3 y Smad4 son necesarias para la 

diferenciación de linfocitos Treg in vitro 85,109;  por lo que se podría hipotetizar que Smad4 

y TIF1g  cooperan para promover una diferenciación de novo de Treg en condiciones in 

vitro. También será necesario evaluar si la deficiencia que observamos al día 5 de cultivo 

se deba a que en el proceso de diferenciación, la ausencia de TIF1g  promueva muerte 

celular, dado el papel anti-apoptotico de  TIF1g  descrito previamente en iNKT 110. Cabe 

recalcar que, en el trabajo publicado por Tanaka y colaboradores 94, la ausencia de TIF1g  

no repercute en la diferenciación de iTreg. Con respecto a este punto podemos encontrar 

dos diferencias: 1) nuestro protocolo de diferenciación utiliza células de bazo irradiadas, 

mientras que el protocolo de Tanaka utiliza anticuerpos pegados a placa y 2) la colecta 

de células es al 5 día y no al 4 día como el protocolo de diferenciación de Tanaka. En 

este sentido, podemos especular que la señal de activación del TCR o co-estimulación 

recibida en los distintos protocolos sea importante para la participación de TIF1g  en la 

regulación de la generación de Tregs in vitro.  
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De igual modo, observamos que la estabilidad de las células Treg se ve afectada en 

ausencia de TIF1g.  Estos datos concuerdan con lo observado en distintas cepas de 

ratones asociadas a la vía de TGF-b: ratones CD4 Cre TGF-b  76,  Foxp3 Cre Smad2/3 
82 y Smad4 CD4 Cre en fondo TGFBRII KO 86, por lo que proponemos que con respecto 

al mantenimiento de la estabilidad de las células Treg, se requiere la activación de la vía 

canónica de TGF-b y posiblemente una cooperación entre TIF1g y Smad4 para conferir 

estabilidad a una célula Treg. Otra opción es que haya mecanismos de compensación 

en los que en ausencia de Smad4, TIF1g supla de dicha deficiencia (y viceversa) de tal 

modo que no se observa el fenotipo de autoinmunidad observado en otros 

modelos.  Entendemos estabilidad como la capacidad de las células Tregs de: 1) 

mantener la expresión de Foxp3, 2) mantener capacidad supresora, y 3) ausencia de 

funciones efectoras (eg. producción de IL2, citocinas pro-inflamatorias, proliferación, etc) 
35. Existen otros factores importantes para  conferir  estabilidad de las células Tregs, 

particularmente: el estado de metilación de la región promotora y de la región CNS2 en 

el locus de Foxp3 42,43, la señal de IL-2  mediada por STAT5 111, y las señales del TCR 
112. En nuestras condiciones de activación con APCs irradiadas e IL-2, observamos un 

decremento en la frecuencia de células Foxp3+ después del proceso de activación. No 

podemos descartar la posibilidad que las células Treg que carecen de TIF1g  se estén 

muriendo durante el proceso de activación. Sin embargo, existe la posibilidad de que 

exista un fallo en los procesos de desmetilación de la región CNS2 en las células Treg, 

ya que se sabe que dentro de las señales que inducen desmetilación de la región de 

CNS2, TCR e IL-2, TGF-b  se ha reportado como una citocina importante para mantener 

desmetilado CNS2 113. Esto es mediante el reclutamiento,  mediado por Smad3 y STAT5, 

de las enzimas TET1/TET2  a CSN2, las cuales convierten 5-metil citosina a 5-hidroxi-

metil citosina, reacción importante para los proceso de desmetilación 77. También 

consideramos necesario evaluar si es posible que bajo señales de inflamación, asociado 

a un perfil efector como IFNg, IL-4, IL-12, IL-17 o IL-6, las células pudieran ser más 

susceptibles a perder estabilidad dependiendo del estímulo. Todas estas opciones 

podrían probarse in vitro o incluso evaluar los niveles de dichas citocinas en suero de 

ratones de 8 semanas y mayores de 40 deficientes de TIF1g para explorar esta 

posibilidad.  
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Con respecto a la capacidad supresora de las células Treg deficientes de TIF1g  células, 

nuestros experimentos in vitro no son concluyentes (datos no presentados) por lo que no 

podemos hacer una aseveración última. Sin embargo, los datos del modelo de colitis 

como parte de los experimentos preliminares y antecedentes directos de este proyecto, 

junto con los datos del modelo de inmunidad tumoral in vivo, sugieren que hay un defecto 

en la función de las células Treg. Distintos grupos de investigación han logrado 

caracterizar componentes de la vía de TGF-b importantes para promover funcionalidad 

de células Treg; por un lado la señal autocrina de TGF- b promueve el control de perfiles 

Th1 y colitis 75, por otro lado la señal de TGF- b favorece la retención de células Treg en 

el colon mediante la inducción de CD103, molécula asociada a la retención de tejidos 79. 

La observación de que en ratones deficientes de TIF1g  los tumores tenían un volumen 

más pequeño, puede evidenciar la funcionalidad deficiente de linfocitos Treg. Con 

respecto a la señal de TGF-b y Smad4, cuando se realiza el modelo de melanoma en el 

ratón donde se elimina condicionalmente a Smad4 en células CD4, se observa que la 

incidencia de tumores mayores a 3mm de diámetro incrementa con respecto a ratones 

control. Dicho fenotipo pudiera deberse a deficiencias en el control de poblaciones 

efectoras con función antitumoral o a promoción de funciones reguladoras, sin embargo 

estas opciones no se exploraron o descartaron en ese reporte. Por otro lado, si 

comparamos nuestros resultados con lo observado en el ratón deficiente de Smad4 en 

linfocitos T, podríamos especular que TIF1g y Smad4 tienen funciones antagónicas en el 

modelo de inmunidad tumoral, por un lado regulando la actividad antitumoral de linfocitos 

T proinflamatorios y por otro, controlando poblaciones de linfocitos Treg 86. En futuros 

experimentos será importante separar la contribución de la ausencia de TIF1g en 

poblaciones reguladoras vs proinflamatorias para dilucidar los mecanismos posibles que 

pudieran estarse afectando en cada subpoblación. Por ahora, dada la naturaleza de 

nuestro ratón (CD4 cre), no podemos descartar que el fenómeno observado se deba a 

la suma del fenotipo de la ausencia de TIF1g  en otros linajes celulares como linfocitos 

CD8+ o CD4+. En nuestro laboratorio, observamos que en este modelo no hay cambios 

en las poblaciones de linfocitos Th1 ni células CD8+, y por otro lado observamos un 

incremento de linfocitos Treg en ratones CD4 Cre TIF1g  condicionales. Este incremento 
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particularmente en nódulos linfáticos no drenantes y el bazo, puede sugerir una retención 

de linfocitos Treg, y por ende un fallo en su función supresora por lo que nos interesa 

primordialmente abordar el estudio de TIF1g en fondo Foxp3Cre.  

 

De manera paralela, se ha observado que en ausencia del receptor II de TGF-b en 

linfocitos Treg, hay una afectación en el reclutamiento y retención en sitios de inflamación 

asociados al tracto gastrointestinal 79, sin embargo no podemos descartar que la misma 

señal de TGF-b mediada por TIF1g regule el reclutamiento y retención en modelos de 

inmunidad tumoral. Estos datos concuerdan con la observación de que hay un 

incremento en células Treg CD62L+, sugiriendo un fallo en la activación de dichos 

linfocitos Treg en condiciones de inflamación. Por otro lado, de manera interesante 

cuando analizamos la expresión de CD25+ en células Treg encontramos que no hay  

incremento en las células Treg infiltrantes del tumor. De acuerdo a los datos reportados 

por el grupo del Dr. Rudensky 106, donde se indica que cuando una Treg se activa 

disminuye la expresión de CD25; podríamos postular que en ausencia de TIF1g  no hay 

una activación correcta de linfocitos Treg, particularmente en el sitio de inflamación 

fenotipo que habría que demostrarse en futuros experimentos. 

 

Debido a la estructura de TIF1g  y su capacidad  de unión a cromatina bivalente, es 

posible que en las células Treg, exista una regulación a nivel de cromatina 

particularmente en CNS2, una región crucial para el mantenimiento de la expresión bajo 

condiciones inflamatorias. En los experimentos in vitro y parcialmente en los in vivo, 

observamos que las células Treg son inestables y no están ejerciendo una función 

efectora correcta. Dado que este fenómeno sólo se observa en un ambiente de 

inflamación, creemos que las Treg están perdiendo identidad. Nuestros resultados 

concuerdan con el ratón Foxp3 Cre CNS2 en donde se depleta CNS2 en células Treg. 

Este ratón, al igual que nuestro ratón deficiente de TIF1g, presenta frecuencia de células 

Treg similares al de un ratón WT en homeostasis; sin embargo, en condiciones de 

inflamación in vitro e in vivo, las células Treg no son funcionales y pierden identidad. Así 

mismo la ausencia de TIF1g  fenocopia al ratón Foxp3 Cre CNS2  con respecto al 

incremento de CD25 y de células Treg en reposo 42,43, sugiriendo un posible mecanismo 
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de acción de TIF1g directamente en una de las regiones reguladoras del gen de Foxp3, 

misma que habrá que demostrarse en futuros experimentos. 

 

Finalmente, consideramos importante evaluar si en ausencia de TIF1g, la fosforilación y 

señalización de STAT5 es correcta. Se sabe que en células mamarias Smad4 inhibe la 

señalización y fosforilación de STAT5, y que en ausencia de TIF1g la inhibición se 

exacerba 114. En nuestros resultados observamos un incremento en CD25, sin embargo 

esto no implica que aunque las células Treg puedan captar más IL-2, exista una 

señalización correcta de STAT5. Por lo que será interesante evaluar si en linfocitos Treg 

la ausencia de TIF1g repercute en primera instancia en un incremento en la 

concentración de Smad4, y esto promueva una inhibición exacerbada de la señal de 

STAT5.  

 

Tambien consideramos la posibilidad que en ausencia de TIF1g,  la señal de Smad4 se 

encuentre desregulada y que parte del fenotipo se deba a cambios en la vía canónica 

dependientes de Smad4. Por un lado, de acuerdo al modelo de competencia, TIF1g  al 

ser un regulador negativo de Smad4, podría en su ausencia, exacerbar la función 

transcripcional de Smad4. Por otro lado, en el modelo de cooperación, Smad4 y 

TIF1g sinergizan para inducir la expresión génica, es este caso podríamos esperar que 

ocurrieran mecanismos compensatorios en ausencia de TIF1g y que Smad4, pudiera 

compensar en la inducción de genes blanco. Este segundo mecanismo se ve apoyado 

por datos no publicados de nuestro grupo en el que sólo en ausencia de ambas 

moléculas (igual que el doble KO Smad 2/3), es posible observar el fenotipo de 

autoinmunidad observado en los ratones deficientes del ligando o receptores de TGF-b. 

Por lo anterior, creemos que será importante dilucidar cuál de estos dos escenarios 

ocurren en la regulación de la respuesta al TGF-b en células Treg, para entender la 

participación de TIF1g  en la misma. 
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Modelo propuesto con respecto a las observaciones experimentales de la función 
de TIF1g en linfocitos Treg 

 
Figura 36. Función de TIF1g en linfocitos Treg. A) Treg silvestre 1. La unión de TGF-
b con su receptor promueve la fosforilación de las R-Smads y su unión con Smad4.  2. 
El complejo Smad4/R-Smads se transloca el núcleo. 3. El complejo Smad4/R-Smads se 
une a distintos sitios de respuesta a Smad, incluyendo  a las regiones reguladoras de 
IL2RA, promoviendo su expresión. 4. TIF1g ubiquitina a Smad4  promoviendo su 
translocación al citosol. 5.  Nuestra hipotesis es que TIF1g regula positivamente la 
expresión de Foxp3 en conjunto con las R-Smads 6. La señalización de IL2 por su 
receptor induce la activación de Stat5. 7. Stat5 se transloca al núcleo y promueve la 
expresión de  Foxp3. TIF1g ejerce funciones promoviendo la diferenciación de iTreg, la 
activación de linfocitos Treg y su estabilidad bajo señales de activación.  B) Treg 
deficiente de TIF1g  1. La unión de TGF-b con su receptor promueve la fosforilación de 
las R-Smads y su unión con Smad4.  2. El complejo Smad4/R-Smads se transloca el 
núcleo. 3. El complejo Smad4/R-Smads promueve la sobre expresión de IL2RA, al no 
haber translocacion al citoplasma de Smad4 mediada por TIF1g se promueve la 
expresión de IL2RA. 4. El aumento del recpetor de IL2R promueve un incremento en la 
señal de IL-2 y un aumento en la señalización de Stat5. 5. Un incremento en la 
señalización de Stat5 promueve el mantenimiento de la expresión de Foxp3 en ausencia 
de TIF1g. Sin embargo en ausencia de TIF1g hay afectación en la inducción de iTreg, 
activación de linfocitos Treg y su estabilidad bajo señales de activación. 	
 

 

 

 

 



 88 

 

Conclusiones  

• La ausencia de TIF1g  induce un incremento de CD25 en linfocitos Treg Foxp3+ 

CD25+.  

• En ratones viejos, la ausencia de TIF1g repercute negativamente en la frecuencia 

de células CD4+Foxp3+ CD25- y en el estado de activación de linfocitos Treg.  

• La ausencia de TIF1g  afecta negativamente la diferenciación de linfocitos iTreg y 

la estabilidad de células pTreg en condiciones de activación in vitro. 

• En condiciones de inflamación la ausencia de TIF1g parece afectar la capacidad 

supresora de linfocitos Treg.  

 

 

 

 

Perspectivas 
• Determinar el papel de TIF1g en la capacidad de proliferación y apoptosis de 

células Treg.  

• Evaluar la posible unión de TIF1g a CNS2 dentro del locus de Foxp3. 

• Evaluar el perfil de metilación en el locus de Foxp3 de linfocitos Treg en ausencia 

de TIF1g .  

• Determinar la capacidad supresora de linfocitos Treg deficientes de TIF1g en 

modelos in vitro  e in vivo.  

• Analizar el perfil de expresión génica de linfocitos Treg deficientes de TIF1g.     

• Evaluar el fenotipo de ratones deficientes de TIF1g únicamente en células Treg, 

utilizando el ratón Foxp3 Cre. 
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Anexo 1 
Estrategia de análisis  
 

Figura 37. Análisis de tamaño (FSC-A) contra 
viabilidad (Zombie Aqua).  
El primer cuadrante  de análisis representa en el eje de 
las Y el tamaño (FSC-A) y en el eje de las X la tinción con 
el colorante Zombie Aqua. Se seleccionan las células 
negativas para el colorante y con un tamaño por arriba de 
los 100K. Con este cuadrante se asegura que se 
seleccionen solamente las células vivas y que tengan un 
tamaño fisiológico y no sea debri celular. 

 
 
Figura 38. Selección de singuletes  y exclusión de 
dobletes SSC-H contra SSC-A.  
El segundo cuadrante de análisis representa la estrategia 
para seleccionar singuletes y excluir dobletes. Durante el 
proceso de adquisición de la muestra, las células deben 
pasar una por una por el capilar para ser analizadas. Sin 
embargo, esto no siempre ocurre puesto que pueden 
pasar mas de dos células al mismo tiempo dando como 
resultado falsos positivos. Con esta estrategia de 
inclusión se seleccionan solamente células que fueron 

detectas una por una. En el eje de las Y se encuentra la granularidad SSC-H (Altura) y 
en el eje de las X  granularidad SSC-A (Area). 
 

Figura 39. Doble selección de singuletes  y exlcusión 
de dobletes FSC-A contra FSC-H. 
El tercer cuadrante de análisis representa la segunda 
excusión de dobletes con los parámetros tamaño FSC-
A (Area) en el eje Y y tamaño FSC-H (Altura) en el eje 
X. 
 
 
 
 



 101 

 
 Figura 40. Selección de células por tamaño y 
granularidad FSC-A contra SSC-A.  
En el cuarto cuadrante se seleccionan las células por 
tamaño (FSC-A) y por granularidad (SSC-A). Se 
seleccionan las células que engloben todas las células 
en el cuadrante. Se excluyen las células que se 
encuentren pegadas en el extremo inferior izquierdo.   
 
 

 

 

Figura 41. Selección de células CD4+ (Linfocitos T 
cooperadores).  
A partir del cuarto cuadrante se seleccionan aquellas 
células que son positivas para el marcador CD4+. 
Granularidad (SSC-A) y fluorocromo positivo para 
CD4+ 
 

 

 

 

 

A  partir de este cuadrante se seleccionaron a las células Treg  en unos casos como 

CD4+Foxp3+ (Figura 42) o CD4+Foxp3+CD25+ (Figura 43). 

 

Figura 42. Selección de células CD4+Foxp3+. 
A partir del quinto cuadrante SSC-A vs CD4+, se 
seleccionan a las células positivas para EGFP 
(Foxp3+) Consideramos a las células reguladoras a 
las células dobles positivas. 
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Figura 43. Distinción de células a partir la 
expresión de Foxp3+ y CD25+. A partir del quinto 
cuadrante SSC-A vs CD4+, se seleccionan a las 
células positivas para EGFP (Foxp3+)  y para CD25+.  
 

 

 

 

 

 

Figura 44. Detección de estado de activación de 
células Treg con base a la expresión de CD62L y 
CD44. A partir del cuadrante CD4+ Foxp3+ en el eje 
de las Y se identificaban las células positivas para 
CD44 y en el eje de las Y a las células CD26L. Se 
identificaron dos poblaciones con base a la expresión 
de CD62L y CD44. Treg activadas CD44+ CD62L- y 
Treg en reposo CD62L+ CD44low 
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