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1. Resumen 

En las últimas dos décadas se ha sugerido una relación estrecha entre la inflamación y el 

riesgo de desarrollar cáncer de colon. De hecho, se ha estimado que los pacientes 

diagnosticados con algún tipo de enfermedad inflamatoria del intestino como la colitis 

ulcerante o la enfermedad de Crohn tienen un riesgo elevado de desarrollar cáncer de colon 

asociado a colitis (CAC). Por el contrario, hay evidencia que demuestra que las vías 

antiinflamatorias como la mediada por la cadena  del receptor de IL-4 (IL4R) pueden 

favorecer el desarrollo de tumores. En un modelo experimental de CAC, nosotros 

encontramos que la disminución en el desarrollo de tumores, en ratones con knock-out 

global del IL- 4R, podía asociarse con una respuesta inflamatoria mediada por la infiltración 

en colon de macrófagos M1 (F480+TLR2+STAT1+iNOS) así como por la producción de 

IFN- y TNF. Sin embargo, en ratones con un knock-out específico del IL-4R en 

macrófagos (LysMcreIL-4R-/lox) expuestos al CAC, a pesar de tener una infiltración 

elevada de macrófagos M1 en el colon, estos ratones eran susceptibles al desarrollo de 

tumores al igual que los ratones wild-type. Estos datos nos sugirieron que en el 

microambiente tumoral tanto la ausencia de la expresión del IL-4R en macrófagos, así 

como la presencia de macrófagos M1 en colon no se asociaban directamente con un papel 

protector que impidiera el desarrollo de tumores. Por lo cual, es posible que la expresión del 
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IL-4R en otros tipos celulares como las células epiteliales, podrían tener un papel más 

crítico como promotores del desarrollo tumoral en el CAC. 
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Abreviaturas  

CCR  Cáncer colorectal  

AOM Azoximetano  

CAC Cáncer de colon asociado a colitis  

DSS Dextrán sulfato de sodio 

IL-4R� Cadena alfa del receptor de interleucina 4 

IL-4R Receptor de interleucina 4 

IL-4 Interleucina 4 

IBDs Enfermedades Inflamatorias del Intestino 

UC Colitis ulcerante 

CD Enfermedad de Crohn  

TAMs Macrófagos asociados a tumores  

M2 Macrófagos alternativamente activados  

M1 Macrófagos clásicamente activados  

FAP Síndrome de polipósis adematosa familiar 

HNPCC Enfermedad de Lynch (Cáncer colorectal no polipósico hereditario 

APC Gen Poliposis adematosa coli  

CD  Células dendríticas  

TLRs Receptores tipo toll 

ROS Especies reactivas del oxígeno  

RNI Intermediarios reactivos del oxígeno 

IL-13 Interleucina 13  

STAT6  Transductor de señal y activador de la señal 6  

JAKs Proteínas cinasas jano 

PGE2 Prostaglandina E2 

IL-12 Interleucina 12 

IL-1 Interleucina 1  

TNFa Factor de Necrosis Tumoral  

IL-10 Interleucina 10  

IFNy Interferon gamma  
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LPS Lipopolisacárido 

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta 

TREM2 Receptores activadores expresados en células mieloides  

TNBS Ácido trinitrobencenosulfónico 

CSF-1 Factor estimulante de colonias 

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos 

CCL2/MCP1 Ligando de quimiocina 2 

IDO Enzima indolamina 2,3- dioxigenasa 

PD1 Proteína de muerte celular programada 1 

MMP4 Metaloproteasa 4 

VEGF Factor de crecimiento endotelial- vascular 

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

EGF Factor de crecimiento epidérmico 

bFGF Factor de crecimiento de fibroblastos 

iNOS Óxido nítrico sintasa inducible 

Arg Arginasa 

STAT1 Transductor de señal y activador de la señal 1 

WT Tipo silvestre 

I.P Intraperitoneal 

H&E Tinción con hematoxilina y eosina 

PBS  Buffer fosfato salino 

BSA Albúmina de suero bovino 

FACS Buffer de tinción para citometría de flujo 

MLN Células de ganglios linfáticos mesentéricos  

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute 

Relma Molécula alfa similar a la resistencia 

DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

GAPDH Enzima Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

pSTAT6 Transductor de señal y activador de la señal 6, fosforilado 

IL13Ra2 Receptor de la interleucina 13 tipo 2 

IEC Células epiteliales intestinales secretoras 
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BrdU Bromodesoxiuridina 

VCAM-1/alfa4 Integrina de células endoteliales  
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2. Introducción 
 
 

En el mundo se diagnostican alrededor de 14.1 millones de nuevos casos por cáncer y cerca 

de 8.2 millones de muertes relacionadas con algún tipo de cáncer. Entre los 5 tipos de cáncer 

con mayor incidencia y mortalidad en el mundo se encuentra el cáncer colorectal (CCR) (1). 

El desarrollo de CCR tiene diferentes orígenes relacionados con factores genéticos, 

ambientales y esporádicos. Sin embargo, entre un 15 y un 20% de los casos totales de CCR 

se han asociado con procesos inflamatorios, como lo son las enfermedades inflamatorias del 

intestino (IBD) como la colitis ulcerante (UC) y la enfermedad de Crohn (CD) (2). Las 

cuales, incrementan hasta en un 20% el riesgo de desarrollar cáncer de colon asociado a 

colitis (CAC) en pacientes diagnosticados con algún tipo de IBD. De esta forma, en las 

últimas dos décadas se comenzó a sugerir una relación estrecha entre la inflamación y los 

procesos tumorigénicos ya que para el año 2000 había indicios de que la inflamación podía 

ayudar a las neoplasias incipientes a adquirir diferentes habilidades para crecer. Por lo cual, 

la inflamación se ha considerado como uno de los 10 hallmarks of cáncer (3, 4). Por el 

contrario, también se ha demostrado que una respuesta antinflamatoria, mediada por la 

interleucina 4 (IL-4), es capaz de promover la proliferación y el crecimiento de células 

tumorales mientras que, la expresión de su receptor, el receptor de IL-4 (IL-4R), se ha 

observado altamente expresado en modelos in vivo e in vitro de cáncer de colon (5, 6). En 
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el tumor, el microambiente es capaz de favorecer que los macrófagos infiltrados que expresan 

el IL-4R adquieran fenotipos protumorales como los macrófagos asociados a tumores 

(TAM), generalmente asociados a macrófagos de un perfil de activación alternativo o M2, los 

cuales son capaces de promover el crecimiento y el desarrollo tumoral a través de la 

inmunosupresión, la angiogénesis y la remodelación de la matriz extracelular (7-9). De forma 

interesante, también existe evidencia sobre el papel de macrófagos tumoricidas 

pertenecientes a un perfil de activación clásico o M1, capaces de disminuir la progresión 

tumoral. Sin embargo, en el cáncer de colon los macrófagos infiltrados son en su mayoría 

TAMs (10) cuyo fenotipo protumoral se ve favorecido por la expresión del IL-4R (11) así 

como por la producción de IL-4 en el microambiente tumoral (12, 13) tanto por células 

tumorales (14) como por células inmunes (15) (16) (6, 17). Por lo cual, la infiltración 

elevada de macrófagos ha sido considerada como un predictor de baja supervivencia en 

pacientes diagnosticados con cáncer de colon (18, 19). 

En el presente trabajo evaluamos si en un modelo murino de CAC, la ausencia del IL4R y 

por tanto del fenotipo de TAMs podría estar asociada con un menor desarrollo tumoral 

debido a una respuesta tumoricida mediada por macrófagos M1, cuyo perfil de activación 

se vería favorecido por la ausencia de IL4R. 
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3. Antecedentes 
 
 

3.1 Cáncer Colorrectal. 
 
 

El cáncer es una de las principales causas de muerte alrededor del mundo tan solo en el 2020 

se registraron cerca de 10 millones de fallecimientos. Según datos de Globocan 2020, el 

cáncer colorectal (CCR) es uno de los tres tipos de cáncer con mayor incidencia y mortalidad 

entre ambos sexos con casi 1, 93 millones de nuevos casos y cerca de 935, 000 mil muertes. 

En América latina, México ocupa el tercer lugar en incidencia y mortalidad por CCR, siendo 

el cuarto tipo de cáncer más común entre la población mexicana con cerca de 11 191 nuevos 

casos y con casi 6 245 muertes relacionadas. Nuevo León, Baja California sur, Ciudad de 

México y Chihuahua son los estados en donde se registran el mayor número de 

muertes por este tipo de cáncer (20). 
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6
Imagen 2. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad en América latina 2020, 

ambos sexos, todas las edades. Tasa representativa por cada 100, 000 personas. 

 

3.2 Factores Etiológicos asociados al desarrollo de cáncer colorectal. 
 

El desarrollo de CCR tiene diferentes orígenes relacionados con factores genéticos, 

esporádicos y procesos inflamatorios. Los factores genéticos, como el síndrome de polipósis 

adematosa familiar (FAP), la enfermedad de Lynch (Cáncer colorectal no polipósico 

hereditario/ HNPCC) y el síndrome de polipósis hartomatosa representan entre el 2 y el 5% 

de los casos totales asociados al desarrollo de CCR (21). En el mundo, las poblaciones con 

un riesgo mayor de desarrollar CCR asociado a factores genéticos son los judíos israelíes de 

nacimiento europeo (ashkenazi) debido a una mutación en el gen APC (22). En nuestro país, 

hasta el momento se carecen de registros y datos estadísticos sobre la incidencia de HNPCC, 

FAP o enfermedad de Lynch que precedan el desarrollo de CCR (4). Por otra parte, los 

factores esporádicos representan aproximadamente el 65% de la mayoría de los casos totales 

de CCR (4), lo que significa que los cambios genéticos que promueven el desarrollo de CCR 

pueden aparecer por casualidad después del nacimiento de una persona y pueden asociarse 

ya sea a la dieta, al estilo de vida, a la edad o a factores ambientales (23). Mientras que, entre 

el 10 y el 15% de los casos totales de CCR se han asociado con procesos inflamatorios como 

lo son las enfermedades inflamatorias del intestino (IBD) como la colitis ulcerante y la 
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enfermedad de Crohn, las cuales predisponen el desarrollo de cáncer de colon asociado a 

colitis (CAC) (24). 

 
3.3 Enfermedades Inflamatorias del Intestino (IBD) 

 

En diversos trabajos se ha demostrado que el riesgo de desarrollar CAC cuando se 

diagnostica una IBD es del 2% a los 10 años, del 8% a los 20 años y del 18% a los 30 años 

(25). Por lo cual, los pacientes diagnosticados con alguna IBD se encuentran bajo constante 

vigilancia médica después de su diagnóstico (25, 26). Sin embargo, nuevos estudios también 

han demostrado que, el riesgo de desarrollar CAC en pacientes con algún tipo de IBD no 

recae exclusivamente en la inflamación, ya que factores como por ejemplo el género, los 

antecedentes familiares de CCR esporádico, el tiempo de seguimiento de la IBD, los 

tratamientos farmacológicos, la exposición a cualquier intervención quirúrgica, o incluso la 

coexistencia de enfermedades primarias como la colangitis esclerosante pueden aumentar el 

riesgo de desarrollar CAC independientemente del diagnóstico de una IBD (27, 28). Por lo 

cual, la asociación entre las IBD y el riesgo de desarrollar CAC ha comenzado a cambiar. 

Por ejemplo, en estudios más recientes se muestra que la incidencia acumulada de desarrollar 

CAC en pacientes con colitis ha sido de aproximadamente 0% a los 10 años, 2,5% a los 20 

años, 7,6% a los 30 años, 10,8% a los 40 años y 13,5% a los 45 años, a partir de que se 

diagnosticó la colitis (29, 30). Por lo cual, es posible que la inflamación no sea la única 
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responsable de promover el desarrollo de CAC y que en realidad su participación tenga un 

papel paradójico. 

 
3.4 La inflamación como proceso homeostático 

 
 

El colon es la porción final del tracto gastrointestinal que cumple las funciones de reabsorber 

agua, electrolitos y algunos nutrientes que no fueron digeridos y absorbidos en el intestino 

delgado. El epitelio del colon es cilíndrico simple y se renueva continuamente por células 

inmaduras que surgen de invaginaciones conocidas como criptas de Lieberkühn que, a su vez 

también albergan células caliciformes y células enteroendócrinas (31). Histológicamente, las 

capas del colon son: la submucosa, la muscular de la mucosa, la lámina propia y la mucosa. 

La lámina propia es la región que alberga tanto a células del sistema inmune innato como 

macrófagos, eosinófilos, células dendríticas (DC) así como a células del sistema inmune 

adaptativo como linfocitos T CD4 + y CD8 + (31). La mucosa, es la región que da forma a la 

luz intestinal favoreciendo la interacción constante entre el sistema inmune y la microbiota 

del colon, que está formada por billones de bacterias de especies diferentes (4). La interacción 

entre las bacterias y las células del sistema inmune en el colon genera un ambiente de 

simbiosis entre ambas poblaciones. Por un lado, la microbiota contribuye a la protección 

previniendo el crecimiento de patógenos mientras que, el sistema inmune permite que la 

microbiota se establezca (32). Sin embargo, cuando la mucosa colónica sufre algún tipo de 
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daño físico, químico o biológico, la microbiota puede interactuar con los receptores de la 

respuesta inmune innata, como los receptores tipo Toll (TLRs), que se ubican en la superficie 

de células del sistema inmune en la lámina propia, como macrófagos y DC, lo cual induce 

una rápida activación de las células de la respuesta inmune hacia un perfil inflamatorio. Una 

vez, que la respuesta inflamatoria se ha establecido y cumple su propósito, que es la 

eliminación de su agente causal, el siguiente paso es la resolución inflamatoria. La cual, 

limita las señales inflamatorias y promueve la reparación de la mucosa a través de mediadores 

de la inflamación (33, 34). De esta forma, la inflamación también es un proceso fisiológico 

de rápida respuesta al daño. Sin embargo, la respuesta inflamatoria prolongada puede dar 

paso a la inflamación crónica distintiva de las IBD que predisponen el desarrollo de CAC. 
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3.5 Inflamación y la anti-inflamación durante el desarrollo de CAC 
 
 

En las últimas dos décadas se ha sugerido una relación estrecha entre la inflamación y los 

procesos tumorigénicos. Ya que, el sello distintivo de la inflamación crónica es su capacidad 

para causar mutaciones (35) debido a la constante infiltración al colon de células inmunes 

como macrófagos y neutrófilos, los cuales son una de las principales fuentes productoras de 

especies reactivas del oxígeno (ROS) e intermediarios reactivos del nitrógeno (RNI) (35). 

Las ROS y las RNI, son muy reactivas debido a que poseen electrones no apareados. Lo 

anterior, genera daño al DNA de células epiteliales del intestino y promueve la adquisición 

de mutaciones en genes como p53, un gen supresor tumoral y en el gen de polipósis 

adematosa coli (APC) (36-38), un gen que regula la transcripción de numerosos genes 

implicados en la proliferación celular (39). La mutación en p53, evita que las células sean 

capaces de reparar el daño generado al DNA y de responder a los estímulos de apoptosis y a 

las señales de detención del ciclo celular. Lo anterior, provoca la acumulación de mutaciones 

en las células epiteliales del intestino, que además adquieren la habilidad de proliferar debido 

a mutaciones en el gen APC (40). De esta forma, hoy en día la asociación entre las 

enfermedades inflamatorias del intestino y el riesgo elevado de desarrollar CAC es 

ampliamente aceptada. Sin embargo, también hay evidencia que demuestra que las vías 

antinflamatorias como la mediada por la expresión del receptor de interleucina-4 (IL-4R) 
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puede promover el desarrollo tumoral a través de la promoción de fenotipos tumorales en 

células inmunes infiltradas en el sitio del tumor. 

 
 
 

 
 
 

Imagen 2. Papel de la Inflamación en el CAC. El ambiente inflamatorio crónico se caracteriza por 

un daño sostenido al tejido por la infiltración de células de la respuesta inmune como macrófagos y 

neutrófilos principales productores de ROS y de RNI. Los cuales, generan mutaciones en genes como 

p53 y APC en el DNA de células epiteliales del colon. Lo anterior, promueve procesos de 

proliferación celular dando lugar a la generación de tumores. Particularmente, en el microambiente de 

diferentes tipos de tumores existen reportes sobre un incremento en la expresión del IL4R, asociado 

con una respuesta Th2/Antinflamatorias, capaz de promover fenotipos tumorales. 
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3.6 Señalización IL-4/IL-4R 
 

La interleucina 4 (IL-4) es una citocina del perfil antiinflamatorio o Th2, es producida por 

basófilos, eosinófilos, mastocitos y linfocitos T CD4+ (41). La IL-4 regula funciones de 

proliferación, diferenciación y apoptosis en diversos tipos celulares y ejerce la mayoría de sus 

funciones biológicas a través del IL-4R. Existen dos tipos de IL-4R. El IL-4R tipo I, se 

conforma por la cadena  del IL-4R y la cadena  común se expresa en células de origen 

hematopoyético y señaliza exclusivamente para la IL-4 mientras que, el receptor tipo II se 

conforma por la IL- 4R y la cadena 1 del receptor de IL-13 (IL-13R1), se expresa en 

células de origen no-hematopoyético y es capaz de señalizar tanto para la IL-4 como para la 

interleucina- 13 (IL-13). Tanto el IL-4R tipo I como el tipo II tienen en común la vía de 

señalización STAT6, la cual es una vía que se desarrolla a partir del acoplamiento de la IL-

4 a su receptor. Lo anterior, promueve la unión de las proteínas JAKs y su fosforilación de 

forma cruzada. Una vez activadas las proteínas JAKs, fosforilan a los residuos de tirosina 

presentes en la porción intracelular del receptor de IL-4. Los residuos de tirosina fosforilados, 

proporcionan sitios de anclaje para la unión de las moléculas STAT6 mientras que, las 
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proteínas JAKs activadas fosforilan a las moléculas STAT6 ancladas. Lo anterior, permite 

que las moléculas STAT6 se disocien y dimericen con otra molécula STAT6 fosforilada en 

el citoplasma. El homodímero de STAT6, se transloca al núcleo y transcribe los genes 

respectivos para las funciones biológicas de la IL-4 y la IL-13 (11, 41). Sin embargo, durante 

algunos tipos de cáncer se ha demostrado que la señalización del IL-4/IL-4R en macrófagos 

infiltrados en el sitio del tumor, puede promover su activación hacia fenotipos tumorales que 

favorecen la proliferación, la supervivencia, el crecimiento y la invasión de células tumorales. 

 

Imagen 3. Vía de señalización de la IL-4/IL-4R. Tanto el receptor de IL-4R tipo I y tipo II, tienen 

en común la vía de señalización de STAT6, la cual se inicia después de la unión de la IL-4 y la IL-
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13 a su receptor. Lo anterior, desencadena la translocación del homodímero de STAT6 al núcleo 

para promover la transcripción de los genes respectivos para la IL-4 y la IL-13. 

 
3.7 Macrófagos en la homeostasis intestinal 

 
 

Los macrófagos son una de las poblaciones de leucocitos más abundantes en el intestino y 

esta es probablemente la población de fagocitos mononucleares más abundantes en todo el 

cuerpo (42). En el intestino, los macrófagos residentes se localizan inmediatamente debajo 

del epitelio intestinal y están implicados en procesos fisiológicos como la remodelación 

tisular y la limpieza de células apoptóticos o senescentes. Los macrófagos intestinales 

contribuyen con la remodelación tisular a través de la producción de citocinas y factores 

solubles como la prostaglandina E2 (PGE2) que permite la proliferación de progenitores 

epiteliales en las criptas intestinales (43). Asimismo, los macrófagos intestinales desempeñan 

funciones importantes como células altamente fagocíticas y bactericidas (44). Las cuales, son 

funciones necesarias para la limpieza de patógenos, desechos celulares y productos 

bacterianos, manteniendo de esta forma un equilibrio constante entre la inmunidad contra 

patógenos extraños y la tolerancia a las bacterias comensales (45, 46). Sin embargo, estos 

macrófagos intestinales no expresan niveles elevados de las moléculas co-estimuladoras 

CD80, CD86 o CD40. Además, no responden al estímulo de los receptores tipo toll (TLRs) 

para producir citocinas inflamatorias como la IL-12, la IL-1 y el TNF (44, 47) pero sí son 
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capaces de producir IL-10 como citocina antiinflamatoria e interaccionar con otras células 

de la respuesta inmune como las células dendríticas para regular la respuesta inmune 

intestinal a través de los linfocitos T (48). Lo anterior, es de importancia fisiológica ya que 

la fagocitosis de microbios mediada por macrófagos intestinales es eficiente, sin generar una 

respuesta inflamatoria intensa. Sin embargo, frente a agresiones físicas o biológicas la 

liberación de citocinas inflamatorias como el IFN o la exposición a LPS, estimula que los 

macrófagos infiltrados adquieran un perfil de activación clásico o M1. Los macrófagos M1, 

expresan elevados niveles de moléculas co-estimuladoras y son capaces de producir óxido 

nítrico, intermediarios reactivos del oxígeno, así como citocinas inflamatorias (49, 50). 

Después de la eliminación del agente infeccioso o inflamatorio, el intestino debe restaurar la 

homeostasis. Por lo cual, durante la resolución de la inflamación la producción de citocinas 

antiinflamatorias como la IL-4, la IL-13 y el TGF favorecen que los macrófagos infiltrados 

se activen hacia un perfil alternativo o M2 (51, 52). Los cuales, promueven la restauración 

de la homeostasis, así como la reparación del epitelio intestinal a través de mecanismos que 

incluyen la expresión de TREM2 (Triggering Receptors Expressed on Myeloid cells), que 

impulsa la curación de heridas a través de la inducción de citocinas que promueven la 

activación de macrófagos M2. Además, en varios estudios se ha demostrado que la IL-10 

producida por los macrófagos intestinales es un mediador importante de la cicatrización de 
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heridas epiteliales. Mientras que, la expresión del factor de transcripción STAT6 promueve 

la polarización de macrófagos M2, impulsando aún más la activación de la señalización de 

Wnt, para promover la reparación de la mucosa en el modelo murino de colitis inducida por 

TNBS (ácido trinitrobencenosulfónico) (53-56). Sin embargo, el microambiente tumoral es 

capaz de favorecer que los macrófagos M2 adquieran fenotipos protumorales como los 

macrófagos asociados a tumores (TAMs). Los cuales, son capaces de promover el 

crecimiento y desarrollo tumoral en diferentes tipos de cáncer incluido el cáncer colorectal 

(8, 57, 58). 
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Imagen 4. Perfil de activación de los macrófagos. Los macrófagos no diferenciados pueden adquirir 

un perfil de activación M1 o macrófagos inflamatorios a través de su interacción con señales 

proinflamatorias como la mediada por el IFN- o por componentes bacterianos como el LPS. Por otra 

parte, los macrófagos también pueden activarse hacia un perfil M2 o anti-inflamatorio por su 

interacción con citocinas anti-inflamatorias como la IL-4, la IL-13 y el TGF. Los macrófagos 

asociados a tumores (TAMs) en el microambiente tumoral comparten características similares a los 

macrófagos M2. 

 
3.8 Macrófagos y cáncer de colon asociado a colitis. 

 
 

En tumores pequeños, los macrófagos residentes de tejido se acumulan en el tumor liberando 

moléculas quimioatrayentes derivadas de células tumorales como el factor estimulante de 

colonias (CSF-1), el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) 

así como CCL2/MCP1 (59-61) que contribuyen con el reclutamiento inicial de poblaciones 

celulares que más adelante promoverán el desarrollo del tumor. Posteriormente, durante el 

crecimiento tumoral la formación de nuevos vasos permite que los monocitos circulantes del 

torrente sanguíneo se infiltren dentro del tejido tumoral y adquieran un fenotipo tumoral TAM 

(10). Los cuales, poseen características distintivas de los macrófagos “M2”, como lo son la 

expresión del IL-4R, la capacidad de regular las respuestas inflamatorias e inmunes y la de 

promover la angiogénesis y la remodelación tisular (62). De hecho, la IL-4 se ha 

identificado como la principal reguladora de la activación tanto de macrófagos M2 como 
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de TAMs (63). Por lo cual, la activación del fenotipo TAM dentro del microambiente 

tumoral puede ser promovida por la IL- 4 producida tanto por linfocitos T como por células 

tumorales (8, 62, 63). En cáncer de colon, los TAMs han surgido como un tipo de célula 

reguladora crítica en el microambiente tumoral, que promueve funciones tumorigénicas 

como: 1) Inmunosupresión a través de la liberación de: la enzima indolamina 2,3- 

dioxigenasa (IDO), la IL-10, el Factor de crecimiento transformante beta (TGF) y la 

proteína de muerte celular programada 1 (PD1). 2) Angiogénesis a través de la liberación 

de metaloproteasa 4 (MMP4), el factor de crecimiento endotelial- vascular (VEGF) y el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). 3) Remodelación de la matriz 

extracelular a través de la producción de MMP2/4 y 4) Crecimiento tumoral a través de la 

liberación de Factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento de 

fibroblastos (bFGF) y el VEGF, lo que facilita la progresión y la metástasis tumoral (7-9, 

64). Por lo cual, la infiltración de macrófagos se ha asociado con un bajo pronóstico de 

supervivencia en pacientes diagnosticados con cáncer de colon (18). De forma interesante, 

también hay evidencia que demuestra que la infiltración de macrófagos de un perfil de 

activación M1 puede disminuir el crecimiento tumoral a través de funciones tumoricidas 

como lo es la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (65-67), la activación 

de linfocitos T citotoxicos (68, 69) y la producción de IFN� (70). De hecho, se han propuesto 
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nuevas terapias enfocadas tanto en el bloqueo de la IL4R� en TAMs [46] como en la 

supresión de la activación de macrófagos M2 para mejorar la actividad de macrófagos M1 

(10). 

 

 
Imagen 5. Papel de los TAMs en el CAC. Durante el CAC el mayor porcentaje de macrófagos 

infiltrados en el sitio del tumor pertenece al fenotipo TAM, los cuales promueven el crecimiento y 

desarrollo tumoral a través de 4 funciones principales: La inmunosupresión, la angiogénesis, la 

remodelación de la matriz extracelular y el crecimiento tumoral. 

 

De manera importante, aunque en múltiples estudios se ha sugerido el papel del IL-4R como 

promotor del desarrollo tumoral hasta el momento se desconoce si la expresión del IL-4R en 



 

23 
 

macrófagos asociados al fenotipo TAM son directamente responsables del desarrollo tumoral 

durante el CAC.  
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4.0 Hipótesis  
 
 

La ausencia del IL-4R evitará la activación de TAMs, lo cual repercutirá directamente en la 

disminución del desarrollo de tumores en el modelo de CAC debido a que prevalecerá una 

respuesta inflamatoria con funciones antitumorales mediada principalmente por macrófagos 

M1.
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5.0 Objetivo General 
 

Conocer el impacto de los macrófagos M1 en               ausencia de la señalización mediada por la 

IL4R durante el desarrollo de CAC. 

5.1 Objetivos específicos 
 
 

• Evaluar el impacto de la administración de AOM/DSS en los ratones a través 

de la toma de peso semanal (A partir de la administración de AOM hasta el 

final de la administración del tercer ciclo con DSS). 

• Evaluar el desarrollo tumoral en el colon (número de tumores, tamaño y peso 

del colon). 

• Determinar la infiltración de macrófagos M1 y M2 en colon a través de RT-

PCR y citometría de flujo. 

• Confirmar el perfil de activación M1 y M2 en colon a través de 

inmunofluorescencia de tejido de colon.   

• Evaluar la activación de las vías de señalización de macrófagos M1 y M2 a 

través de los factores de transcripción STAT1 para macrófagos M1 y STAT6 

para macrófagos M2 a través de citometría de flujo. 

• Evaluar el daño a nivel tisular en colon asociado con la administración de 

AOM/DSS a través de la tinción con azul Alcian y hematoxilina y eosina.



 

26 
 

• Analizar el perfil de citocinas asociadas a inflamación y anti-inflamación en 

suero, cultivo de células de bazo, nódulos mesentéricos y colon a través de 

citometría de flujo. 

• Analizar el porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ en bazo y nódulos 
mesentéricos.  

 
• Realizar cruzas para obtener un ratón con un knock- out condicional de la 

cadena alfa del receptor de IL4 en macrófagos (LysMCre IL4Rαlox/-). 
 

• Evaluar el impacto del modelo AOM/DSS en ratones LysMCre IL4Rαlox/-. 
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6.0 Materiales y métodos 
 
 

6.1 Ratones. 
 
 

Ratones hembra wild type, Knock- out de la cadena alfa del receptor de IL-4 (IL-4RKO) y 

Knock-out específica de la IL-4R bajo el promotor de lisozima M (LysMcreIL-4R-/lox) de 

8 a 10 semanas de edad. Estos ratones se mantuvieron en un ambiente libre de patógenos en 

las instalaciones de animales de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-I), de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Todos los procedimientos 

experimentales se realizaron estrictamente bajo las recomendaciones de la Guía para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud (EE. UU.). 

Además, fueron aprobados por el Comité de Ética de Experimentos con Animales, FES-I 

(UNAM), con el número CE/ FESI / 102016/1096 (18/10/16). Los ratones IL-4RKO, 

LysMcreIL-4R-/lox e IL-4R-/lox fueron amablemente donados por el Dr. Frank 

Brombacher. 

 
6.2 Generación de ratones LysMcreIL-4R-/lox. 

 

Los ratones LysMcre bajo el promotor de lisozima M se retrocruzaron por primera vez con 

ratones BALB/c durante nueve generaciones. Posteriormente, se cruzaron con ratones IL-
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4RKO con fondo genético BALB/c, como resultado se obtuvieron ratones LysMcreIL-

4RKO BALB/c doblemente transgénicos. Adicionalmente, estos ratones se cruzaron con 

ratones IL-4R lox/lox fondo genético BALB/c para generar ratones LysMcreIL-4R-/lox 

BALB/c específicos (71). 

6.3 Modelo de inducción CAC. 
 
 

La inducción de CAC se realizó según el modelo ampliamente utilizado de AOM 

(azoximetano)/DSS (dextrano sulfato de sodio) (72). En resumen, se administró una única 

dosis intraperitoneal (i.p.) de 12.5 mg por Kg de peso corporal de AOM (Sigma, St. Louis, 

MO, EE. UU.). Posteriormente, se administro DSS al 2% (PM: 35.000-50.000, MP 

Biomedicals, Solon, OH, EE. UU.) en el agua de beber durante 7 días y al finalizar este 

periodo los ratones permanecieron con agua ad-libitum durante 14 días. El ciclo con DSS se 

repitió dos veces más. Los ratones fueron sacrificados 2 semanas después de finalizar el tercer 

ciclo con DSS. 

 
6.4 Análisis Histológico. 

 
 

Secciones del colon distal fueron fijadas en etanol al 100%, se procesaron a través de un 

tratamiento con alcoholes y xilol. Posteriormente, los tejidos se incluyeron en parafina y 

se realizaron cortes con un grosor de 5 μm. Los cortes de tejido se tiñeron con hematoxilina 
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y eosina (H&E) para visualizar la morfología celular o con azul Alcian para visualizar la 

producción de moco por células caliciformes. Se utilizó un microscopio óptico (Axio Vert. 

A1, Carl Zeiss) para visualizar las tinciones del tejido. 

 
6.5 Inmunofluorescencia de tejido. 

 
 

Secciones de corte de cuatro micrones de grosor de tejido de colon fueron rehidratadas 

mediante gradientes de alcohol y se incubaron con DIVA Decloaker 10x (Biocare Medical; 

CA, EE. UU.) A una dilución 1:10. Los portaobjetos se lavaron con PBS 1x (8.06g de NaCl, 

0.2g de KCl, 1.15g de Na2HPO4, 0.2g de KH2HPO4) 3 veces durante 5 min y se realizó la 

permeabilización de la membrana con PBS1x +Tritón al 0.05% (Reasol; Ciudad de México, 

México). Posteriormente, las secciones de colon se lavaron con PBS1x (3 x 5 min) y se 

bloquearon con PBS+BSA al 3% durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

incubaron diferentes secciones de tejido durante toda la noche a 4°C con anticuerpos 

primarios purificados: conejo anti-ratón STAT6p (STAT6p, fosforilato) (Abcam AB28829) 

a una dilución 1:100, rata anti-ratón F480 (TONBO, San Diego, CA, EE. UU.) a una dilución 

1:300, conejo anti-ratón Arg (Cell Signalling, Danvers, MA, EE.UU.) a una dilución 1:50, 

conejo anti-ratón iNOS (Cell Signalling) a una dilución 1:400. A continuación, los secciones 

de colon se lavaron con PBS1x 3 veces y posteriormente se incubaron durante 2 horas a 

temperatura ambiente con anticuerpos secundarios anti-rata hecho en cabra (alexa fluor® 
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647, Abcam, MA, EE. UU.) A una dilución de 1:600 y el anticuerpo anti- conejo hecho en 

cabra, alexa fluor® 546 (Thermo Fisher Scientifics) a una dilución de 1:900. Las secciones 

de tejido se lavaron 3 veces con PBS1x durante 1 minuto y se deshidrataron a través de un 

gradiente de alcoholes. Posteriormente, los portaobjetos se montaron con una gota de medio 

de montaje Fluoroshield con DAPI (Abcam) por sección de tejido. La evaluación de las 

laminas de inmunofluorescencia se realizó usando un microscopio LSM710 DUO (Carl Zeiss 

GmBH). 

 
6.6 Aislamiento de células de tumores de colon para citometría de 
flujo. 

 

El colon se extrajo y se lavó con solución salina, posteriormente se cortó longitudinalmente 

y luego lateralmente en trozos de aproximadamente 0,5 cm de longitud. Continuamos con 

los pasos recomendados en el kit de disgregación tumoral MACs Miltenyi Biotec el cual 

consistía en dos pasos principales. Paso 1.  Incubación y digestión de proteínas en el tejido a 

través de una serie de enzimas. Paso 2. Disgregación completa del tejido a través del equipo 

gentleMACS Dissociators, que permite obtener un mayor número de células que los procesos 

convencionales. 
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6.7 Citometría de Flujo. 
 
 

1x106 millones de células de bazo, sangre, nódulos mesentéricos e intestino fueron teñidas 

con los anticuerpos BV421- F4/80, APC- TLR2, PECy7- PDL1 de Biolegend® y 

posteriormente incubadas por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Las células se lavaron una 

vez con 1 ml de solución FACS Sheat (BD®) y se centrifugaron a 277 XG por 5 minutos. 

El sobrenadante se decantó y las células se resuspendieron en 350μl de FACS Sheat (BD®). 

Posteriormente, las células seanalizaron en el citómetro de flujo Attune NxT 

(ThermoFisher®). 10,000 eventos fueron capturados. El análisis de los datos se realizó con 

el programa FlowJo software V X (Tree Star). 

 
6.8 Factores de transcripción en células de colon para citometría de 
flujo. 

 

Se preparó una suspensión celular de 10x106 células de tejido de colon por ml en tampón de 

tinción de citometría de flujo. Se incubaron 100 μl de células por tubo con anticuerpos 

fluorescentes (F480) durante 30 minutos a una temperatura de 2- 8°C. Posteriormente, 

continuamos con los pasos recomendados en el conjunto de tampones para factores de 

transcripción de BD Pharmingen ™ (562574). 
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6.9 Cultivo celular y cuantificación de citocinas. 
 
 

Las células del bazo y las células MLN (Ganglios linfáticos mesentéricos) se ajustaron a 

3x105 células/ml, se estimularon con anticuerpo anti-CD3 (5 μg/ml por pocillo) recubierto 

en placas de 96 pocillos y se incubaron en medio   RPMI completo en una 

atmósfera humidificada que contenía 5% de CO2 a 37°C durante 48 h. Los sobrenadantes se 

recogieron y almacenaron a -20°C hasta que se requirió el análisis. La cuantificación del 

sobrenadante de citocinas se determinó usando el kit de inflamación de ratón CBA (BD), de 

acuerdo con las instrucciones descritas por el proveedor. 

 
6.10 Aislamiento de ARN y RT- PCR. 

 
 

Secciones de la región distal del colon (0.5cm) se homogenizaron en 500 μl de TRIzol. El 

RNA fue extraído por la técnica de cloroformo. El cDNA fue sintetizado a partir del RNA 

extraído usando SuperScript™ First-Strand Synthesis System (Invitrogen; CA, USA). El RT-

PCR se realizó usando la enzima KAPA Taq (Kapa Biosystems, Woburn, MA, EE. UU). Las 

secuencias de los primers para amplificar los genes de interés se enlistan en la siguiente tabla: 

 

 
Genes 

 
Forward primer 

 
Reverse primer 

 
IL4Ra Wild 
Type 

 
TGACCTACAAGGAACCCAGGC 

 
CTCGGCGCACTGACCCATCT. (1) 

 
IL4Ra Deleted 

 
GGCTGCTGACCTGGAATAACC 

 
CCTTTGAGAACTGCGGGCT.(1) 
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IL4Ra lox 

 
CCCTTCCTGGCCCTGAATTT 

 
GTTTCCTCCTACCGCTGATT.(1) 

 
LysMcre 

 
CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC 

 
CCCAGAAATGCCAGATTACG.(1) 

 
IL13Ralfa2 

 
ATACGTACGCATTTGTCAGAGCA 

 
CCAAGCCCTCATACCAGAAAAAC.(2) 

 
Arginase 1 

 
CAGAAGAATGGAAGAGTCAG 

 
CAGATATGCAGGGAGTCACC.(1) 

 
Relma 

 
GGTCCCAGTGCATATGGATGAGACCA
TAGA 

 
CACCTCTTCACTCGAGGGACAGTTGG
CAGC.(3) 

 
iNOS 

 
CTGGAGGAGCTCCTGCCTCATG 

 
GCAGCATCCCCTCTGATGGTG.(3) 

 
Ym1 

 
TCACAGGTCTGGCAATTCTTCTG 

 
TTTGTCCTTAGGAGGGCTTCCTC.(3) 

 
GAPDH 

 
CTCATGACCACAGTCCATGC 

 
CACATTGGGGGTAGGAACAC.(3) 

 

La expresión de los genes fue normalizada a la expresión de un gen de referencia (GAPDH). 
 
 

6.11 Análisis estadístico. 
 
 

Las diferencias estadísticas entre los grupos se determinaron mediante ANOVA de una vía 

con la prueba de comparación múltiple de Tukey. Todos los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando el software PRISM 5 (GraphPad). 
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7.0 Resultados 
 
 

7.1 La ausencia total de la cadena  del receptor de IL-4 inhibe el 
desarrollo de tumores de colon. 

 

Estudios anteriores han sugerido que la IL-4R participa en la promoción del desarrollo de 

tumores en cáncer de colon [4, 5]. Para confirmar esto, utilizamos el modelo de AOM/DSS 

(Fig. 1A) para la inducción de CAC en ratones con Knock-out global de la IL-4R (IL-

4RKO-CAC). Inicialmente monitoreamos semanalmente el peso de los ratones desde la 

administración del AOM hasta el final del tercer ciclo con DSS. En particular, los ratones 

IL-4RKO-CAC no mostraron ninguna pérdida de peso durante el transcurso de los 3 ciclos 

con DSS en comparación con los ratones WT-CAC que perdieron hasta el 20% de su peso 

(Fig. 1B). Consistente con lo anterior, no se observó el acortamiento esperado del colon por 

la administración de DSS en ratones IL-4RKO-CAC (Fig.1C, D). Además, estos ratones 

tenían significativamente menos tumores que los ratones WT-CAC (Fig.1C, E) e incluso 

había ratones IL-4RKO-CAC libres de tumores (Fig. 1E). 

Estos resultados nos indicaron que la expresión de la IL-4R estaba directamente 

relacionada con el desarrollo de tumores en el CAC. Para definir el impacto de la ausencia 

de IL-4R en nuestro modelo de CAC, decidimos explorar las 
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poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en bazo MLN, nosotros no encontramos diferencias 

en los porcentajes de células T CD4+ entre ratones IL-4RKO-CAC y ratones WT-CAC 

(Fig. 1F y G). Sin embargo, se observó un cambio notable en el porcentaje de células T CD8+. 

Mientras que, el CAC indujo una reducción significativa en el porcentaje de las células T 

CD8+ tanto en bazo como en MLN en ratones WT, nosotros no encontramos una disminución 

en el porcentaje de esta población celular en ratones IL-4RKO-CAC (Fig. 1F y G). El IFN-

 es una citocina involucrada en la función eficiente de las células T CD8+ y también en la 

polarización de macrófagos M1 (73). Por lo tanto, evaluamos si en ratones IL-4RKO-CAC 

los linfocitos podrían estar induciendo la activación de fenotipos tumoricidas en macrófagos 

M1 a través de la producción de IFN-. Por lo cual, evaluamos la producción de IFN- en 

cultivos celulares de células totales de MLN y bazo estimuladas con el anticuerpo anti-CD3. 

Nosotros no encontramos diferencias en la producción de IFN- en células de MLN (Fig. 

1H panel superior). Sin embargo, las células de bazo de ratones IL-4RKO-CAC 

mostraron una mayor producción de IFN- (Fig. 1H panel inferior). Estos datos nos 

sugirieron que los ratones IL-4RKO tenían un perfil antiinflamatorio más alto, que podía 

estar asociado con el menor número de tumores observados en colon.
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Figura 1. La ausencia del receptor alfa de IL4 inhibe la tumorigénesis del colon. A) El modelo AOM/DSS. 
B) Pérdida de peso por semana expresada como porcentaje desde la inducción con AOM hasta el final del 3er 
ciclo con DSS en ratones WT e IL-4RKO CTRL y CAC. C) Fotografías representativas de la longitud del 
colon de ratones WT e IL-4RKO CAC al final del tercer ciclo con DSS, mostrando el colon desde el ciego 
hasta la región rectal y el colon sin ciego y con sección longitudinal. D) Tamaño del colon, E) Número de 
tumores presentes en la región distal del colon. Diagramas de puntos y gráficos de porcentajes totales de células 
T CD4+ y CD8+ en F) bazo y G) ganglios linfáticos mesentéricos (MLN) de ratones WT, IL-4RKO CTRL 
y CAC. H) Se estimularon 1x105 células de bazo y MLN con anti-CD3 durante 48 horas para analizar la 
producción de IFN- en sobrenadante usando el kit BD CBA Mouse Inflamación. Datos de 3 experimentos 
diferentes con al menos 3 ratones por grupo. Se realizó un ANOVA de una vía para todos los paneles y la 
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media se presentó con barras de error de desviación estándar (desviación estándar media) para cada grupo 
experimental. Valor de significancia p=0.05 (*), p= 0.01 (**), p=0.001 (***), p= 0.0001 (****). 

 
 
 

7.2 La ausencia de IL-4R favorece el reclutamiento de macrófagos 
M1 en colon que pueden promover una respuesta inflamatoria protectora 

 

Posteriormente, para determinar si los macrófagos M1 podrían ser responsables de la 

reducción de tumores en ratones IL-4RKO, nosotros evaluamos en colon el perfil de 

activación de macrófagos M1 asociados con la expresión de TLR2 (74) así como el perfil 

de activación de macrófagos M2 asociados con la expresión de PDL1 (75). Nosotros 

encontramos que el porcentaje de macrófagos M1 (F480+TLR2+) infiltrados en colon era 

mayor en ratones IL-4RKO que en ratones WT durante el CAC (Fig. 2A). Sin embargo, 

no encontramos cambios en el porcentaje de macrófagos M2 (F480+PDL1+) infiltrados (Fig. 

2A). Esto nos sugirió que los macrófagos M1 podrían estar interviniendo en la reducción de 

tumores en ratones IL-4RKO. Por lo cual, nosotros decidimos evaluar sí los macrófagos 

M1 podrían estar contribuyendo con la reducción de tumores a través de la expresión de la 

molécula óxido nítrico sintasa (iNOS), ya que a través de diversos reportes se ha 

demostrado que la expresión elevada de iNOS puede ejercer efectos citotóxicos en 

células tumorales (66, 76, 77). Nosotros observamos que a diferencia de los ratones 

WT-CAC en los ratones IL-4RKO había una expresión elevada del gen iNOS en tejido de 

colon durante el cáncer (Fig. 2B). Por lo cual, a través de Inmunofluorescencia confirmamos 
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que los macrófagos infiltrados en colon co-expresaban iNOS y por tanto pertenecían a un 

perfil de activación M1 (Fig. 2C). Lo anterior, nos sugirió que se estaba promoviendo una 

respuesta inflamatoria. Por lo cual, evaluamos si esta respuesta inflamatoria podría estar 

generando algún daño tisular. Sin embargo, la estructura y la arquitectura del epitelio 

intestinal (Fig. 2D) así como la producción de moco por células caliciformes (Fig. 2E) 

estaban conservadas en ratones IL-4RKO aún durante el CAC. Además, había una 

expresión elevada de Arg1 y Relm en colon (Fig. 2F), los cuales son genes que se han 

asociado con la reparación del daño causado por procesos inflamatorios tempranos (57). 

Todos estos resultados nos sugirieron que los ratones IL-4RKO-CAC muestran una alta 

infiltración de macrófagos M1 y una fuerte respuesta inflamatoria, pero también muestran 

mecanismos tisulares reparadores independientes de la vía de señalización IL-4R/STAT6 

que previene el desarrollo de tumores en colon. 
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Figura 2. La ausencia de IL-4R promueve los macrófagos M1 y una respuesta inflamatoria protectora. A) 
Citometría de flujo, diagramas de puntos y gráficos que representan el porcentaje de macrófagos M1 

(F480+TLR2+) y macrófagos M2 (F480+PDL1+) infiltrados en el colon en ratones WT e IL-4RKO CTRL 
y CAC, sacrificados al final de la tercera ciclo de administración de DSS. B) Datos de RT-PCR de iNOS 
representativos y totales de muestras de colon normalizadas con el gen constitutivo de GAPDH. C) Imagen 
combinada representativa confocal de la tinción de Inmunofluorescencia del tejido del colon de WT CTRL, 

WT-CAC, IL-4RKO CTRL e IL-4RKO- CAC utilizando un tinte de unión al ADN (DAPI) en azul, F4/80+ 
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en rojo e iNOS en blanco. Las fotografías se tomaron con un objetivo de 63X. D, E) Tinción con H&E y azul 

Alcian de cortes de la región distal del colon en ratones WT e IL-4RKO CTRL y CAC. F) Datos de RT-PCR 

representativos y totales para Arg1, Relm- de muestras de colon normalizadas con el gen constitutivo 
GAPDH. Datos de 2 experimentos diferentes con al menos 3 ratones por grupo. Se realizó un ANOVA de una 
vía para todos los paneles y la media se presentó con barras de error de desviación estándar (desviación estándar 
media) para cada grupo experimental. Valor de significancia p= 0.05 (*), p= 0.01 (**), p= 0.001 (***). Las 
barras de escala indican 10 m. 

 

 
7.3 La expresión de IL-4R en macrófagos no está directamente 

relacionada con el desarrollo de tumores en el CAC. 
 

Con base en los resultados anteriores, nosotros encontramos que en ausencia de la IL-4R, 

el reclutamiento de macrófagos M1 en colon podía tener un papel importante en la protección 

durante el CAC. Sin embargo, no sabíamos si el papel protector de los macrófagos M1 y la 

disminución en el desarrollo de tumores en colon en ratones IL-4RKO-CAC podría estar 

relacionado con la ausencia de la IL- 4R en macrófagos y por tanto de la ausencia de un 

fenotipo protumoral TAM. Para probar esto, trabajamos con un modelo de ratones con un 

Knock-out específico de la cadena  del receptor de IL-4 en macrófagos (LysMcreIL-4R-

/lox) (78) (Fig. 3A), los cuales fueron sometidos al modelo AOM/DSS del CAC (Fig. 3B). 

Nosotros observamos que tanto los ratones WT como los ratones LysMcreIL-4R-/lox 

perdieron peso al final de cada ciclo con DSS (Fig. 3C). Además, el colon de los ratones 

LysMcreIL-4R-/lox-CAC se acortaron como los colon de los ratones WT-CAC, mientras 

que los ratones IL-4RKO-CAC mantuvieron un peso y un tamaño de colon normales 
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como los ratones sanos (Fig. 3C-E). De manera interesante, los ratones LysMcreIL4R-/lox-

CAC desarrollaron tumores en números similares a los de los ratones WT-CAC. Sin 

embargo, los tumores eran más pequeños en los ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC (Fig. D, 

F y G). Estos resultados nos sugirieron que los macrófagos que carecen de la IL-4R no eran 

directamente responsables de la inhibición del desarrollo tumoral en ratones IL-4RKO-

CAC. 

 

 

Figura 3. La falta de expresión de IL-4R en macrófagos no está directamente relacionada con la protección en 

CAC. A) Se cruzaron ratones con fondo genético BALB/c. knock-out global de la IL- 4R (IL-4R-/-) y ratones 

que expresaban la recombinasa cre (LysMcre) para generar ratones LysMcreIL4R-/-BALB/c. Posteriormente, 

estos ratones fueron cruzados con ratones IL-4Rlox/lox para generar los ratones LysMcreIL-4R-/lox B) 

Genotipado de ratones LysMcreIL-4R-/lox. La PCR de IL-4R eliminado es de 471 pares de bases, loxP es de 
190 pares de bases (floxed) y el Cre específico es de 700 pares de bases. C) Peso por semana expresado en 

porcentaje desde la inducción con AOM hasta el final del tercer ciclo de DSS en ratones WT, IL-4RKO y 

LysMcreIL- 4R-/lox. D) Fotografías representativas de colon completo desde ciego hasta recto y sección 

longitudinal de colon sin ciego y libre de materia fecal en ratones WT, IL-4RKO y LysMcreIL-4R-/lox con 
CAC. E) Tamaño del colon, F) Número de tumores en el colon y G) Tamaño del tumor <2 mm y> 2 mm. Datos 
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de 3 experimentos diferentes con al menos 3 ratones por grupo. Se realizó un ANOVA de una vía para todos 
los paneles y la media se presentó con barras de error de desviación estándar (desviación estándar media) para 
cada grupo experimental. Valor de significancia p=0.05 (*), p= 0.01 (**), p =0.001 (***). 

 
 

7.4 La infiltración en colon de macrófagos M1 en ratones LysMcreIL- 
4R-/lox-CAC no es suficiente para evitar el desarrollo de tumores en colon. 

 

A continuación, evaluamos el perfil de activación de macrófagos infiltrados en el colon y 

encontramos que en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC había un mayor porcentaje de 

macrófagos M1 F480+TLR2+ (Fig.4A), pero no observamos diferencias en el porcentaje de 

macrófagos M2 F480+PDL1+ en comparación con los ratones WT-CAC (Fig. 4A). Para 

evaluar la funcionalidad en la vía de señalización de los macrófagos M1 o M2 en el colon, 

analizamos la fosforilación del factor de transcripción STAT1 (pSTAT1), asociado con una 

respuesta inflamatoria y con la activación de macrófagos M1, así como la fosforilación del 

factor de transcripción STAT6 (pSTAT6) río abajo del IL-4R, asociado con una respuesta 

antiinflamatoria y con la activación de macrófagos M2. El porcentaje de macrófagos M1 

STAT1+ infiltrados en el colon fue alto en ratones IL-4RKO-CAC, sin embargo, los ratones 

LysMcreIL-4R-/lox-CAC mostraron el mayor reclutamiento de macrófagos M1 STAT1+ 

en colon mientras que su porcentaje de macrófagos M2 STAT6+ no cambió en 

comparación con los ratones IL-4RKO-CAC y WT-CAC (Fig. 4B). Además, mediante 

Inmunofluorescencia confocal confirmamos que tanto los ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC 
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como los ratones IL- 4RKO-CAC tenían macrófagos M1 (F480+iNOS+) infiltrados en 

colon (Fig.4C), sin embargo, la presencia de macrófagos M2 (F480+Arg1+) solo se observó 

en ratones WT-CAC (Fig. 4D). Estos datos nos indicaron que la alta infiltración de 

macrófagos M1 en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC no fue suficiente para prevenir el 

desarrollo de tumores en colon. 
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Figura 4. La infiltración de macrófagos M1 en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC no es suficiente para evitar 

la tumorigénesis de colon. A) Citometría de flujo de células de colon, diagramas de puntos y gráficos que 

representan el porcentaje de macrófagos M1 (F480+TLR2+), M2 (F480+TLR2+) y B) macrófagos M2 

(F480+STAT6+), M1 (F480+pSTAT1+) infiltrados en colon de ratones WT, IL4RKO y LysMcreIL4R-/lox-

CAC, sacrificados al final del tercer ciclo de administración de DSS. C) Marcador de activación de macrófagos 

M1 en tejido de colon evaluado por inmunofluorescencia. Datos microscópicos de cortes de colon de ratones 

WT CTRL, WT-CAC, IL4RKO CTRL, IL-4RKO-CAC y LysMcreIL4R-/lox-CAC, teñidos con el tinte de 

unión al ADN (DAPI) en azul, F480 en rojo e iNOS en amarillo. D) Marcadores de activación de macrófagos 

M2 en tejido de colon evaluados por inmunofluorescencia. Datos microscópicos de secciones de colon de WT 

CTRL, WT-CAC, IL-4RKO-CAC y LysMcreIL-4R-/lox-CAC, teñidas con el tinte de unión al ADN (DAPI) 

en azúl, F480 en rojo y Arg1 en amarillo. Las fotografías se tomaron con un objetivo de 63X. Datos de 3 

experimentos diferentes con al menos 3 ratones por grupo. Se realizó un ANOVA de una vía para todos los 

paneles y la media se presentó con barras de error de desviación estándar (desviación estándar media) para 

cada grupo experimental. Valor de significancia p= 0.05 (*), p= 0.01 (**), p=0.001 (***). Las barras de escala 

indican 10 m. 
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7.5 Los macrófagos M1 en ratones LysMcreIL-4R-/lox no tienen un 
papel protector durante el CAC. 

 

Posteriormente, evaluamos diferentes parámetros inmunológicos con el fin de definir mejor 

el posible papel de los macrófagos M1 infiltrados en colon en ratones LysMcreIL-4R-/lox-

CAC. Nosotros no encontramos diferencias en el porcentaje de células T CD4+ en MLN (Fig. 

5A) en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC. Sin embargo, el porcentaje de células T CD8+ 

era menor en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC a niveles similares que en los ratones WT-

CAC (Fig. 5A). Además, observamos que en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC había una 

disminución en la producción de IFN- (Fig. 5B), por lo que decidimos evaluar si los cambios 

en el porcentaje de poblaciones de células T en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC podría 

estar relacionado con otras citocinas como la IL-10, una citocina antiinflamatoria con efectos 

en la inmunorregulación y el TNF-, una citocina inflamatoria involucrada en la activación 

y en la proliferación de células T vírgenes y efectoras (79). Nosotros encontramos que los 

ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC mostraban niveles bajos de estas citocinas, mientras que 

los ratones IL-4RKO-CAC mostraban una mayor producción de IFN- y de TNF-, así 

como de IL-10 (Fig. 5B). Posteriormente, nosotros evaluamos si los resultados anteriores 

en ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC podrían estar asociados con la expresión del IL-4R 

en otros tipos de células. Nosotros observamos que tanto los ratones LysMcreIL4R-/lox-

CAC como los ratones WT-CAC sobre expresaban la IL-4R en colon (Fig.5C), de acuerdo 
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con esta observación, la expresión de Arg1 también fue mayor en ratones LysMcreIL-4R-

/lox-CAC que en ratones IL-4RKO-CAC (Fig. 5C). En consecuencia, evaluamos si la 

expresión elevada de Arg1 en ratones LysMcreIL- 4R-/lox-CAC también podría estar 

asociada con la expresión del receptor monomérico de tipo 2 de IL-13 (IL13R2). Nuestros 

resultados nos indicaron que los ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC no expresaban IL13R2 

(Fig. 5C). Por tanto, la expresión elevada de Arg1 en ratones LysMcreIL4R-/lox-CAC 

era promovida por la expresión de la IL-4R y no por la expresión IL13R2. Asimismo, no 

encontramos diferencias en la expresión del gen iNOS en colon (Fig. 5C). Además, los 

ratones LysMcreIL-4R-/lox-CAC mostraron un mayor daño en la estructura y en la 

arquitectura del epitelio del colon (Fig. 5D), así como una disminución en la producción de 

moco por células caliciformes (Fig. 5D). Lo cual, podría estar asociado con la alta expresión 

de la IL-4R en ratones LysMcreIL- 4R-/lox-CAC en tejido de colon así como con la 

fosforilación de STAT6 (pSTAT6) (80). Por el contrario, en ratones IL-4RKO-CAC, 

como se esperaba, no se observó a pSTAT6 en tejido de colon (Fig. 5E). Estos resultados 

nos sugirieron que los macrófagos M1 infiltrados en colon en ratones LysMcreIL-4R-/lox-

CAC no eran suficientes para ejercer una función protectora que impidiera el desarrollo de 

tumores durante el CAC. 
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Figura 5. Los macrófagos M1 en ratones LysMcreIL-4R-/lox no juegan un papel protector en el desarrollo de 
tumores en el colon. A) Gráficos y diagramas de puntos representativos de los porcentajes totales de linfocitos 
T CD4+ y CD8+ en MLN. B) Producción de TNF-, IFN- e IL-10 por 1x105 células de bazo estimuladas con 
anticuerpo anti-CD3 durante 48 horas. Las citocinas se analizaron en los sobrenadantes usando el kit de 

inflamación de ratón CBA. C) Datos de RT-PCR representativos y totales para IL-4R, Arginase-1, IL-13R2 
e iNOS de muestras de tejido de colon normalizadas con el gen constitutivo de GAPDH. D) Tinción con H&E 
para determinar la arquitectura y estructura del epitelio del colon, así como tinción con azul Alcian para 
determinar la producción de moco por las células caliciformes. E) Imagen representativa de la tinción por 

inmunofluorescencia del tejido de colon de los grupos WT CTRL, WT-CAC, IL-4RKO-CAC y LysMcreIL-

4R-/lox-CAC utilizando colorante de unión al ADN (DAPI) en azul y pSTAT6 verde. Las fotografías se 
tomaron con un objetivo de 63X. Datos de 3 experimentos diferentes con al menos 3 ratones por grupo. Se 
realizó un ANOVA de una vía para todos los paneles y la media se presentó con barras de error de desviación 
estándar (desviación estándar media) para cada grupo experimental. p= 0,05 (*), p= 0,01 (**), p =0,001 (***), 
p= 0,0001 (****). Las barras de escala indican 10 m. 
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8.0 Discusión 
 
 

Actualmente es ampliamente aceptado que un microambiente inflamatorio es uno de los 

principales factores de riesgo asociados con el desarrollo de cáncer de colon asociado a 

colitis (CAC). Sin embargo, las respuestas antiinflamatorias mediadas por la vía de 

señalización IL-4/STAT6 pueden favorecer que las células inmunes infiltradas en el tumor 

adquieran fenotipos protumorales como los macrófagos asociados a tumores (TAM), que 

impulsan el desarrollo y establecimiento de diferentes tipos de tumores (7, 19, 81). En este 

trabajo nosotros confirmamos que la ausencia total del IL-4R durante el CAC se 

relacionada directamente con una reducción significativa en el número de tumores en colon. 

Estos hallazgos estaban asociados aparentemente con la prevalencia de una respuesta 

inflamatoria en ratones IL-4RKO-CAC, caracterizados por mantener un porcentaje normal 

de linfocitos T CD8+, una mayor producción de IFN- y TNF- y por una mayor infiltración 

de macrófagos M1 (F480+TLR2+ STAT1+) que sobre expresaban al gen iNOS en colon. 

Varios estudios han confirmado que la expresión de iNOS en macrófagos es necesaria para 

eliminar células tumorales (82-84), ya que iNOS es capaz de mejorar la 

quimiosensibilización a la citotoxicidad del cisplatino (67), inducir apoptosis (85) e inhibir 

el crecimiento de células tumorales (84, 86). En el sistema inmunológico se ha informado 

que la expresión de iNOS puede ser inducida por IFN-, una citocina inflamatoria producida 
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por células T CD8+ (87) y CD4+, que contribuye con la activación de macrófagos tumoricidas 

(76, 87, 88). De hecho, aunque en ratones IL-4RKO-CAC la respuesta inflamatoria en el 

colon podría ser capaz de generar daño en el tejido circundante debido a la infiltración de 

macrófagos M1 y la expresión de iNOS, nosotros no encontramos daño en las células 

caliciformes productoras de moco, ni daño en la estructura y en la arquitectura del epitelio 

intestinal. De hecho, los ratones IL-4RKO-CAC sobre expresaban Arg1 y Relm1, los 

cuales son genes típicos de procesos inflamatorios tempranos que promueven la reparación 

del tejido dañado (57). Consistente con nuestros resultados, en estudios previos con ratones 

deficientes en STAT6 (STAT6-/-), el principal factor de transcripción río abajo del IL-4R, 

no se observó una reducción significativa de la expresión de Arg1 e Ym1 en ratones STAT6 

-/- cuando fueron expuestos al modelo DSS (89). Sin embargo, nosotros encontramos que la 

sobreexpresión de Arg1 y Relm en ratones IL-4RKO-CAC podría estar relacionado con 

otras vías anti- inflamatorias, como lo es la mediada por la expresión del IL-13R2 en colon, 

el cual es el receptor monomérico tipo 2 de la IL-13. En el pasado, se pensaba que el IL-

13R2 actuaba solo como un receptor señuelo, pero se ha demostrado que la IL-13 puede 

señalizar a través del IL- 13R2 de una manera independiente a la vía STAT6 (90) y está 

involucrado en la regeneración de células epiteliales en el tracto gastrointestinal (91). De esta 

forma, nuestros datos sugirieron que durante el desarrollo de CAC, la ausencia global del IL-
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4R generaba una respuesta inflamatoria capaz de favorecer el reclutamiento de macrófagos 

M1 (F480+TLR2+STAT1+iNOS+) en colon, que podría asociarse con las tasas más bajas 

de desarrollo de tumores a través de la producción de IFN- por células T, las cuales pueden 

ser capaces de orquestar respuestas tumoricidas, mientras que el IL-13R2 podría estar 

promoviendo procesos de reparación tisular a través de Ag1 y Relm1 como un mecanismo 

compensatorio en ausencia del IL-4R Hay datos que indican un papel protector del IFN-γ 

y el TNF-α en cáncer de colon, por ejemplo, en un modelo murino de CAC, los ratones 

deficientes en IFN-γ (IFN-γ-/-) desarrollaron un mayor número de tumores y niveles más 

altos de citocinas antiinflamatorias que los ratones de WT (92, 93). En el modelo murino 

APCmin/+ IFNγ -/-, se demostró que la ausencia de IFN-γ inducía un mayor número de 

adenomas y en consecuencia, aproximadamente el 50% de los ratones desarrollaban 

adenocarcinomas (93). De manera similar, en un modelo de colitis experimental inducida por 

DSS, el TNF-α disminuyó el daño tumoral al promover la curación a través de la vía de 

señalización Wnt/β-catenina (94-96). Asimismo, se ha sugerido que la producción 

sistémica de TNF-α protege contra el desarrollo espontáneo de colitis y CAC (97). Sin 

embargo, también hay trabajos controvertidos sobre el papel que juegan estas citocinas 

proinflamatorias como promotores de tumores; por ejemplo, los niveles bajos de IFN-γ 

pueden mejorar la supervivencia de las células tumorales, como las células tumorales en 
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cáncer de próstata y cáncer de pulmón (98). Además, la producción de TNF-α durante las 

primeras etapas de la inflamación se ha descrito en el origen, desarrollo, supervivencia y 

promoción del crecimiento tumoral en CAC o CRC (99, 100). Durante varios años se ha 

descrito que ciertos macrófagos, como los TAMs, tienen funciones protumorales en 

diferentes tipos de cáncer (7, 8, 16). Por esta razón, las nuevas terapias se han centrado tanto 

en dirigirse al bloqueo de IL-4Rα en TAMs (101) como en la supresión de la polarización de 

macrófagos M2 para mejorar la actividad de los macrófagos M1, por ejemplo, mediante el 

bloqueo del IL-4Rα en TAMs junto con la administración de ácido zoledrónico, se indujo 

apoptosis y retraso en la progresión de tumores en cáncer de mama (102, 103). Por el 

contrario, en nuestro trabajo encontramos que, aunque los ratones LysMcreIL-4Rα- 

/lox no tenían macrófagos que expresaran la IL-4Rα y por tanto no se favorecía la activación 

del fenotipo TAM durante el CAC, los ratones LysMcreIL-4Rα -/lox desarrollaban tumores 

y tenían un mayor daño en la estructura y en la arquitectura del epitelio intestinal, así como 

una menor producción de moco por células caliciformes. De hecho, aunque los ratones 

LysMcreIL-4Rα-/lox-CAC mostraron una mayor infiltración de macrófagos M1 y expresaban 

iNOS en colon. Estos macrófagos M1 parecían ya no tener una función tumoricida y 

protectora ya que había porcentajes disminuidos de células T CD8+ y una menor producción 

de IFN-γ y TNF-α (79, 104, 105), lo que sugirió una respuesta inflamatoria débil. Además, 
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en colon los ratones LysMcreIL-4Rα-/lox-CAC mostraron una expresión disminuida del IL-

13Rα2 mientras que la expresión de IL-4Rα se encontraba elevada, como en el caso de los 

ratones WT-CAC. Hasta ahora se desconoce el momento específico para la transformación 

patológica de la vía de señalización IL- 4/STAT6 que favorezca el desarrollo de CAC. De 

hecho, en condiciones normales, el factor de transcripción del IL-4R, STAT6 promueve la 

proliferación y diferenciación de las células epiteliales intestinales secretoras (IEC) en colon 

(106). Sin embargo, la sobreactivación de STAT6 en las IEC se ha asociado con la pérdida 

de las uniones estrechas que conduce a la desregulación de la permeabilidad, la translocación 

bacteriana y cambios en el microbioma, así como inflamación   intestinal   y   la   

tumorigénesis   (107).   De   acuerdo   con   estas observaciones, estudios previos apoyan 

la hipótesis de que STAT6 es crítico en los primeros pasos del desarrollo de CAC. De hecho, 

ratones con knock-out global de STAT6 exhibieron un número significativamente menor de 

tumores durante el CAC (80). De acuerdo con este hallazgo, nosotros encontramos que en 

tejido de colon de ratones LysMcreIL-4Rα-/lox-CAC y WT-CAC había una mayor 

fosforilación de STAT6 (pSTAT6), sin embargo, los ratones IL-4RαKO-CAC no mostraron 

expresión de pSTAT6 en el tejido del colon. Por lo tanto, es probable que en los ratones 

LysMcreIL-4Rα-/lox-CAC la respuesta inmune mediada por macrófagos M1 no era suficiente 

para detener el crecimiento tumoral debido a la expresión de IL- 4Rα y la sobreactivación de 



 

56 
 

pSTAT6 en el tejido de colon. Por tanto, la expresión de IL-4Rα en células no 

hematopoyéticas, tales como células epiteliales, podría ser la principal responsable del 

desarrollo de tumores en colon en ausencia del IL- 4Rα en macrófagos en ratones 

LysMcreIL4Rα-/lox-CAC. En consistencia con esta observación, un estudio reciente con el 

modelo AOM/DSS se demostró que durante la pérdida restringida del IL-4Rα en IEC (IL-

4RαΔIECmice) los tumores fueron significativamente más pequeños, lo que se correlacionó 

con una proliferación reducida detectada por la incorporación de BrdU, aunque los 

parámetros inmunológicos no fueron analizados (89). Sin embargo, en condiciones basales, 

el IL-4Rα no se expresa o tiene una baja expresión en tejidos epiteliales normales, sin 

embargo, se ha observado una sobreexpresión del IL-4Rα en la superficie de varios tumores 

sólidos, en donde la IL-4 puede estimular la angiogénesis a través de la vía soluble de la 

integrina VCAM-1/alfa4 de células endoteliales (108, 109), mientras que en el sistema 

inmunológico los niveles elevados de IL-4 (normalmente producidos por los linfocitos que 

infiltran el tumor) pueden contribuir a la resistencia a la apoptosis de los tumores sólidos 

(110, 111). Además, la IL-4 también es capaz de favorecer la proliferación y la supervivencia 

de células cancerosas, en parte al inducir la captación de glucosa (112, 113). En este sentido, 

nuestros resultados sugieren que la reducción significativa de los tumores de colon en ratones 

IL-4RαKO podría estar asociada a una respuesta inflamatoria. Sin embargo, también 
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encontramos que la expresión o no expresión de la IL-4Rα en macrófagos y el fenotipo TAM 

en CAC no fueron los principales factores responsables de los cambios iniciales que 

condujeron a la promoción del desarrollo de tumores en colon. 

Se ha prestado mucha atención al papel de los TAMs en diferentes tipos de cánceres. Aquí, 

demostramos que tanto los TAMs como los macrófagos M1 no son prescindibles para la 

tumorigénesis de colon inducida por AOM/DSS. Nuestros datos sugieren que es probable 

que la expresión de la IL-4Rα en otros tipos de células (células no inmunes), así como las 

citocinas y las células infiltradas en el microambiente tumoral, sean capaces de reemplazar 

la actividad protumoral mediada por los TAM. Definitivamente se necesitan más estudios 

para determinar el tiempo de sobreexpresión de la IL-4Rα en IEC durante la tumorigénesis 

del colon, lo que puede permitir el diseño de nuevas inmunoterapias dirigidas hacia la IL- 

4Rα en momentos específicos y en células específicas para aumentar la eficacia   de los 

tratamientos, en lugar de dirigirse a todas las poblaciones de macrófagos M1 o M2 y dañar 

procesos homeostáticos en otros tejidos. En conclusión, nuestros datos sugieren que la 

expresión del IL4Ra en TAMs no se asocia directamente con el desarrollo inicial de tumores 

ya que aunque el perfil de macrófagos M1 se encontraba favorecido por la ausencia de la 

IL4Ra en macrófagos, los macrófagos M1 no ejercían un papel tumoricida que evitará el 

desarrollo tumoral. Sin embargo es probable que la expresión del IL4Ra en otros tipos 
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celulares así como su interacción con otras células inmunes y el microambiente tumoral en 

sí, fueran los principales responsables de los cambios iniciales del desarrollo tumoral.    
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