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1. RESUMEN 

 

El cáncer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cáncer más diagnosticado y la segunda 

neoplasia maligna más mortal para ambos sexos en todo el mundo. La inflamación constituye 

un factor importante en la progresión del cáncer de colon asociado a colitis (CAC), ya que, 

la inflamación activa compromete la integridad de la barrera epitelial generando que está se 

vuelva más permeable, incitando así una desregulación de la respuesta inmune, de la 

microbiota y originando un daño en el ADN. Lo anterior conduce a la formación de displasias 

desarrolladas principalmente en el colon que posteriormente progresan a un carcinoma. El 

transductor de señales y activador de la transcripción 6 (STAT6) se encuentra altamente 

activado en distintos tumores y en el CCR se ha asociado a metástasis, sin embargo, tras su 

inhibición en modelos murinos se ha observado que disminuye la tumorigénesis y el 

infiltrado inflamatorio. Esto se ha atribuido a un reclutamiento temprano de linfocitos T 

reguladores (Treg) en el CAC. Las Treg FoxP3+ son capaces de suprimir otras poblaciones 

inmunitarias de linfocitos y participando en la reparación tisular y en la regulación de la 

inflamación local. La deficiencia de STAT6 (STAT6-/-) en las T reguladoras inducidas 

(iTreg) in vitro favorece su estabilidad y capacidad supresora, atribuida a la sobrexpresión 

de PD-1, CTLA-4 y FoxP3.  En este trabajo se estudió si los iTreg deficientes en STAT6 

obtenidos a partir de linfocitos T CD4+ totales podrían actuar como una inmunoterapia en 

un modelo de CAC inducido por AOM/DSS (Azoximetano/ Dextrán Sulfato de Sodio) 

mediante transferencia celular adoptiva. Para ello, se transfirieron iTregs WT o iTregs 

STAT6-/- en los días 17, 27 y 41 durante la progresión tumoral. Se analizó el peso corporal, 

el índice de daño de la enfermedad, el número de tumores, el grado de daño histológico, la 

expresión de marcadores de proliferación y citocinas a nivel local.  Los resultados indicaron 

que la transferencia adoptiva con iTregs WT o STAT6-/- es capaz de disminuir los signos de 

la enfermedad, el infiltrado inflamatorio y el daño histológico, pero no la carga tumoral. 

Aunque esta terapia resulta adecuada para controlar la inflamación, su administración debe 

realizarse únicamente en las etapas tempranas de la enfermedad ya que la administración en 

etapas más avanzadas podría promover la progresión tumoral.  
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 CÁNCER COLORECTAL 

2.1.1 Epidemiología 

El cáncer de colon y recto o colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cáncer más diagnosticado 

y la segunda neoplasia maligna más mortal para ambos sexos en todo el mundo. Para México, 

en 2020 ocupo el tercer lugar en incidencia para hombres y mujeres después del cáncer de 

pulmón y mama, mientras que la mortalidad se ubicó sólo por debajo del cáncer de pulmón 

(Figura 1). La gaceta mexicana de oncología en 2019 registró 14 900 casos nuevos para ese 

año, además de un incremento de 4.8 muertes por cada 100 000 habitantes para el 2015. Sin 

embargo, en los últimos años en países como Estados Unidos y Canadá la incidencia y 

mortalidad ha disminuido gradualmente debido a la detección y la mejora de las terapias 

oncológicas. No obstante, para México y América Latina la situación es distinta, ya que el 

CCR presenta un incremento en la tasa de mortalidad anual. Desafortunadamente, aunque su 

incidencia se encuentra en descenso para algunos países, en adultos jóvenes, menores a 50 

años, existe un aumento notable (Weinberg et al., 2017; Patel y Ahnen, 2018; Torrencillas-

Torres et al., 2019; GLOBOCAN, 2020; Lotfollahzadeh et al., 2022; Andrade-Meza et al., 

2023).  

  

Figura 1. Incidencia y mortalidad de ambos sexos para México en 2020 (GLOBOCAN, 2020). 
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El cáncer colorrectal suele presentarse en un 70% como esporádico, el 20% como agrupación 

familiar y solo el 10% se asocia a síndromes hereditarios como la poliposis adenomatosa 

familiar (PAF) y el síndrome de Lynch o cáncer colorrectal hereditario no polipósico 

(HNPCC) (Lotfollahzadeh et al., 2022).  

Actualmente se conoce que el CCR se encuentra fuertemente asociado tanto a factores 

ambientales como genéticos, la edad es el principal factor de riesgo, de ahí que la edad 

promedio de diagnóstico sea en personas mayores a 50 años, a pesar del aumento en adultos 

jóvenes. Existen otros factores de riesgo asociados a países desarrollados y en desarrollo 

como el estilo de vida occidental, donde hay un alto consumo de carnes rojas, sedentarismo, 

una dieta baja en fibra, consumo de tabaco, de alcohol, de bebidas azucaradas y obesidad 

(Center et al., 2009; Stintzing, 2014; Marley y Nan, 2016). Además, los antecedentes de 

cáncer colorrectal o de enfermedades intestinales inflamatorias como la colitis ulcerosa y la 

enfermedad de Crohn incrementan el riesgo a 3.7% y 2.5% respectivamente (Mármol et al., 

2017). 

 

2.1.2 Relación entre la inflamación y el cáncer colorrectal 

Las enfermedades inflamatorias intestinales o IBD (Inflammatory Bowel Desease), incluyen 

a la enfermedad de Crohn (CD) y a la colitis ulcerosa (CU), ambas caracterizadas por una 

inflamación intestinal activa que compromete la integridad de la barrera epitelial (Zhang y 

Li, 2014).  

La barrera epitelial se encuentra constituida por células caliciformes, secretoras de moco; 

células enteroendocrinas, secretoras de hormonas peptídicas involucradas en el trofismo 

celular, la reparación tisular, la angiogénesis, la diferenciación de los enterocitos y la 

polarización del eje cripta-vellosidades; y por las células de Paneth, secretoras de sustancias 

antimicrobianas y ubicadas en el fondo de las criptas de Lieberkuhn (Antoni et al., 2014; 

Salvo-Romero et al., 2015). Su función es actuar como una barrera semipermeable selectiva, 

ya que permite el paso de nutrientes, la absorción de agua e iones, la detección inmune, pues 

limita el transporte de antígenos, y evita la invasión de microorganismos luminales y sus 
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toxinas, garantizando así el mantenimiento de la homeostasis intestinal (Vancamelbeke y 

Vermeire, 2017). 

Desafortunadamente, la presencia de ciclos recurrentes de inflamación y reparación tisular, 

presentes en las IBD, generan un aumento en la permeabilidad de la barrera epitelial, la 

inducción de la alternancia genética, la desregulación de la respuesta inmune y de la 

microbiota intestinal, y el daño en el ADN provocado por una acumulación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) producidas por los infiltrados inflamatorios, conduciendo así a 

daños en el epitelio y contribuyendo a la generación de displasias, de alto o bajo grado, 

desarrolladas principalmente en el colon pero también en áreas del recto  que puede llegar a 

transformarse en cáncer colorrectal asociado a colitis (CAC). De manera que la presencia de 

las IBD se considera un factor que incrementa de 2 a 3 veces más el riesgo de aparición del 

cáncer colorrectal (CCR) (Rogler, 2014; Chen et al., 2016; Landy et al., 2016). 

El CCR y el CAC comparten similitudes en cuanto a las alteraciones genéticas, como la 

inestabilidad cromosómica, la inestabilidad de microsatélites y la hipermetilación de las islas 

CpG de diversos genes de la mucosa (Long et al., 2017; Keller et al., 2019). Sin embargo, el 

orden cronológico en el ocurren los eventos es distinto (Figura 2), por ejemplo, mientras que 

en el CCR ocurre primero la mutación en el gen APC, en el CAC ocurre en etapas tardías. 

Lo mismo sucede para los genes TP53 y KRAS (Nagao-Kitamoto et al., 2022).  
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Figura 2. Progresión tumoral del cáncer de colon esporádico y el cáncer de colon asociado a colitis. 

APC: Poliposis adenomatosa coli; DCC: Supresor de cáncer colorrectal; GSK3β: Glucógeno sintasa 

quinasa-3β; KRAS: Virus del sarcoma de rata Kirsten; MSI: Inestabilidad de microsatélites. Tomado 

y modificado de Nagao-Kitamoto et al., 2022. 

También, tras la pérdida de p53 se ve impulsada la activación de dos vías, la vía de STAT3 

y la vía NF-κB, ambas se encuentran implicadas en los procesos inflamatorios y en el estrés 

oxidativo en las IBD, por lo que se encuentran activadas en más del 50% de los casos de 

CAC. La vía NF-κB promueve la transcripción de proteínas proinflamatorias como TNF-α, 

IL-1β, IL-6, IL-8 y COX2. Además, puede llegar a alterar la actividad de la caspasa 8 y 

estimular a Bcl2, Bcl-xl y cFLIP con lo que se promueve la evasión de la apoptosis. Por su 

parte, la vía de STAT3 aumenta la transcripción de Bcl2 y Bcl-xl, además de genes 

promotores de angiogénesis (VEGF) y de mitosis (Myc) (Schmitt y Greten, 2021; Peixoto et 

al., 2022).  

Otra similitud entre ambos tipos de cáncer de colon es su origen a partir de la mucosa 

intestinal displásica. Si bien el CAC surge de una displasia plana, su desarrollo ocurre en una 

mucosa crónicamente inflamada que sigue la secuencia: displasia indefinida, displasia de 

bajo grado, displasia de alto grado y finalmente carcinoma. Mientras que el CCR surge de 
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pólipos, su desarrollo ocurre desde una displasia, que es transformada en adenoma temprano 

y progresa a carcinoma invasivo (Nishikawa et al., 2005; Nagao-Kitamoto et al., 2022). 
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2.2 LINFOCITOS T REGULADORES 

Los linfocitos T reguladores o Tregs son un subgrupo de linfocitos T CD4+ especializados 

que desde el comienzo de su descripción a finales de la década de los 60´s se les ha 

considerado como un posible blanco terapéutico. Estas células inmunitarias son cruciales 

para el mantenimiento de la autotolerancia, la inducción a la tolerancia de los aloinjertos, la 

reparación tisular, la regulación de la inflamación local, de la inmunidad fetoplacentaria y de 

la homeostasis, además, cuentan con la capacidad de activar o suprimir la función de otras 

células mediante la secreción de citocinas para la supresión de respuestas inmunitarias 

(Figura 3) (Serrano-Hernández, 2009; Li et al., 2015; Shevyrev y Tereshchenko, 2020). 

Si bien el fenotipo de las Tregs es CD4+CD25+FoxP3+, pues expresan altas concentraciones 

del CD25, además de que FoxP3 es un factor de transcripción que define al linaje y por lo 

cual es considerado como su regulador maestro, estas no son las únicas células reguladoras 

pues existen otros dos subtipos CD4+, las Tr1 productoras de IL-10 y las Th3 productoras de 

TGF-β, no obstante, ambas carecen de la expresión de FoxP3 y sus roles fisiológicos no son 

tan amplios (Serrano-Hernández, 2009; Li et al., 2015; Zhao et al., 2017; Shevyrev y 

Tereshchenko, 2020; Zhong et al., 2021). 

 

Figura 3. Funciones clásicas de los linfocitos Tregs y en tejidos. AREG: Anfiregulina; PENK: 

Proencefalina; MSC: Células mesenquimales estromales; SNC: Sistema Nervioso Central. Tomado 

y modificado de Astarita et al., 2023. 
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Las Tregs que expresan Foxp3 constituyen cerca de un 10% de todas las células CD4+ y 

gracias a que son una población heterogénea en cuanto a su sitio de maduración pueden ser 

clasificadas en dos grupos. Si su desarrollo hacia células maduras ocurre dentro del timo se 

conocerán como Tregs naturales o nTregs (Figura 4a), las cuales presentan un receptor de 

antígenos T (TCR) con una alta afinidad por los péptidos propios, expresan de manera 

constitutiva FoxP3 y son abundantes en el torrente sanguíneo y los ganglios linfáticos.  El 

otro subgrupo son las iTregs o Tregs periféricas o inducidas (Figura 4b), su nombre se 

atribuye a que pueden ser generadas fuera del timo, ya sea en órganos linfáticos secundarios 

o inducirse mediante cultivo celular a partir linfocitos efectores CD4+ en presencia de IL-2, 

TGF-β y en condiciones particulares, permitiendo que sean funcionales por la ganancia de la 

expresión de FoxP3. La principal diferencia entre ambos grupos es la estabilidad de FoxP3, 

ya que en las iTregs es transitoria y bajo estímulos inflamatorios pueden diferenciarse hacia 

un fenotipo Th17. Sin embargo, la presencia de ambos grupos es esencial para conservar la 

homeostasis inmunitaria (Shevyrev y Tereshchenko, 2020). 

Además de la expresión de citocinas y moléculas supresoras, las Tregs son capaces de liberar 

moléculas citotóxicas y eliminar las células inmunes proinflamatorias permitiendo 

contrarrestar la inflamación antitumoral, promover la diferenciación de células supresoras y 

favorecer la angiogénesis. Su papel en el cáncer ha sido controversial pues un aumento 

poblacional de estas células se ha correlacionado positivamente con la progresión de la 

enfermedad y bajas tasas de supervivencia en pacientes con cáncer, ya que los efectos de las 

Treg en diferentes tumores son específicos a antígenos, causando la activación y expansión 

de Treg en el microambiente tumoral (Ahmadzadeh et al., 2019; Najafi et al., 2019; Schiavon 

et al., 2019; Sun et al., 2020).  
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Figura 4. Sitios de diferenciación de los linfocitos T reguladores naturales e inducidos. Célula DP: 

Célula doble positiva; Célula SP: Célula simple positiva; cTEC: Células epiteliales tímicas 

corticales; DC: Células dendríticas; IEL: Linfocitos intraepiteliales intestinales; mTEC: Células 

epiteliales tímicas medulares. Tomado y modificado de Lin y Rudensky, 2016. 

 

2.2.1 Linfocitos nTregs 

Los linfocitos Treg naturales o tímicos fueron identificados por primera vez por Sakaguchi 

et al en 1995 como células doblemente positivas, CD4+CD25+. Como se mencionó 

anteriormente reciben ese nombre gracias a su diferenciación en el timo hacia células 

maduras mediante mecanismos de tolerancia central, siendo este momento donde se 

comprometen a este linaje. Al salir expresan el receptor CD45RA hasta que son capaces de 

encontrar un antígeno afín y proceden a ser activados en la periferia. Por otro lado, se ha 

reportado que en roedores componen cerca del 8 al 10% de los linfocitos que expresan el 

CD4+CD25+, mientras que en humanos algunos autores han estimado que es cercana entre 

1 al 2% (Schmetterer et al., 2012; Himmel et al., 2013; Göschl et al., 2019). 

Las nTregs cuentan con un receptor de antígenos T (TCR) αβ diverso que es restringido a 

autoantígenos, su fenotipo es CD4+ CD25 high. Se conoce que constituyen un linaje estable 
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en un entorno dinámico, pues mantienen la expresión de FoxP3 y conservan su actividad 

supresora en ausencia de TGF-β, sin embargo, cuando se encuentran en presencia de 

condiciones inflamatorias esto cambia y se ha observado que en existencia de IL-6 su 

fenotipo se modifica hacia Th17 (Schiavon et al., 2019). 

Cuando se encuentran en un estado de reposo expresan altos niveles de CD25, una baja 

expresión del CD127 y expresan FoxP3, con el TSDR (Región desmetilada especifica de 

Tregs) desmetilado, el cual es una región rica en islas CpG del locus de FoxP3 que le brinda 

su estabilidad; además de que no son capaces de sintetizar IL-2 por lo que son anérgicos (Lin 

et al., 2013; Schiavon et al., 2019).  

Dentro de los marcadores que nos permite distinguir esta población de las iTregs se encuentra 

una mayor expresión del CD25, PD-1 (Proteína de muerte célular programada 1), la 

expresión de Nrp1 (Neuropilina 1), del factor de transcripción Helios y del CD73. No 

obstante cuando una iTreg se encuentra en presencia de condiciones proinflamatorias pueden 

llegar a expresar Helios y Nrp1 (Lin et al., 2013; Schmitt y Williams, 2013; Li et al., 2015). 

Además, se han correlacionado negativamente con las nTregs de memoria pues se ha 

observado que en un humano recién nacido el número de nTregs naïve componen una 

frecuencia cercana a un 75%, que posteriormente desciende en adultos a 32% y en ancianos 

puede llegar hasta el 18%, esto es contrario a lo que sucede con las nTregs de memoria pues 

en ancianos pueden llegan a tener una frecuencia del 81%, mientras que en recién nacidos 

componen cerca del 24% (Schiavon et al., 2019). 

 

2.2.2 Linfocitos iTregs 

Los linfocitos T reguladores inducidos o periféricos (iTregs) son linfocitos naïve o vírgenes 

que son diferenciados bajo la presencia de antígenos y el estímulo de IL-2 y TGF-β ya sea 

en tejidos linfoides periféricos, tanto en humanos como en ratones, o in vitro, mediante el 

aislamiento de linfocitos CD4+ de órganos linfoides o sangre periférica en los que se simulan 

las condiciones descritas anteriormente. Generalmente reconocen antígenos no patógenos, 

como aquellos que se encuentran en los alérgenos transmitidos por los alimentos o la 

microbiota comensal, aunque también participan en la supresión de las respuestas 
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inflamatorias localizadas, trasplantes de órganos, infecciones patógenas y en tumores 

(Himmel et al., 2013). 

El proceso de transición de los linfocitos T naïve hacia iTregs requieren de una fuerte 

señalización en el TCR, una coestimulación subóptima, mediante el incremento de CTLA-4 

y la disminución del CD28, la presencia de la IL-2 y TGF-β; ambas citocinas cumplen con 

una función crucial en este proceso, pues inhiben la diferenciación hacia otros linajes como 

Th1, Th2 y Th17. Si bien adquieren atributos de las nTregs como la supresión inmunitaria, 

la presencia de una hipermetilación en el TSDR hace que pierdan rápidamente la expresión 

de FoxP3 y sean desdiferenciadas hacia células T efectoras, de manera que se han descrito 

como poseedoras de un fenotipo poco estable (Josefowicz et al., 2012; Sawant et al., 2014; 

Lin y Rudensky, 2016). 

Los marcadores clásicos de estos linfocitos son la expresión de GITR (Receptor de TNF 

inducido por glucocorticoides), CTLA-4, FoxP3, una baja expresión de CD25, del Nrp 1 y 

Helios-, siendo estos últimos una de las diferencias sustanciales con las nTregs, aunque en 

condiciones homeostáticas normales, además de los cambios en el patrón de las marcas 

epigenéticas que le confieren su estabilidad. Asimismo, en 2012 Ohkura y colaboradores 

descubrieron que en las iTregs y Tcov los patrones de desmetilación de FoxP3, GITR, CTLA-

4 y IKZF-4 eran distintos a los observados las nTregs (Lin et al., 2013; Sawant y Vignali, 

2014). 

Las iTregs presentan un gran atractivo como inmunoterapia gracias a que pueden generarse 

en grandes cantidades ex vivo y son funcionales in vitro, por lo que han sido consideradas 

como un posible tratamiento mediante transferencia adoptiva para trastornos autoinmunes 

como la artritis reumatoide, las IBD, diabetes, encefalitis autoinmune experimental, la 

tolerancia a los aloinjertos, entre muchos otros. Sin embargo, uno de los retos actuales es 

conservar su estabilidad in vivo por más tiempo (Schmitt y Williams, 2013; Inomata et al., 

2016). 
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2.2.3. Mecanismos de supresión 

Los mecanismos de supresión de los linfocitos Treg no son exclusivos de ellos, pero si 

colectivamente. Como se mencionó anteriormente son capaces de suprimir a un amplio 

número de células del sistema inmune, entre ellos se encuentran los linfocitos B, NK, NKT, 

CD4+, CD8+, monocitos y dendríticas, por mencionar algunos. Su descripción ha requerido 

de experimentos tanto in vitro como ex vivo, a través de los cuales se han clasificado en 

dependientes de contacto o humorales, específicos de antígeno o no específicos (Figura. 5) 

(Scmidht et al., 2012; Sheryrev y Tereshchenko, 2020).  

• Uno de los mecanismos mejor estudiados de las Treg es la secreción de las citocinas 

inmunorreguladoras IL-10, TGF-β e IL-35.  

La IL-10 tiene como función la inhibición de los fagocitos, de la presentación de 

antígenos, de la expresión de moléculas coestimuladoras, de la proliferación de las 

células T, de la producción de citocinas inflamatorias como IL-12 e IFNγ y con ello 

la disminución de la diferenciación a linfocitos Th1. En cuanto a TGF-β, está es una 

citocina multifuncional que puede ser expresada tanto en la membrana celular como 

secretada por las Tregs. Dentro de sus funciones se encuentra la supresión de 

linfocitos T efectores, la inhibición de la diferenciación de linfocitos B y T, y de la 

actividad de los macrófagos, DC (Células dendríticas) y NK; la promoción del 

compromiso de las T naïve hacia Tregs o TH17, la maduración y diferenciación de 

DC y la inducción de IDO para la obtención de DC tolerogénicas. Además, tiene 

participación en la proliferación celular mediante el control de la expresión de 

factores reguladores del ciclo celular, p15, p21 y p27, y de los promotores de ciclo 

celular, cMYC, ciclina D2, CDK2 y ciclina E. Finalmente, la IL-35 es una citocina 

que forma parte de la familia de la IL-12, se encuentra conformada por dos 

subunidades, p35 y EBI3 (Gen 3 del virus de Epstein-Barr), y es producida por las 

Treg. Cuenta con dos funciones importante, la supresión de la proliferación de células 

T CD4 y la promoción de la conversión de las T naïve hacia Tregs altamente 

supresoras (Cao et al., 2007; Guzmán-Flores y Portales-Pérez, 2013; Arce-Sillas et 

al., 2016; Sheryrev y Tereshchenko, 2020). 
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• La IL-2 es la citocina principal para la proliferación de linfocitos T. Las Treg 

expresan un receptor de alta afinidad, el CD25 (IL-2Rα), permitiendo así una 

competencia con otras células T en proliferación. Cuando se impide que esta citocina 

esté disponible en el microambiente para las células T efectoras, se afecta 

negativamente la respuesta proliferativa por lo que se conduce a una interrupción 

metabólica y finalmente a una muerte celular (Arce-Sillas et al, 2016; Sheryrev y 

Tereshchenko, 2020).  

 

• La citólisis de perforina-granzima es un mecanismo de contacto donde se le 

confiere a la Treg el funcionamiento de una célula T citotóxica clásica.  Esto se debe 

a que durante la interacción Treg-Célula efectora ocurre una endocitosis de los 

gránulos de las Tregs hacia el espacio extracelular. Estos gránulos se componen de 

perforinas y granzimas. La perforina tiene como función la formación de poros en la 

membrana de la célula diana a través de los cuales ingresará la granzima B. Una vez 

dentro, la granzima B induce la apoptosis mediante mecanismo dependientes o 

independientes de caspasas. No obstante, no todos los linfocitos Treg expresan el 

mismo tipo de granzima, ya que las nTreg actuan con la granzima A, mientras que las 

iTregs lo hacen con la granzima B (Arce-Sillas et al., 2016; Li et al., 2020; Sheryrev 

y Tereshchenko, 2020) 

 

• La degradación de ATP en adenosina mediada por CD39 (ENTPD1) /CD73 

(NT5E) es un mecanismo no específico de antígeno de las Treg donde el CD39 va a 

degradar al ATP en AMP, cuando esté sale de la célula es degradado rápidamente por 

el CD73 y convertido en adenosina. Cuando la adenosina se une a su receptor 

principal el A2AR, presente en linfocitos T, B, NK, macrófagos, DC y granulocitos; 

su estimulación genera una acumulación de AMP intracelular. El AMP puede activar 

a CREB y regular de forma indirecta la transcripción de genes inflamatorios, lo que 

le permite suprimir la expresión de citocinas inflamatorias; también puede llegar 

activar a EPAC1, ERK o a JNK y alterar la expresión de genes proinflamatorios.  

Por otro lado, el incremento de adenosina en el microambiente conduce a la inhibición 

de la presentación de antígenos de las DC y la supresión de la proliferación de 
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linfocitos T activados. Además, las Treg pueden usarla de forma autocrina para 

optimizar la producción de citocinas antiinflamatorias y para la inhibición de la 

activación de células efectoras y de la expresión de moléculas coestimuladoras (Arce-

Sillas et al., 2016; Sheryrev y Tereshchenko, 2020). 

 

• La proteína de membrana CTLA-4 (Antígeno-4 asociado al Linfocito T citotóxico) 

es una molécula coinhibidora que se expresa en la superficie de las Tregs tras su 

activación. CTLA-4 tiene una gran afinidad por los ligandos CD80/86 de las DC y 

tras esta interacción ocurre un fenómeno llamado transendocitosis, el cual consiste en 

que CTLA-4 captura a CD80/86, lo internaliza por medio de endocitosis mediada por 

células T y lo degrada en los lisosomas, con la finalidad de limitar la disponibilidad 

de ligandos para el CD28, inhibiendo así la activación de linfocitos T.  

Además, está interacción implica la producción de IFN-γ y de IDO (Inductor de la 

indoleamino 2,3-dioxigenasa), este último degrada al triptófano que en su deficiencia 

conduce a una detención del ciclo celular en la fase G1 y, por lo tanto, un estado de 

anergia para las células T efectoras. Por otra parte, los metabolitos resultantes de su 

degradación inducen apoptosis en linfocitos Th1 y pueden generar un agotamiento 

del glutatión promoviendo un desequilibrio en la producción de ROS y la capacidad 

antioxidante, favoreciendo así el estrés oxidativo y con ello un colapso de la función 

mitocondrial, dirigiendo a la célula a apoptosis tras una deficiencia en la producción 

energética (Siachoque et al., 2011; Guzmán-Flores y Portales-Pérez, 2013; Arce-

Sillas et al., 2016; Kennedy et al., 2022). 
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Figura 5. Mecanismos de supresión de las Tregs. Tomado y modificado de Ohue y 

Nishikawa, 2019. 

 

 

2.2.4 Transductor de señales y activador de la transcripción 6 (STAT6) y FoxP3 

El factor de transcripción Foxp3 fue identificado por primera vez en el año 2003, permitiendo 

avances sustanciales en los estudios de los linfocitos Tregs, debido a su reconocimiento como 

nuevo marcador y el papel que desempeña en la diferenciación, función y supervivencia (Li 

et al., 2015). Pertenece a la familia Fox, también conocida como forkhead box, caracterizada 

por presentar un grupo de factores de transcripción altamente conservados evolutivamente y 

con numerosas funciones durante el desarrollo y la vida adulta. Las alteraciones en estas 

proteínas afectan a muchas cascadas moleculares por lo que se les relaciona con distintos 

tipos de cánceres (Li et al., 2015; Laissue, 2019).  

Se encuentra ubicado en el cromosoma X, en la región cromosómica XP11.23. El gen 

humano presenta un 86% de homología con el de tipo murino. Este gen se encuentra 

expresado en órganos linfoides como el timo, bazo y ganglios linfáticos y en células 

CD4+CD25+ (González-Parias et al., 2010). 
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Su transcripción se ve mediada por la activación del receptor TCR, la persistencia de estas 

señales son las que ocasionan la activación de FoxP3 en los timocitos autorreactivos. 

Posteriormente, se busca la estabilización de la expresión de este gen para activar la función 

supresora de las células Treg y consolidar su diferenciación. Las regiones CNS1, CNS2 y 

CNS3 de Foxp3 generalmente se encuentran desmetiladas y se ven implicadas en el 

desarrollo celular. Además, la desmetilación parcial de la región CNS2 se considera una 

firma epigenética que se ve completada en linfocitos maduros. Por otro lado, los niveles altos 

de IL-4 inhiben la expresión de las iTregs debido a la supresión de FoxP3. Ya que el promotor 

de FoxP3 cuenta con una región silenciadora para IL-4 promoviendo que la cromatina se 

encuentre cerrada, pero en presencia de TGF-β suceda lo contrario. Por lo anterior, es que se 

ha propuesto que tanto STAT6 como GATA3 podrían cumplir con un papel en la inhibición 

independiente de FoxP3 en las etapas tempranas del compromiso hacia el linaje (Takaki et 

al., 2008; Toker, 2013; Colamatteo et al., 2020). 

 

 

2.2.5 Participación de STAT6 en el desarrollo de los linfocitos Tregs 

STAT6 pertenece a una familia de factores de transcripción que cuentan con una estructura 

y función similar, que son esenciales para la diferenciación de linfocitos T. Los miembros de 

esta familia son fosforilados por las quinasas asociadas a receptor en respuesta a las citocinas 

y factores de crecimiento, con la finalidad de formar homo o heterodímeros que son 

trasladados al núcleo celular para actuar como transcriptores (Figura 6). STAT6 es activado 

por la vía de señalización de IL-4 e IL-13, y cumple con una función clave en la 

diferenciación del linaje Th2, responsables de las respuestas de hipersensibilidad y contra los 

parásitos helmintos, como un activador transduccional e inductor. Se ha observado que 

STAT6 cumple con un papel importante en la prevención del rechazo de los aloinjertos, 

porque lo que se le ha relacionado con los linfocitos Treg (Chu et al., 2021; Karpathiou et 

al., 2021).   
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Figura 6. Activación y regulación de la vía de señalización JAK/STAT. CIS: Dominio SH2 inducido 

por citoquinas; GAS: Secuencia activadora γ; JAK: Janus quinasa; PIAS: Proteína inhibidora de 

STAT activada; PTP: Tirosina fosfatasa; SOCS: Supresor de la señalización de citocinas; STAT: 

Factor de transcripción de señales y activador de la transcripción.; ub: Ubiquitinación. Tomado y 

modificado de Morales et al, 2010. 

STAT6 se considera clave en la vía de señalización de IL-4, quién es el activador y río abajo 

de STAT6, pues cuenta con efectos estimulantes e inhibidores del desarrollo y mantenimiento 

de las células Treg, ya que puede llegar a inhibir la función de estas células al interferir con 

la estabilidad de FoxP3 (Maerten et al., 2005; Pillemer et al., 2009). Se conoce que la 

deficiencia de STAT6 anula la capacidad de IL-4 para inducir la expresión de muchos genes, 

lo que representa una pérdida de función (Kaplan et al., 1996; Bruns et al., 2003).  

Si bien se ha visto que dentro del cáncer la vía de señalización de STAT6 se encuentra 

altamente activada en distintos tipos de tumores, como linfomas, pulmón y próstata, y se ha 

demostrado que presenta un papel importante en la metástasis de cáncer colorrectal y de 

melanoma; esto se debe a los distintos procesos en los que se ve involucrado como lo es la 

proliferación de células cancerosas, la resistencia a la apoptosis y la metástasis. STAT6 es 

un factor de transcripción que, tras la persistencia de su activación mediada por las respuestas 
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inmunitarias, la inflamación y la proliferación en células malignas, genera una disminución 

de la inmunidad antitumoral y con ello un mal pronóstico en cánceres humanos, por lo que 

es considerado como un biomarcador específico para distinguir y diagnosticar fenotipos 

tumorales (Fu et al., 2019; Delgado-Ramírez et al., 2020). En modelos murinos STAT6-/- de 

cáncer de mama se presenta una resistencia 10 veces mayor a este tipo de cáncer que en lo 

observado en los ratones de tipo WT.  Un fenómeno similar sucede para un modelo de CAC 

inducido por AOM/DSS, ya que tanto en ratones STAT6-/- como en ratones WT con el 

inhibidor AS1517499 para STAT6 ocurre una supresión de la progresión tumoral debido a 

un aumento en la apoptosis y en la disminución de la proliferación de las células epiteliales 

(León-Cabrera et al., 2017; Fu et al., 2019).  

Lo anterior se ha atribuido a que la expresión de STAT6 reduce el número de células Treg, 

mientras que su deficiencia previene la tumorigénesis, pues reduce la infiltración de las 

células inflamatorias y regula a la baja a los mediadores inflamatorios. Sin embargo, tras el 

agotamiento de las células Treg en las etapas primarias del CAC se restablece la inflamación 

crónica extensa. El aumento de esta población induce una resistencia contra la inflamación y 

detiene la tumorigénesis en animales deficientes en STAT6 (Delgado-Ramírez et al, 2021). 

In vitro se ha observado que las iTregs deficientes en STAT6 conservan un fenotipo estable 

durante más tiempo, 15 días, en comparación con las iTregs WT, incluso en presencia de IL-

6. Además de una mayor capacidad supresora debido a la sobreexpresión de PD-1, CTLA-4 

y FoxP3, y una baja expresión de la IFN-γ. Cabe destacar que la región TSDR de estos 

linfocitos presenta un mayor estado de desmetilación. Lo anterior ha sugerido que STAT6 

podría relacionarse con la inducción, estabilidad y capacidad supresora de las iTregs (Arroyo-

Olarte et al., 2023). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

El cáncer colorrectal es la segunda neoplasia más mortal en el mundo, asociada a un gran 

número de factores tanto ambientales como genéticos, con un incremento notable en adultos 

jóvenes. Actualmente, muchos de los tratamientos utilizados comprometen la calidad de vida 

del paciente, pues el método más utilizado en la clínica es la resección de colon, además de 

los estragos ocasionados por las terapias actuales, por lo que es necesario encontrar nuevos 

tratamientos.  

En investigación básica se ha observado que la deficiencia de STAT6 en modelos murinos 

in vivo reduce la infiltración de células inflamatorias y regula a la baja a los mediadores 

inflamatorios gracias a un incremento de las células Treg durante las etapas primarias del 

CAC, deteniendo así la tumorigénesis. Además, en experimentos in vitro los linfocitos iTregs 

deficientes en STAT6 presentan una mayor estabilidad fenotípica, hasta por 15 días, y una 

capacidad supresora superior a las Tregs WT inducidas gracias a una sobreexpresión de PD-

1, CTLA-4 y FoxP3. 

Por lo tanto, es necesario analizar la capacidad supresora de los linfocitos iTregs deficientes 

en STAT6 en un modelo de CAC in vivo mediante ensayos de transferencia adoptiva con la 

finalidad del desarrollo de una posible inmunoterapia. 
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4. HIPÓTESIS 

La transferencia de las células Treg inducidas in vitro en deficiencia de STAT6, 

disminuirán la patología del CAC al ser administradas durante las primeras etapas de la 

progresión tumoral. 

 

5. OBJETIVOS 

GENERAL 

Estudiar el potencial terapéutico de las células Treg inducidas en ausencia de STAT6         

durante el CAC in vivo. 

PARTICULARES 

1. Obtener células CD4 de ratones STAT6+/+FoxP3EGFP y STAT6-/-FoxP3EGFP Knock-in 

y diferenciarlas in vitro hacia células Treg. 

2. Determinar y cuantificar la viabilidad celular, la expresión e intensidad de FoxP3 y 

CD25 en células Treg diferenciadas en deficiencia de STAT6. 

3. Administrar células Treg diferenciadas in vitro como tratamiento durante las primeras     

etapas del CAC en un modelo experimental in vivo. 

4. Monitorear el desarrollo de la patología y la mortalidad de los ratones que recibieron 

el tratamiento. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 MATERIAL BIOLOGICO 

Se utilizaron ratones macho, de tipo silvestre (WT) de fondo genético BALB/c de 8 a 10 

semanas de edad, los cuales se mantuvieron en un ambiente libre de patógenos en el Bioterio 

de la Fes-Iztacala, UNAM. 

Los ratones fueron distribuidos en tres grupos experimentales. El grupo AOM/DSS consistió 

en 4 ratones a los que se les administro únicamente AOM/DSS. El grupo AOM/DSS Tregs 

WT se constituyó de 3 ratones que recibieron AOM/DSS más la administración del 

tratamiento de linfocitos Tregs WT, provenientes de ratones de la cepa FoxP3EGFP y 

diferenciados in vitro. El último grupo AOM/DSS Tregs STAT6-/- consistió en 3 ratones que 

recibieron AOM/DSS más la administración de linfocitos Tregs STAT6-/-, provenientes de 

ratones de la cepa doble transgénico STAT6-/- FoxP3EGFP y diferenciados in vitro.                           

Este experimento fue realizado en dos ocasiones. 

Grupos experimentales 

Grupos experimentales n 

AOM/DSS 4 

AOM/DSS Tregs WT 3 

AOM/DSS Tregs STAT6-/- 3 

Tabla 1. Distribución de los ratones en los grupos experimentales. 

 

6.2 GENOTIPIFICACIÓN DE RATONES STAT6-/-FoxP3EGFP 

La genotipificación de los ratones STAT6-/-FoxP3EGFP se realizó utilizando ADN obtenido 

de cortar la punta de la cola de los animales (0.5 mm).  

Cada una de las colas se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 288 µL de 

buffer de proteinasa K y 6 µL de proteinasa K (20mg/mL). Las muestras se dejaron incubar 

toda la noche a 56ºC. Al día siguiente fueron centrifugadas a 13 000 rpm a temperatura 

ambiente por 10 min con la finalidad de eliminar los restos celulares. Los sobrenadantes 

fueron recuperados en tubos nuevos. 

Para precipitar el ADN se les agregaron 500 µL de isopropanol frío y se incubaron a -20 ºC 

por 2 h. Después fueron centrifugadas a 13 000 rpm a 4 ºC por 10 min y se recuperó la pastilla 
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por inversión. El lavado de la pastilla se realizó con etanol frío al 75%, fueron resuspendidas 

y centrifugadas a 13 000 rpm a 4 ºC por 10 min. Se realizó un lavado adicional con etanol 

frío al 75% y fueron centrifugadas por solo 5 min. Las pastillas se dejaron secar hasta eliminar 

los restos de etanol. Finalmente fueron resuspendidas en agua inyectable estéril tibia en un 

volumen de 50 a 100 µL, dependiendo del tamaño de esta.  

El ADN obtenido se cuantificó en un nanofotómetro NP80 (Implen) o en un EpochTM Multi-

Volume multi-sample Spectrophotomer System (Biotek). Se almacenó a -20 ºC hasta su uso. 

Para la genotipificación se realizó una PCR de punto final (Tabla 2, 3 y 4) de 35 ciclos 

utilizando el ADN previamente obtenido.  

Gen Primer Secuencia 5' > 3  ́ Tamaño del amplicón 

FoxP3 
Forwad GCG TAA GCA GGG CAA TAG AGG FoxP3 wild type: 275 pb 

FoxP3EGFP: 325 pb Reverse GCA TGA GGT CAA GGG TGA TG 

STAT6 

Mutante AAT CCA TCT TGT TCA ATG GCC GAT C 

STAT6 wild type: 275 pb 

STAT6-/-: 378 pb 
Común ACT CCG GAA AGC CTC ATC TT 

Wild Type AAG TGG GTC CCC TTC ACT CT 

Tabla 2. Secuencia de primers utilizados para la genotipificación de la cepa doble transgénico 

(Rivera-Rugeles, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Proporciones de los reactivos para una reacción de PCR de punto final para los genes FoxP3 

y STAT6. 

 

STAT6 

Reactivo 1x (µL) 

H2O 9.36 

Buffer con 

detergente 
1.5 

MgCl2 1.2 

dNTP´s 0.12 

Primer WT 0.6 

Primer C 0.6 

Primer M 0.6 

FirePol Polimerasa 0.12 

ADN 1.5 

Total 15 

FoxP3 

Reactivo 1x (µL) 

H2O 9.36 

Buffer con 

detergente 
1.5 

MgCl2 1.2 

dNTP´s 0.12 

Primer F 0.6 

Primer R 0.6 

FirePol Polimerasa 0.12 

ADN 1.5 

Total 15 
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 FoxP3 STAT6 Tiempo 

Incubación inicial 94 ºC 94 ºC 2:30 

Desnaturalización 95 ºC 95 ºC 0:30 

Alineación 60 ºC 58 ºC 0:30 

Extensión 72 ºC 72 ºC 0:30 

Extensión final 72 ºC 72 ºC 7:00 
Tabla 4. Condiciones de la PCR de punto final para los genes FoxP3 y STAT6. 

 

Finalmente, se hizo una electroforesis de gel agarosa al 1.6% y TBE al 1x, utilizando como 

revelador EcoStain. En cada pozo se le agregaron 10 µL de muestra, así como 2 µL de buffer 

de carga.  Las condiciones fueron 100v por 30 min. 

 

6.3 DIFERENCIACIÓN A LINFOCITOS T REGULADORES 

6.3.1 Obtención de esplenocitos 

Para la obtención de esplenocitos se extrajo el bazo de ratones macho donantes de las cepas 

STAT6-/-FoxP3EGFP y STAT6+/+FoxP3EGFP de 7 a 9 semanas de edad. El bazo se colocó en 

una caja Petri con organza y 5 mL de medio RPMI Medium 1640, este fue macerado con el 

émbolo de una jeringa. El medio con células fue recuperado y centrifugado a 1500 rpm a 4 

ºC por 10 min. Para lisis de eritrocitos se agregaron 5 mL de solución hemolizante y se incubó 

en agitación por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 5 mL de medio 

de cultivo incompleto para parar la reacción. Las células fueron centrifugadas y 

resuspendidas en 3 mL de medio de cultivo incompleto, volvieron a centrifugarse y se 

resuspendieron en 5 mL de medio de cultivo completo.  

Finalmente, las células fueron cuantificadas en la cámara de Neubauer y se determinó la 

viabilidad mediante la prueba de azul de tripano. 

6.3.2 Obtención de linfocitos CD4 totales 

Los linfocitos CD4 totales fueron obtenidos a partir de 50x106 esplenocitos de cada una de 

las cepas mencionadas anteriormente. Mediante separación magnética utilizando el kit de 
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separación celular CD4+ T cells isolation Kit Mouse de Miltenyi Biotec, la columna LS de 

Miltenyi Biotec y el separador Midi MACSTM, siguiendo las especificaciones del fabricante.  

6.3.3 Diferenciación de linfocitos CD4 hacia Tregs 

Se utilizaron placas de fondo plano de 96 pozos previamente tratadas con anti-CD3 (3 

µg/mL) para el cultivo. Se sembraron 200 000 células por pozo con medio de cultivo de 

diferenciación (Medio de cultivo RPMI completo + Anti-CD28 (1 µg/mL) + Rm-IL-2 (100 

u/mL) + Rh-TGF-β (5 ng/mL), en condiciones de 37 ºC y a un 5% de CO2. 

Para analizar su estado de diferenciación al quinto día del cultivo fueron recolectadas, 

centrifugadas a 1 500 rpm a 4 ºC por 10 min y resuspendidas en 1 mL de medio de expansión. 

Posteriormente, fueron cuantificadas en la cámara de Neubauer y se determinó la viabilidad 

con la prueba de azul tripano. Finalmente, se sembraron 2x105 células por pozo en placas 

nuevas y se les agrego medio de expansión hasta un volumen de 200 µL con la finalidad de 

expandirlas durante tres días más. 

 

6.4 CITOMETRÍA DE FLUJO 

Tras la recolección de los linfocitos se realizó un pool y se obtuvieron suspensiones celulares 

de 1x106 células de cada uno de los cultivos. Los linfocitos fueron centrifugados a 1 500 rpm 

a 4 ºC por 10 min, resuspendidos en anti-CD16/32 (Biolegend, 101301) e incubados durante 

15 min a 4 ºC en oscuridad. Después fueron incubados por segunda vez con los anticuerpos 

anti-CD4-APC (Biolegend, 100412) y anti-CD25-BV-711 (Biolegend, 109104), por 30 min 

a 4ºC en oscuridad. Posteriormente las células fueron lavadas e incubadas con 7AAD 

(MERCK) durante 10 min más. 

Las células fueron lavadas nuevamente y resuspendidas en 350 µL FACS. Las muestras 

fueron leídas en un citómetro de flujo AttuneTM NxT (BD) del Laboratorio Nacional en Salud 

de la FES Iztacala y analizadas en el software FlowJoV10. 
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Anticuerpo Información Descripción 

Anti-CD4-APC 

APC anti-mouse CD4. 

Clona: GK1.5. 

Isotipo: Rat IgG2b, κ.  

BioLegend, (100412). 

Ig expresada principalmente en 

timocitos, subconjuntos de 

células T, pero en menor 

proporción en macrófagos y 

células dendríticas. 

Anti-CD25-BV-711 

Brilliant Violet 605 anti-mouse 

CD25. 

Clona: PC61 

Isotipo: Rat IgG1, λ 

BioLegend (109104). 

Glicoproteína presente en células 

B y T activadas, subconjuntos de 

timocitos, células pre-B y 

linfocitos T reguladores. 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la citometría de flujo (BioLegend, 2012).   

 

6.5 AISLAMIENTO POR CELL SORTER 

Pasados los 8 días del cultivo las células fueron recuperadas de las placas y centrifugadas a 

1 500 rpm a 4 ºC por 10 min. Las células fueron incubadas con 7AAD (MERCK) durante 10 

min a 4 ºC en oscuridad con la finalidad de obtener la viabilidad. Posteriormente se agregó 1 

mL de medio RPMI completo. Se obtuvo el número de células con la cámara de Neubauer y 

la viabilidad mediante la prueba de azul de tripano.  

Las células fueron aisladas con un Cell Sorter FACS ARIA FUSION (BD) del Laboratorio 

Nacional en Salud y con el Cell Sorter InfluxTM (BD) del Hospital General de México 

“Eduardo Liceaga”, a partir de la expresión de EGFP. Las células 8obtenidas se mantuvieron 

en 1 mL de medio RPMI completo hasta su uso. 
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6.6 INDUCCIÓN DEL MODELO DE AOM/DSS 

La inducción del cáncer colorrectal asociado a colitis se realizó a través del modelo de 

AOM/DSS. Los ratones fueron inyectados con 12.5 mg/Kg de Azoximetano (AOM) por vía 

intraperitoneal. Pasados 5 días se les administró una solución de Dextrán Sulfato de Sodio 

(DSS) al 2% en agua potable durante 7 días. Posteriormente recibieron un periodo de 

descanso de 15 días en el que recibieron solo agua potable. El periodo de DSS y soló agua 

potable fue realizado en tres ocasiones. Los ratones fueron sacrificados en el día 71 del 

modelo.  

 

Figura 7. Cronograma del modelo de AOM/DSS. En él se señala el día de la inducción del AOM y el día del 

sacrificio de los grupos experimentales.   

 

6.7 TRANSFERENCIA CELULAR ADOPTIVA 

Los linfocitos Tregs asilados en medio RPMI fueron centrifugados a 1 500 rpm a 4 ºC por 

10 min y resuspendidas en 180 µL de solución salina fisiológica. La administración se realizó 

con jeringas de insulina ultrafinas de 13 mm en un volumen de 60 µL por vía intravenosa. 

La transferencia adoptiva se realizó con 2.6x105 a 3.5x105 Tregs, los días 13, 27 y 41 del 

modelo de AOM/DSS. 

 

Figura 8. Cronograma de los días de transferencia adoptiva en el modelo de AOM/DSS.  
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6.8 VALORACIÓN DE LA COLITIS Y PROGRESIÓN TUMORAL 

6.8.1 Índice de daño de la enfermedad 

A lo largo del modelo se evaluó el índice de daño de la enfermedad (DAI) a través de 

mediciones realizadas durante la semana. Se usó una versión modificada de los criterios 

descritos por Murthy et al, 1993 y Kim et al, 2013. Los parámetros utilizados contemplan la 

consistencia de heces, pérdida de peso, en el que se considera el primer peso del ratón como 

el 100%, y presencia o ausencia de sangre en heces o recto. Una vez obtenida la puntuación 

de cada uno de los parámetros, fueron sumados y divididos entre 4 para la obtención del DAI. 

Puntuación Pérdida de peso (%) 
Consistencia de las 

heces 
Sangrado rectal 

0 Sin pérdida Normal Sin sangrado 

1 1 - 5 Ligeramente blanda 
Sangre oculta en 

heces 

2 5 - 10 Muy blanda 
Sangre visible en 

heces 

3 10 - 15 Diarrea ligera 
Sangrado rectal 

ligero 

4 > 15 Diarrea aguda 
Sangrado rectal 

grave 

Tabla 6. Parámetros y puntajes para la obtención del índice de daño de la enfermedad (Kim et al., 

2013). 

 

6.9 SACRIFICIO 

El sacrificio se llevó a cabo en el día 71 del experimento. Los ratones fueron sacrificados 

mediante punción cardiaca y empapados en etanol al 70%, con la finalidad de evitar 

contaminación por pelo. De ellos se extrajo el colon completo, desde el ano hasta el ciego. 

El colon fue perfundido con solución salina fisiológica para eliminar la mayor parte de la 

materia fecal; se obtuvo un registro de la longitud con un vernier. Posteriormente se abrió 

longitudinalmente, se realizó un conteo del número y tamaño de los tumores, y se fotografió. 
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Se cortó 1 cm de la región distal del colon y se fijó en etanol absoluto para el análisis 

histológico, la siguiente sección se almacenó en TRIzol a -80 ºC para la obtención de ARN. 

 

6.10 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 

Las muestras se fijaron en alcohol absoluto durante 24 h, con la finalidad de evitar un 

deterioro de las biopsias y por tanto la pérdida de la estructura del tejido por procesos como 

la autolisis.  

Pasado el tiempo de la fijación, los tejidos fueron introducidos en cassettes de histología y se 

llevó a cabo el proceso de deshidratación del tejido, el cual fue realizado en tres alcoholes 

absolutos de 1 h cada uno. El aclaramiento o diafanización se realizó en tres xiloles de 1 h 

cada uno. Finalmente, para la inclusión se realizaron tres parafinas a 59 °C de 1 h cada una. 

Las muestras fueron llevadas a la central de inclusión donde fueron embebidas en bloques de 

parafina. 

A partir de los bloques de parafina se realizaron cortes de 5 µm de cada uno de los intestinos 

en un microtomo (Leica RM 2125RT), los cuales fueron extendidos en el baño de flotación 

a 35 °C y adheridos a portaobjetos con polylisina al 10%. Las laminillas fueron utilizadas 

para las tinciones de hematoxilina-eosina y azul alcian. 

6.10.1 Tinción de Hematoxilina-Eosina 

La tinción de hematoxilina-eosina se utilizó para observar la morfología de los tejidos, así 

como los cambios que pudieron presentar. La hematoxilina al ser oxidada y transformada en 

hemateina tiño las estructuras ácidas, la cromatina nuclear, en color azul y morado. Por su 

parte, la eosina tiño los componentes citoplasmáticos como las fibrinas y el colágeno del 

citoplasma, además de la materia extracelular con una gradación de coloraciones en rosa 

(Montalvo-Arenas, 2010).  

En un principio las laminillas fueron calentadas con un encendedor por unos segundos, para 

eliminar el exceso de parafina. Posteriormente se siguió el siguiente tren de tinción: Dos 

baños de xilol (5 min), OH-Xilol (3 min), OH 100% (2 min), OH 90% (2 min), OH 80% (2 

min), OH 70% (2 min), Hematoxilina de Harris (1:30 min), Agua destilada y agua corriente 
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(Eliminación de exceso del colorante), OH ácido (2 lavados), Agua amoniacal (1 lavado), 

Agua destilada (1 lavado), Eosina amarillenta (1:30 min), Agua destilada y agua corriente 

(Eliminación del colorante), OH 70% (2 min), OH 80% (2 min), OH 90% (2 min), OH 100% 

(2 min), OH Xilol (2 min), Xilol 2 (10 min) y Xilol 1 (5 min). 

El montaje de los tejidos se realizó con Entellan y cubreobjetos de 24x50mm. 

6.10.1.1 Índice de daño histopatológico 

Se realizó un análisis de daño histopatológico utilizando una versión modificada de los 

parámetros descritos por He et al., 2019 y el análisis fotográfico de Koelink et al., 2018. En 

ellos se contempla el daño en la estructura de las criptas, edema en la submucosa y el 

infiltrado de células inflamatorias. Una vez obtenida la puntuación de cada uno de los 

parámetros, fueron sumados y divididos entre 3 para la obtención del análisis. 

Puntuación 0 1 2 3 

Daño en la 

arquitectura de las 

criptas 

Ninguno Regeneración Destrucción Ulceración 

Edema en la 

submucosa 
Ninguno Ligero Moderado Severo 

Infiltración de 

célula 

inflamatorias 

Ausente/Raro Lámina propia Submucosa Capa muscular 

     

Tabla 7. Parámetros y puntajes considerados para el índice de daño histopatológico. Tomado y 

modificado de He et al., 2019. 
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6.10.2 Tinción de Azul alcian con Hematoxilina-Eosina 

La tinción de azul alcian fue utilizada a un pH de 2.5 con la finalidad de teñir las mucinas 

ácidas presentes en las células caliciformes. Debido a su función como productoras de 

glicoproteínas de mucina para la conservación de la capa interna del colon (Dao y Le, 2022; 

Meyers, 2023). 

Se eliminó el exceso de parafina calentando las laminillas unos segundos con un encendedor. 

Posteriormente se siguió el siguiente tren de tinción: Dos baños de xilol (5 min), 1 baño de 

OH-Xilol (3 min), OH 100% (2 min), OH 90% (2 min), OH 80% (2 min), OH 70% (2 min), 

Agua destilada (1 lavado), Azul alcian (1 min), Hematoxilina de Harris (40 s), Agua destilada 

y agua corriente (Eliminación de exceso del colorante), Agua amoniacal (2 lavados), Agua 

destilada (1 lavado), Eosina amarillenta (5 min), Agua destilada y agua corriente 

(Eliminación del exceso del colorante), OH 70% (2 min), OH 80% (2 min), OH 90% (2 min), 

OH 100% (2 min), OH Xilol (2 min), Xilol 2 (5 min) y Xilol 1 (10 min).  

El montaje de los tejidos se realizó con Entellan y cubreobjetos de 24x50mm. 

 

6.11. EXPRESIÓN DE CITOCINAS EN EL COLON 

Las muestras almacenadas en TRIzol fueron maceradas en un mortero con nitrógeno líquido. 

Posteriormente fueron recuperadas en tubos nuevos con 400 µL de TRIzol, se 

homogeneizaron y se dejaron en hielo hasta procesar todas las muestras. Después se les 

agregaron 200 µL de cloroformo y se homogeneizaron. Las muestras se incubaron en hielo 

por 10 min y fueron centrifugadas a 13 500 rpm 15 min a 4° C con la finalidad de recuperar 

la fase acuosa (ARN) en tubos eppendorf de 1.5 mL. 

Una vez obtenida se le añadieron 800 µL de isopropanol se mezclaron por inversión y se 

incubaron a -20 °C durante 2 h. Las muestras fueron centrifugadas a 13 500 rpm por 15 min 

a 4 °C y se decantó el sobrenadante.  Se realizó un lavado con 800 µL de Etanol absoluto a 

13 500 rpm 10 min a 4 °C y se decantó el sobrenadante. Se realizó un segundo lavado con 

800 µL de Etanol al 80%, el sobrenadante fue decantado con la finalidad de dejar secar las 

pastillas por 30 min y resuspenderlas en 200 µL LiCl al 2.5 M (-20 ºC), se incubaron 90 min 

en hielo y se centrifugaron a 13 500 rpm 30 min a 4 ºC, el sobrenadante fue removido con la 
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micropipeta y se realizó una segunda incubación con LiCl. Al finalizar la segunda incubación 

las pastillas se resuspendieron en 200 µL de Acetato de sodio al 0.3 M, se les agrego 200 µL 

de isopropanol y se mezclaron por inversión. Las muestras se dejaron precipitar toda la 

noche.  

Al día siguiente fueron centrifugadas a 13 500 rpm 30 min a 4 ºC, se decantó el sobrenadante 

y se resuspendieron en 500 µL de Etanol al 80%. Las muestras volvieron a ser centrifugadas 

a 13 500 rpm 10 min a 4 ºC, se decantó el sobrenadante y se dejaron secar por 30 min. 

Finalmente fueron resuspendidas en 10 µL de agua inyectable ésteril.   

El ADN se cuantificó en un EpochTM Multi-Volume multi-sample Spectrophotomer System 

(Biotek). Se verificó su integridad mediante una electroforesis en gel agarosa al 0.8% en 

condiciones de 100v por 30 min. La síntesis de cDNA se realizó usando el kit InvitrogenTM 

M-MLV Reverse Transcriptase, siguiendo las especificaciones del fabricante.  

Las PCR se realizaron en un termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad) con la 

finalidad de evaluar las citocinas antiinflamatorias y proinflamatorias presentes en el colon. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7. Proporciones para PCR de punto final para citocinas antiinflamatorias y proinflamatorias. 

 

 

 

Reactivo 1x (µL) 

H2O 9.78 

Buffer con detergente 1.5 

MgCl2 1.2 

dNTP´s 0.12 

Forward 0.6 

Reverse 0.6 

FirePol Polimerasa 0.2 

cDNA 1 

TOTAL 15 
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Gen Primer Secuencia 5´> 3´ 

Tamaño 

del 

amplicon 

Tmº Ciclos 

18s 
Forward CCGCCGCCATGTCTCTAGT 

150 pb 60 °C 30 
Reverse CTTTCCTCAACACCACATGAGC 

IL-1β 
Forward TGCCACCTTTTGACAGTGATG 

138 pb 60 ºC 35 
Reverse TGATGTGCTGCTGCGAGATT 

IL-6 
Forward GGAGTCACAGAAGGAGTGGC 

151 pb 59 ºC 35 
Reverse  GACCACAGTGAGGAATGTCCA 

IL-10 
Forward ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA 

237 pb 59.6ºC 35 
Reverse CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA 

IL-17 
Forward CCCTCAGACTACCTCAACCG 

132 pb 59 ºC 35 
Reverse CAGCTTTCCCTCCGCATTGA 

TNF-α 
Forward GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC 

307 pb 59 ºC 35 
Reverse ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCG 

TGF-β 
Forward GCCCTTCCTGCTCCTCAT 

195 pb 
61 ºC  

-2ºC 
36 

Reverse TTGGCATGGTAGCCCTTG 

Tabla 9. Primers utilizados en la PCR de punto final para distintos genes de interés.  

 Temperatura Tiempo 

Incubación inicial 94 ºC 1:00 

Desnaturalización 95 ºC 0:30 

Alineación Tmº 0:30 

Extensión 72 ºC 0:30 

Extensión final 72 ºC 7:00 
Tabla 10. Condiciones de la PCR en punto final. 

 

Finalmente, se realizaron electroforesis de gel agarosa al 1.5% y TBE al 1x, utilizando como 

revelador EcoStain o Bromuro de Etidio. En cada pozo se agregaron 10 µL de muestra, así 

como 2 µL de buffer de carga.  Las condiciones fueron 100v por 30 min.  

Los geles fueron revelados con ayuda de un fotodocumentador Gel DocTM EZ Gel 

Documentation System. Las imágenes obtenidas fueron analizadas en el software Image J. 
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6.12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo en el software GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, 

EE. UU.). Los análisis se realizaron con la prueba de ANOVA de una, dos vías y una prueba 

de comparaciones múltiples de Bonferroni para la obtención de la significancia estadística 

(α<0.05, 95%). Los datos se presentan como la media ± SEM.  
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7. RESULTADOS. 

7.1 Genotipo de ratones STAT6-/-FoxP3EGFP y STAT6+/+FoxP3EGFP 

Con la finalidad de corroborar que la cepa STAT6-/-FoxP3EGFP, previamente generada en el 

laboratorio, fuera deficiente en STAT6 y expresara FoxP3EGFP se realizaron constantemente 

PCR de genotipo durante el mantenimiento de la cepa y antes de cada experimento.  La 

obtención del genotipo para los ratones STAT6+/+FoxP3EGFP fue realizada antes de cada 

experimento. 

La deficiencia de STAT6 se observó mediante un amplicon de 380 pb (Figura 9. A) 

correspondiente al cassette de neomicina presente en su región codificante mientras que el 

de FoxP3 obtuvo un tamaño de 325 pb (Figura 9. B) gracias a la secuencia LoxP ubicada en 

dicho gen. Por otro lado, los ratones WT para ambos genes presentaron amplicones de 275 

pb. 
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Figura 9. Gel de electroforesis del gen STAT6-/- (A) y FoxP3 (B). El pozo 1 corresponde a un ratón WT para 

ambos genes, el 2 a un ratón STAT6+/+FoxP3EGFP y del 3 al 6 a ratones STAT6-/-FoxP3EGFP. 

 

7.2 Análisis de la expresión e intensidad             de FoxP3 y CD25 en células Treg diferenciadas en 

deficiencia de STAT6 

Para la obtención de los linfocitos Treg utilizados para la terapia adoptiva se aislaron 

linfocitos T CD4+, mismos que fueron cultivados durante 8 días con TGF-β, IL-2, CD3 y 

CD28, en otras palabras, los cultivos se mantuvieron con 5 días de diferenciación y 3 días 

más de expansión con la finalidad de estimular la diferenciación hacia el fenotipo T 

regulador.  

Se realizaron análisis de citometría de flujo utilizando la estrategia descrita en la Figura 10. 

A, en ella se observó que los cultivos de ratones STAT6-/-FoxP3EGFP (Tregs STAT6-/-) 

presentaban más del doble (Figura 10. B) de linfocitos CD4+FoxP3+ en comparación con 

los ratones STAT6+/+FoxP3EGFP (Tregs WT). Lo mismo se observa para el CD25+FoxP3+. 

Partiendo de lo anterior se evaluó el porcentaje de expresión de CD25 y de FoxP3. En FoxP3 

se obtuvo un mayor porcentaje de linfocitos positivos en las Tregs STAT6-/- en comparación 

con las Tregs WT (Figura 10. C). Sin embargo, para el CD25 se observa una mayor 

expresión en las Tregs STAT6-/- pero no presenta significancia estadística.  
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Figura 10. Citometría de flujo de Tregs diferenciadas en deficiencia de STAT6. A) Estrategia de 

análisis de citometría de flujo para linfocitos Tregs. B) Dot Plots de citometría de flujo del día 8 de 
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cultivo de Tregs obtenidas a partir de CD4 totales de ambas cepas de ratón. C) Expresión del CD25 

y FoxP3 de Tregs obtenidas a partir de tres cultivos independientes de 8 días de ambas cepas de ratón. 

D) Dots Plots representativos donde se muestra la población obtenida del Cell Sorter (EGFP+). 

Los linfocitos Tregs fueron aislados mediante Cell Sorter, en este presentó el fenómeno antes 

descrito, pues las Tregs provenientes de los ratones STAT6-/-FoxP3EGFP se expandieron más 

del doble en comparación de las Tregs WT (Figura 10. D). Sin embargo, se consideró el 

número de Tregs obtenidas del cultivo WT para determinar la cantidad de células a 

administrar por ratón fuera la misma en ambos grupos.   

 

7.3 Cambios en el peso corporal de los grupos experimentales con AOM/DSS y con 

administración de Tregs 

Durante los 71 días del experimento se registró dos veces por semana el peso corporal de los 

ratones y se consideró el peso inicial para la obtención de los datos en porcentaje. Los grupos 

que recibieron el tratamiento con Tregs WT y STAT6-/- presentaron un aumento de peso 

durante todo el experimento, en cambio los ratones que no lo recibieron presentaron pérdidas 

notables en los días 15, 34, 64 y 68, correspondientes al terminó de cada ciclo de DSS y 

posteriores a los días de transferencia celular (Figura 11). 
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Figura 11. Cambios en el peso corporal expresado en porcentaje. En ella se observa los días de 

administración del AOM, los ciclos de DSS y de transferencia celular (T.A).  
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7.4 Análisis del índice de daño de la enfermedad 

A lo largo del experimento se llevó un registro dos veces por semana de los parámetros del 

DAI o índice de daño de la enfermedad (Figura 12. B), el cual se compone de la pérdida de 

peso, consistencia de heces y la ausencia o presencia de sangrado, con una puntación descrita 

en la Tabla 6. Además, se realizó un registro fotográfico de cada uno de los individuos 

permitiendo observar la progresión de la enfermedad en los ratones que recibieron 

AOM/DSS y el tratamiento con las Tregs WT y STAT6-/- (Figura 12. A). 

Como se observa en la Figura 11 el grupo AOM/DSS Tregs STAT6-/- presentó un menor 

índice en comparación a los otros dos grupos, principalmente al final del experimento, el cual 

se compone de las etapas tardías del CAC y en el que se observa una mayor significancia 

estadística. Por otro lado, el grupo AOM/DSS fungió como un control para observar si el 

modelo de inducción funcionaba, al igual que la transferencia adoptiva, sin embargo, en este 

grupo se presentaron decesos días después del término del primer ciclo de DSS (Figura 12. 

C), mismo que no se observó en el resto de los grupos. Lo anterior permitió existieran 

desviaciones grandes como la observada en el día 34. 
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Figura 12. Índice de daño de la enfermedad. A) Fotografías de los días 20, 40 y 70 de los tres 

grupos experimentales, en ellas se observa la progresión de la enfermedad. B) Registro del DAI o 

índice de daño de la enfermedad dos veces por semana, en ella se contempla la pérdida de peso, la 

consistencia de las heces y la ausencia o presencia de sangrado. C) Mortalidad de los grupos 

experimentales a lo largo del modelo de CAC.  
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 7.5 Análisis de los cambios morfométricos del intestino 

Tras finalizar el experimento en el día 71 se llevó a cabo el sacrificio de los ratones. Durante 

este suceso se realizó un registró de la longitud del colon, el número y tamaño de los tumores. 

El grupo AOM/DSS Tregs STAT6-/- presentó un intestino de mayor longitud, seguido del 

AOM/DSS Tregs WT y finalmente el AOM/DSS, sin embargo, no se obtuvo significancia 

estadística entre estos grupos, pero sí con el CTR (Figura 13. B). 

Por otro lado, el número y tamaño de tumores fue heterogéneo en los grupos, ya que el grupo 

AOM/DSS presentó una mayor cantidad de tumores, mismos que se distribuyeron en un 

tamaño desde el 0 a los 6 mm. El grupo AOM/DSS Tregs WT, en su mayoría, presentaron 

un menor número de tumores, sin embargo, uno de ellos fue el que obtuvo la mayor cantidad 

en todos los grupos. Además, ellos se agruparon cerca de los 3 mm. Finalmente, en el grupo 

AOM/DSS Tregs STAT6-/- los tumores se agruparon cercanos a los 4 y 2.5 mm; en cuanto al 

número de tumores estos se distribuyeron en la gráfica (Figura 13. C y D).  

La mayoría de los tumores presentaron un tamaño mayor a los 2 mm para los tres grupos, 

pero el AOM/DSS Tregs WT presento la menor cantidad de tumores menores a 2 mm 

(Figura 13. E). 
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Figura 13. Cambios morfométricos del intestino. A) Fotografía comparativa del colon del control 

sano (CTR) y de los tres grupos experimentales en los que se observan la longitud del intestino y los 

tumores señalados en flechas rojas. B) Longitud del colon de los tres grupos experimentales más el 

control. C) Cuantificación del número total de tumores. D) Distribución del tamaño de los tumores. 

E) Agrupación de los tumores en mayores y menores a 2 mm. 
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7.6 La administración de Tregs STAT6-/- disminuye el daño en el epitelio colónico 

La tinción de hematoxilina-eosina nos permitió observar la morfología de los tejidos y 

realizar un análisis del daño histopatológico.  

El grupo AOM/DSS presentó una mayor transformación del epitelio del colon, ya que en él 

se observó un daño notable en la estructura de las criptas, el cual es considerado como 

ulceración; el edema en la submucosa se consideró moderado; y finalmente el infiltrado de 

células inmunitarias alcanzó la región la capa muscular.  

Por otra parte, los ratones que recibieron la transferencia adoptiva con las Tregs WT 

presentaron un infiltrado inflamatorio predominante en el área de la submucosa. En cuanto 

al daño de las criptas se determinó que se observaban entre un estado de destrucción y 

ulceración, siendo este último predominante, mientras que el edema de la submucosa se 

observó en un estado moderado. 

Finalmente, el grupo de transferencia adoptiva con Tregs STAT6-/- presentó criptas 

transformadas en un estado de destrucción; el edema de la submucosa se encontró entre ligero 

y moderado, mientras que el infiltrado se observó disminuido en el área de la submucosa, lo 

anterior nos indica que tras la administración de las Tregs STAT6-/- existe una tendencia 

hacia la reducción del daño, pero sin significancia estadística (Figura 14 y 15).  
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Figura 14.  Daño histopatológico al día 71 del modelo.  
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Figura 15. Tinción de Hematoxilina-Eosina a 10x y 20x en cortes de 5 µm al día 71 del modelo.  
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7.7 Las células caliciformes se preservan en los grupos con transferencia adoptiva 

Se conoce que durante el cáncer de colon ocurre una pérdida de las células caliciformes. 

Dentro de sus funciones más importantes se encuentra la segregación de mucinas que 

protegen el epitelio colónico y conservan la homeostasis intestinal. La tinción de azul alcian 

nos permitió observar las mucinas ácidas segregadas por estas células, al mismo tiempo que 

nos dejó analizar la pérdida de estas. 

De los tres grupos con AOM/DSS, aquellos que recibieron la transferencia adoptiva 

conservaron un mayor número de caliciformes, especialmente el grupo AOM/DSS Tregs 

STAT6-/- quienes preservaron cerca del 50% de las observadas en el CTR. Seguido del grupo 

AOM/DSS Tregs WT y finalmente el grupo con solo AOM/DSS. Sin embargo, solo se 

obtuvo significancia estadística al comparar con el CTR y no entre el resto de los grupos 

(Figura 15).  

En la figura 16 se puede observar con detalle la preservación de este grupo celular en 

aumentos de 10x y 20x. 
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Figura 16.  Número de células caliciformes conservadas al día 71 del modelo.   
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Figura 17. Tinción de Azul alcian con Hematoxilina-Eosina a 10x y 20x en cortes de 5 µm al día 71 del modelo.
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7.8 Análisis de la expresión de citocinas antinflamatorias y proinflamatorias en el colon 

Con la finalidad de obtener un análisis detallado sobre las citocinas presentes en el tejido 

colónico se realizó su estudio mediante la expresión de mRNA.  

Se analizaron IL-10 y TGF-β como citocinas antiinflamatorias, ya que se conoce que 

cumplen un papel inmunorregulador y son capaces de inhibir las respuestas proinflamatorias, 

además de ser secretadas por las Tregs. No obstante, al estudiar su expresión observamos que 

no solo no se observa ninguna tendencia si no que tampoco hay significancia estadística en 

los grupos (Figura 18. B y F), ya que observamos que para IL-10 el grupo CTR presenta una 

mayor proporción de esta citocina, seguido del AOM/DSS, del grupo con tratamiento de 

Tregs STAT6-/- y finalmente el Tregs WT. En el caso de TGF-β el grupo CTR y el AOM/DSS 

Tregs WT presentaron una proporción similar, seguidos del grupo AOM/DSS Tregs STAT6-

/- y finalmente el AOM/DSS. 

En el caso de las citocinas proinflamatorias se analizaron IL-1β, IL-6, IL-17 y TNF-α (Figura 

18. A, C, D y E). En ellas ocurre un fenómeno similar al observado con las citocinas 

antiinflamatorias, ya que observamos que la relación entre las distintas citocinas es 

heterogénea por lo que no se observan tendencias ni significancia estadística en los grupos. 

Cabe mencionar que para IL-6 e IL-17 el grupo con las Tregs STAT6-/- presentan una mayor 

proporción de estas citocinas, lo que nos indicaría un mayor estado inflamatorio; mientras 

que para IL-1β y TNF-α se refleja en mayor proporción en los grupos con Tregs WT y el 

AOM/DSS.   
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Figura 18. Análisis de la expresión de mRNA de citocinas antiinflamatorias (B y F) y 

proinflamatorias (A, C, D y E) presentes en el tejido del colon. 
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8. DISCUSIÓN 

Los linfocitos Tregs modulan muchas poblaciones inmunitarias, lo que les ha permitido ser 

consideradas como un posible blanco terapéutico para un abundante número enfermedades 

autoinmunes, así como para enfermedades intestinales inflamatorias (EII) y para la 

prevención y tratamiento de cánceres epiteliales (Erdman et al., 2005; Zhao et al., 2017). Sin 

embargo, su papel ha sido ampliamente controversial dentro del cáncer de colon, ya que, si 

bien son capaces de cumplir un papel en la regulación de la inflamación local, dependiendo 

del momento en el que ocurra un incremento en su frecuencia va a generar cambios 

favorables o perjudiciales para el pronóstico del paciente (Tanaka y Sakaguchi, 2016; Olguín 

et al., 2020; Delgado-Ramírez et al., 2021). Por lo tanto, la mayoría de las inmunoterapias 

actuales basadas en células Tregs, se dirigen hacia enfermedades autoinmunes. No obstante, 

en modelos murinos de enfermedades intestinales inflamatorias se ha visto una reducción de 

la progresión de la enfermedad y la restauración del epitelio del colon, lo que ha permitido 

comenzar con el desarrollo de ensayos clínicos para la enfermedad de Crohn 

(ClinicalTrials.gov; Stucchi et al., 2023).  

En trabajos previos del grupo de investigación se observó que en los ratones STAT6-/- bajo 

el modelo de AOM/DSS las Tregs incrementaban su número al principio del modelo y 

decaían al final, mientras que en los ratones de tipo WT sucedía lo contrario. Este fenómeno 

favorecía que disminuyeran los signos de la enfermedad, la carga tumoral y el daño 

histológico (Delgado-Ramírez et al., 2021). A partir a esto se buscó recrear un escenario 

similar al transferir células Tregs en los días 17, 27 y 41, con la finalidad de determinar si 

eran las Tregs STAT6-/- las causantes de este efecto y no la deficiencia de STAT6 sistémica. 

In vitro la deficiencia de STAT6 en las células iTregs les permite conservar su estabilidad 

fenotípica durante un mayor tiempo y ser más supresoras a través de la sobreexpresión de 

CTLA-4, PD-1 y FoxP3 (Arroyo-Olarte et al., 2023).  

En el presente trabajo se evaluó si las Tregs deficientes en STAT6 podrían actuar como 

inmunoterapia en un modelo de cáncer de colon asociado a colitis inducido por AOM/DSS 

en ratones de tipo silvestre, mostrando así que tras la transferencia con Tregs WT y Tregs 

STAT6-/- disminuyen los signos de la enfermedad, tras presentar una tendencia hacia la 

ganancia de peso, además de una ligera reducción en el daño histológico y una mayor 

https://clinicaltrials.gov/
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preservación de las células caliciformes Sin embargo, en cuanto a la carga tumoral no se 

contempló una disminución entre los grupos con  y sin tratamiento.  

Una gran parte de las investigaciones en las que se hace uso del modelo de AOM/DSS para 

el estudio del CAC emplean ratones hembra, esto a causa de que se conoce que el sexo del 

individuo tiene implicaciones en este modelo, pues se ha visto que los ratones macho 

presentan una mayor sensibilidad al desarrollo de la carcinogénesis atribuida a la deficiencia 

de los estrógenos. Algunos de ellos, como el estradiol, son capaces de reducir la colitis y 

generar un efecto protector para la inestabilidad de microsatélites (Slattery et al., 2001; León-

Cabrera et al., 2017; Lee et al., 2016; Son et al., 2019; Delgado-Ramírez et al 2021; Arroyo-

Olarte et al., 2023). De tal manera que se utilizaron ratones macho con la finalidad de 

observar un cambio entre los grupos, incluso si este fuera mínimo. 

Aunado a esto, uno de los principales retos de la terapia adoptiva con Tregs es determinar el 

número clínicamente eficaz de linfocitos para que ejerzan una función supresora eficiente 

(Schlöder et al., 2022). Se ha visto en ensayos de transferencia adoptiva que dos 

administraciones de 3.5x105 o una de 1x106 células representan un número adecuado para 

observar mejoras en los ratones sometidos a ensayos de CAC o de EII, ya que se reduce la 

colitis, la displasia epitelial y en el caso de ratones APCmin/+, una reducción en la 

multiplicidad de los adenomas, por lo que consideramos 3.5x105 una dosis adecuada de Tregs 

para nuestros ensayos (Erdman et al., 2003; Mottet et al., 2003; Erdman et al., 2005).  

La transferencia de Tregs generalmente es realizada en las primeras semanas de la inducción 

del CAC, principalmente en la semana 4, lo que en nuestros experimentos comprende el día 

28 del modelo, no obstante, determinamos suministrar dos transferencias de iTregs en los 

días 13 y 27 con la finalidad de contribuir a la reparación del epitelio del colon al controlar 

la inflamación inicial (Erdman et al., 2003; Mottet et al., 2003). Por otro lado, Erdman et al. 

reporta una segunda administración en la semana 12, lo que comprende nuestra tercera 

aplicación (Día 41), sin embargo, esta última dosis se encontró cercana al final del modelo, 

lo que pudo ser perjudicial y promover que en esta etapa incrementara el porcentaje de Tregs 

y restablecer la progresión tumoral (Erdman et al., 2003; Togashi et al., 2019). De manera 

que sería interesante evaluar la transferencia adoptiva solamente en las fechas 13 y 27 del 

modelo de CAC.  
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Por otro lado, la mayoría de las Tregs ubicadas en la lámina propia del colon son periféricas, 

también conocidas como Tregs residentes de tejido no linfoide, y tienen como finalidad 

mediar las interacciones de los antígenos de los alimentos y de la microbiota comensal 

(Jacobse et al, 2021). En general, se ha visto que, tanto en pacientes como en ratones, las 

Tregs que muestran un funcionamiento deficiente participan en la progresión de la 

inflamación intestinal, y particularmente en los pacientes con enfermedad de Crohn tienen 

funciones alteradas, de ahí que se haya decidido transferir iTregs de ratones sanos y no de 

aquellos que estuvieran cursando el modelo de CAC (Canavan et al., 2016; Clough et al., 

2020).  

Diversos autores han observado que durante la transferencia con iTregs CD4+CD25+ para 

el tratamiento de la colitis, particularmente las Tregs de origen esplénico tienden a 

acumularse en los nódulos linfáticos mesentéricos y en la lámina propia del colon, donde 

comienza un proceso de expansión clonal y en algunas situaciones llegan a colonizan estas 

áreas. Además, estos linfocitos se encuentran en contacto directo con las células dendríticas 

CD11c+ y las células T efectoras (Mottet et al., 2003; Uhlig et al., 2006). Si esté fenómeno 

se presentará en nuestros experimentos es probable que las colonias de las iTregs STAT6-/- 

se conserven por un mayor tiempo en el individuo, lo que les permitiría ser más eficientes 

para el control de la inflamación, al no transformarse fácilmente a efectoras en condiciones 

inflamatorias, lo que explicaría la ligera reducción del daño histológico y una mayor 

preservación de las células caliciformes, en comparación con el grupo con iTregs WT. Por 

lo que sería interesante estudiar las interacciones entre las iTregs y otras células inmunes 

presentes en el microambiente del epitelio del colon.  

Se ha visto que el potencial terapéutico de las Tregs durante las EII es mediado 

principalmente por IL-10 y TGF-β (Fahlén et al., 2005). Sin embargo, nosotros no vemos 

diferencias en estas citocinas en intestino al final del experimento, esto puede deberse a dos 

situaciones distintas. La primera de ellas puede atribuirse a la aplicación de la última dosis 

de iTregs, ya que como se mencionó anteriormente es probable que haya favorecido que 

incrementara la frecuencia de las Tregs en las etapas finales del modelo y que estás a su vez 

inhibieran las respuestas antitumorales al volverse más supresoras tras su infiltración al 

tumor, contrarrestando así el efecto previo de las dos primeras administraciones (Togashi et 
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al., 2019). En segundo lugar, es posible que se utilice un mecanismo adicional independiente 

de estas citocinas, ya que particularmente en las iTregs STAT6-/- se conoce que sobrexpresan 

CTLA-4 y al estar en contacto con el CD80/86 de las células dendríticas se controlaría la 

activación de los linfocitos T o conduciría a las T efectoras a un estado de anergia (Kennedy 

et al., 2022).   

Finalmente, otro de los retos importantes en la inmunoterapia con Tregs es el aislamiento de 

ellas, ya que de manera tradicional se utiliza la leucoféresis o su obtención a partir de 

muestras de sangre de cordón umbilical, lo que proporciona una fuente limitada de células 

que requiere de expansión, activación, y en algunos casos, de modificaciones genéticas antes 

de su uso como terapia (Schlöder et al., 20202). Las células iTregs utilizadas en este trabajo 

fueron obtenidas a partir de la diferenciación de linfocitos T CD4 totales lo que podría 

exponerlas a estímulos provenientes de células no diferenciadas. Sería interesante iniciar 

cultivos a partir de células CD4 naïve para los próximos ensayos. Además, sería 

recomendable evaluar otro esquema de administración que contemple únicamente las etapas 

iniciales del CAC donde la inflamación es más activa.  
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9. CONCLUSIÓN 

La administración de iTregs provenientes de ratones WT o STAT6-/- como terapia durante el 

desarrollo del CAC experimental disminuyen los signos de la enfermedad, reducen el daño 

histológico y preservan las células caliciformes. Sin embargo, no se observaron diferencias 

al usar el tratamiento con iTregs WT o STAT6-/-. En próximos ensayos se sugiere partir de 

células CD4 naïve para su diferenciación a Tregs y probar un esquema de tratamiento 

enfocado a las etapas más tempranas. 
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11. ANEXO 

11.1 SOLUCIONES 

Azul alcian 

Ácido acético al 3% (pH de 2.5) + 0.5 g de Azul alcian. 

Buffer de FACS 

PBS + SFB 0.5 % + NaN3. 15.4 mM. 

Buffer de Proteinasa K. 

Agua destilada + NaCl 100mM + EDTA 25mM + SDS 0.5%. 

Buffer de separación magnética 

PBS + EDTA (2 mM) + BSA 0.5%. Ajustar a pH de 7.2 y filtrar con membranas de 0.22 µm. 

Buffer TBE 1x 

Agua destilada + H3BO3 1M + Tris-Base 1M + EDTA 0.02 M. 

Eosina amarillenta 

Solución madre (1%): 0.5 g de Eosina Amarillenta (Hycel) + 10 mL de Agua destilada + 40 

mL Etanol al 95%. 

Solución de trabajo: 25 mL de la solución madre + 75 mL de Etanol al 80% + 0.5 mL de 

Ácido acético glacial.  

Medio RPMI Medium 1640 

Agua destilada + Medio RPMI Medium 1640 (Gibco, R4130-1L) + NaHCO3 0.2%. Ajustar 

a pH de 7.1 y filtrar con membrana de 0.2 mm (Corning).  

Medio incompleto 

Medio RPMI Medium 1640 + SFB al 10% + Antibióticos (Penicilina-Estreptomicina) al 1%. 

Filtrar con membrana de 0.22 µm. 
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Medios de cultivo RPMI completo 

Medio incompleto + Piruvato de sodio (1 mM) + Solución de aminoácidos no esenciales (1x) 

+ β-mercaptoetanol (50 mM). 

Medio de cultivo de diferenciación 

Medio de cultivo RPMI completo + Anti-CD28 (1 µg/mL) + Rm-IL-2 (100 u/mL) + Rh-

TGF-β (5 ng/mL). 

Medio de expansión 

Medio de cultivo completo + Rm-IL-2 (100 u/mL). 

PBS (Buffer de fosfato salino) 1x 

Agua destilada + NaCl 137 mM + Na2HPO4 10 mM + KCl 2.7 mM + KH2PO4 1.8 mM. 

Ajustar a pH de 7.4 y filtrar con membrana de 0.22 µm. 

Solución hemolizante 

Agua destilada + Tris HCl 13 mM + NH4Cl 155mM. 

 


