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RESUMEN  

 

 

La monocapa de células que componen el epitelio intestinal está sellada entre sí a  

través de las uniones intercelulares (UIs), por lo que forman una barrera física de 

permeabilidad selectiva que separa el contenido luminal del tejido subyacente. Las 

propiedades de barrera del epitelio intestinal se matienen porque se establece un equilibrio 

dinámico entre las células epiteliales intestinales (CEIs), la microbiota y las células del 

sistema inmunológico de la mucosa, a lo cual se denomina homeostasis intestinal. Las 

afectaciones de la homeostasis intestinal provocan el desarrollo de múltiples patologías, 

incluyendo a las enfermedades inflamatorias intestinales (EIIs). Durante la colitis ulcerosa 

(CU), una de las EIIs más estudiadas, la proliferación de las CEIs disminuye mientras que 

la apoptosis aumenta. El mecanismo responsable de estos cambios se desconoce.    

 

En este trabajo, demostramos que el IFN-γ, una citocina pro-inflamatoria que se 

encuentra elevada en la mucosa intestinal de pacientes con EII, contribuye a la inhibición 

de la  proliferación de las CEIs al inducir la activación de mTORC1, a través de la vía de 

señalización PI3K / Akt. La activación de mTORC1 en respuesta al IFN-γ se detectó en las 

CEIs presentes a lo largo del eje de la cripta y en los macrófagos ubicados en la mucosa del 

colon. La inhibición de mTORC1 aumenta la proliferación celular y el daño al ADN en las 

CEIs. En los macrófagos, la inhibición de mTORC1 reduce la expresión de marcadores 

pro-inflamatorios. De modo que, la inhibición de mTORC1 aumenta la severidad de la 

colitis al potenciar el daño a la mucosa, incrementar la ulceración y la infiltración celular 

además de que  disminuye la supervivencia de distintas estirpes celulares. Por último, en un 

modelo de cáncer colorrectal asociado a colitis (CCRAC), la inhibición de mTORC1 

estimula la formación de tumores. Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren que la 

activación de mTORC1 por el IFN-γ, previene el daño al epitelio intestinal y el desarrollo 

de cáncer durante la colitis.  
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ABSTRACT  

 

  

Intestinal epithelial cells (IECs) glued together through intercellular junctions (IJs) 

form a selectively permeable barrier that separates luminal content from the underlying 

tissue. The maintenance of the intestinal epithelial barrier properties requires the 

establishment of a dynamic balance between IECs, the microbiota and the mucosal immune 

cells. Disruption of such balance contributes to the development of many diseases including 

inflammatory bowel disease (IBD). During colitis, epithelial cell proliferation decreases 

and cell death augments. The mechanism responsible for these changes remains unknown.  

 

Here, we show that IFN-γ, a pro-inflammatory cytokine increased in the intestinal 

mucosa of patients with IBD, inhibits intestinal epithelial cells (IECs) proliferation by 

inducing the activation of mTORC1, through the PI3K / Akt signaling pathway.  mTORC1 

activation  IFN-γ-induced was detected in the IECs present along the crypt axis and in the 

colonic macrophages. The inhibition of mTORC1 enhances cell proliferation and DNA 

damage in IECs. In macrophages, mTORC1 inhibition reduces the expression of pro- 

inflammatory markers. Thus, mTORC1 inhibition increases severity of DSS-induced 

colitis, enhances mucosal damage, augments ulceration and boosts cellular infiltration, 

which consequently decreases survival rate. Also, in a model of colorectal cancer 

associated to colitis (CCRAC), the inhibition of mTORC1 stimulates the formation of 

tumors. Therefore, our findings suggest that the activation of mTORC1 by IFN-γ prevents 

intestinal epithelial damage and cancer development during colitis.  
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I. Introducción  

  

 

 

I.1 Estructura y funciones del intestino. 

 

El aparato digestivo (AD) tiene tres funciones principales: la digestión de los 

alimentos, la absorción de nutrientes y la eliminación de residuos sólidos de alimentos. Los 

órganos del AD incluyen aquellos que conforman el tracto gastrointestinal (TGI) (por 

ejemplo, esófago, estómago e intestino delgado y grueso) y órganos accesorios (por 

ejemplo, hígado, vesícula biliar y páncreas) (Kierszenbaum, 2008; Moog, 1981).  

 

El intestino está dividido anatómicamente en intestino delgado e intestino grueso. 

Forman una parte importante del TGI pues son el sitio principal de digestión y absorción de 

nutrientes ingeridos en la comida. El intestino delgado consta de tres secciones: duodeno, 

yeyuno e íleon, y el intestino grueso comprende el ciego con su apéndice verciforme, colon 

ascendente, colon transversal, colon descendente, recto y ano. Histológicamente la pared 

intestinal se encuentra dividida en cuatro capas: 1) Mucosa, la cual se compone a su vez de 

epitelio cilíndrico simple con borde en cepillo, lamina propia y muscular de la mucosa; 2) 

Submucosa; 3) Muscular y 4) Serosa o adventicia o peritoneo (Figura 1) (Helande y 

Fändriks, 2014; Kong et al., 2018; Moog, 1981). La mucosa  tiene como funciones 

principales absorber y transportar nutrientes, mantener los tejidos húmedos y proteger el 

cuerpo de patógenos y partículas extrañas. La submucosa es una matriz extracelular rica en 

colágeno, relativamente delgada, que sostiene a la mucosa y la une a la capa muscular. Esta 

última es responsable del movimiento intestinal como la peristalsis. La adventicia es una 

membrana de tejido liso que consta de dos capas de mesotelio, una membrana visceral y 

una capa parietal. La adventicia segrega un fluido seroso, por ello, también se le conoce 

como capa serosa (Collins y Badireddy, 2019; Johansson et al., 2013).  
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Por su función absortiva, la mucosa intestinal presenta plegamientos que permiten 

ampliar su superficie de contacto y la absorción. Existen cuatro grados de plegamiento: a) 

Pliegues, llamados pliegues circulares, que son evaginaciones de la mucosa y parte de la 

submucosa; b) Vellosidad, protuberancia en forma de dedo exclusiva de la capa mucosa; c) 

Glándula o cripta de Lieberkühn, invaginación de la mucosa, que puede llegar a extenderse 

hasta la capa muscular; y d) Microvellosidad, evaginación del dominio apical del enterocito 

(Kierszenbaum, 2008; Kong et al., 2018). 

 

 

 

Figura 1. Organización histológica del tracto intestinal. La pared intestinal se encuentra dividida 

histológicamente en cuatro capas: 1) Mucosa, compuesta a su vez de epitelio cilíndrico simple con borde en 

cepillo, lamina propia y muscular de la mucosa; 2) Submucosa; 3) Muscular y 4) Serosa (tomada de 

Sepúlveda, 2015). 
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I.2 El epitelio intestinal y su auto-renovación. 

 

El intestino está recubierto de un epitelio simple que funciona como una barrera 

semipermeable que impide el paso de patógenos pero que, en cambio, permite la absorción 

de nutrientes y agua (Heath, 1996; Gehart y Clevers, 2019).  El epitelio intestinal está 

constituido por una monocapa de células epiteliales intestinales (CEIs), selladas entre sí por 

medio de uniones intercelulares (UIs) que incluyen a las uniones estrechas (UEs), las 

uniones adherentes y los desmosomas (Laukoetter et al., 2008). Las UIs son estructuras 

dinámicas que controlan la permeabilidad de la barrera epitelial intestinal y regulan la 

homeostasis intestinal y los procesos biológicos como diferenciación, polaridad, 

morfología, proliferación y apoptosis (Nava et al., 2013).  

 

El epitelio intestinal está organizado en millones de unidades cripta-vellosidad. 

Cada unidad consiste en una vellosidad rodeada por múltiples criptas. Las vellosidades más 

largas (mayores a 1 mm de longitud) se encuentran en el duodeno. La longitud de las 

vellosidades disminuye a lo largo del intestino delgado. Las vellosidades mejoran 

notablemente la capacidad de absorción del intestino debido a sus proyecciones en la luz 

intestinal, su gran área de superficie y su excelente conexión con el sistema circulatorio 

(Gehart y Clevers, 2019). Debido a su naturaleza y funciones el epitelio intestinal está 

expuesto a altos niveles de estrés mecánico, daño químico y otros peligros ambientales. 

Estas amenazas son importantes, ya que un epitelio roto podría conducir rápidamente a una 

infección sistémica y a la abrasión del tejido subyacente. Para minimizar la exposición del 

epitelio a un ambiente nocivo, la vida útil de las células maduras en el epitelio intestinal es 

muy corta (3 a 5 días) (Darwich et al., 2014).  

 

El colon o intestino grueso, tiene una superficie epitelial plana interpuesta por 

criptas. Al ser una invaginación de la pared intestinal, la cripta se encuentra bien protegida 

de los peligros del proceso digestivo. En el fondo de la cripta, las células madre se dividen 

y dan origen a células progenitoras y a células de amplificación en tránsito que proliferan 

rápidamente y finalmente se convierten en CEIs maduras (Figura 2). Estas células son 

expulsadas de la cripta por la siguiente generación de células epiteliales y comienzan su 
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viaje hacia la punta de las vellosidades, donde eventualmente se someten a la apoptosis y se 

desprenden hacia la luz intestinal (Barker, 2014; Gehart y Clevers, 2019). Este sistema 

permite al intestino aislar células en proliferación activa y exponer solo las células 

postmitóticas por un corto tiempo a los peligros del tracto digestivo. De este modo, el 

intestino combina las ventajas de absorción de un epitelio simple de gran superficie con las 

ventajas protectoras de una barrera que se renueva constantemente (Gehart y Clevers, 

2019). 

 

 

Figura 2. Estructura y diferenciación celular en el colon y el intestino. (a) En la imagen de la izquierda se 

observan vellos y criptas del intestino, por microscopía electrónica de barrido. En el esquema de centro se 

muestra a las CEIs originadas en el fondo de la cripta, por proliferación de las células troncales (LGR5+) y a 

medida que migran a la punta del vello se diferencian. Con colores y formas distintas se representan los 
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distintos linajes celulares cuyo proceso de diferenciación se representa en el esquema de la derecha. (b) 

Imágenes correspondientes al colon con descripción similar a las del (a) (tomada de Barker, 2014). 

 

 

El epitelio intestinal comprende seis tipos diferentes de células maduras, que se 

separan en dos linajes: absorbente (enterocitos y células M) y secretor (células de Paneth, 

células de Goblet o caliciformes, enteroendócrinas y células Tuft). En el intestino grueso, 

las células de Paneth están ausentes y los enterocitos, por su ubicación, también se 

denominan colonocitos. Estos diferentes tipos de células cumplen funciones esenciales y 

especializadas que incluyen la absorción de nutrientes (enterocitos), secreción de moco 

(células Goblet), el control metabólico (células enteroendócrinas), la inmunidad innata 

(célulad de Paneth) y la regulación inmunológica (células Tuft, células M). Por lo tanto, el 

sistema depende en gran medida del suministro continuo de todos los tipos de células en 

proporciones adecuadas. Por lo que son las células madre intestinales las encargadas de 

dirigir, alimentar y proteger el sistema de recambio intestinal (Barker, 2014; Gehart y 

Clevers, 2019; Noah et al., 2013). 

 

 

 

I.3 Células madre intestinales. 

 

Las células madre en el intestino se encuentran en la base de la cripta y son 

positivas para el marcador LGR5, el cual es altamente específico para esta estirpe celular 

(Barker et al., 2007). Las células madre intestinales LGR5+ son capaces de generar los 

múltiples linajes celulares que conforman el epitelio y pueden además auto-renovarse a 

largo plazo. Además de las células madre intestinales LGR5+, se han descrito las células 

+4, otra población también considerada como célula madre intestinal. El término "+4" 

describe su ubicación, ya que se encuentra justo encima de la célula de Paneth, entre la 

zona de las células madre (LGR5+) y la zona progenitora en la cripta (Figura 2). La 

retención del marcaje hace que este tipo celular, identificado originalmente por Chris 

Potten, también cumpla con el criterio de células madre quiescentes (Potten et al., 1978; 
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Potten et al., 2007). Sin embargo, la naturaleza y función de esta población no han sido 

totalmente demostradas debido a las limitaciones de la tecnología actual, y pese a las 

múltiples evidencias de su participación en la regeneración epitelial después de una lesión 

(Breault et al., 2008; Montgomery et al., 2011; Powell et al., 2012; Sangiorgi y 

Capecchi, 2008; Takeda et al., 2011), la contribución de las células +4 a la homeostasis 

del tejido aún se discute. Por lo tanto, la célula +4 se considera una célula madre de reserva 

con una alta resistencia a la radiación, que rellena el conjunto de células madre (LGR5+) de 

ciclo continuo cuando es necesario (Tetteh et al., 2015).  

 

 

 

I.4 Regulación de la homeostasis intestinal: Regeneración, 

plasticidad y protección de las células madre.  

 

La repoblación del nicho de las células madre se ha atribuido a la movilización del 

grupo de las células +4 (Takeda et al., 2011; Tian et al. 2011; Yan et al., 2012). Por otro 

lado, varias publicaciones han demostrado que la misma función puede ser cumplida por 

una variedad de células que normalmente se considerarían ya comprometidas a una 

determinada estirpe (Buczacki et al., 2013; Tian et al. 2011). Adicionalmente, existen 

reportes en donde células secretoras totalmente diferenciadas como las células 

enteroendrocrinas o las células Tuft, también parecen ser capaces de revertirse a la 

troncalidad (Jadhav et al., 2017; Munoz et al., 2012; Yan et al., 2017). Aunque estos 

estudios se centraron en la desdiferenciación de las células secretoras, la plasticidad en el 

epitelio intestinal no se limita al linaje secretor. Al usar los ratones Alpi-CreERT2, Tetteh 

et al. descubrieron que los progenitores comprometidos de la estirpe absortiva también 

tienen la capacidad de regresar al estado de troncalidad cuando las células madre LGR5+ se 

eliminan (Tetteh et al., 2015).  

 

De manera que, es necesario investigar si las propiedades del microambiente del 

nicho intestinal proporcionan a las células diferenciadas la capacidad de reprogramarse, o si 

la plasticidad de las células epiteliales está limitada por un punto específico de no retorno. 
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Una primera pista para responder a esta pregunta proviene del campo de la epigenética 

(Clevers, 2013). Varios estudios que analizaron el panorama epigenético de las células 

madre intestinales, en comparación con las células epiteliales intestinales diferenciadas, 

llegaron a la conclusión de que se mantiene un estado permisivo de cromatina abierta 

durante todo el proceso de diferenciación (Gehart y Clevers, 2019). Este aspecto se 

descubrió al estudiarse de manera independiente los niveles de metilación del ADN (ácido 

desoxirribonucleico) (Kaaij et al., 2013; Yu et al., 2015) y la modificación de las histonas 

(Kim et al. 2014; Jadhav et al. 2016). Por lo tanto, es posible que el estado de 

diferenciación de una célula puede determinarse completamente por su entorno. Como 

resultado, no sería sorprendente que incluso células epiteliales completamente diferenciadas 

pudieran revertirse al estado de troncalidad. Por lo que, la capacidad de las células maduras 

para desdiferenciarse es un importante sistema de respaldo que garantiza la integridad de 

muchos (si no todos) los tejidos epiteliales. Por ello, el hecho de que las células madre se 

dividan todos los días se antepone con la expectativa de que esta población se esfuerza por 

mantener la inactividad para reducir el riesgo de daño al ADN y las enfermedades 

resultantes (Gehart y Clevers, 2019). De hecho, parece precario que una célula con un 

potencial de expansión ilimitado replique su ADN repetidamente a menos de un milímetro 

de un entorno hostil, como lo es el proceso de digestión intestinal. Esta podría ser la razón 

por la cual la cripta se convirtió en un entorno altamente protector que soporta la 

proliferación y minimiza el daño a las células madre (Clevers, 2013; Gehart y Clevers, 

2019).  

 

Las propiedades espaciales de las criptas aseguran que las células madre no entren 

en contacto directo con el proceso digestivo. La cripta está conectada a la luz intestinal solo 

por una pequeña abertura (aproximadamente 6 μm), que limita la difusión. Por lo que, la 

estructura de la cripta protege a la población de células madre de los productos microbianos 

(por ejemplo, toxinas o butirato) en el colon (Kaiko et al., 2016). También, las células en la 

cripta secretan un flujo constante de líquido que limpia la luz de la cripta y elimina los 

contaminantes (Henderson et al., 2011; Liu et al., 2012; Trezise et al., 1992). Además, la 

secreción de moco de las células caliciformes es mayor cerca de la abertura de la cripta 

(Johansson et al., 2011), lo que crea una barrera física para la luz intestinal. Igualmente, se 
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ha descrito un subtipo especializado de célula caliciforme, la célula de Goblet centinela 

(Birchenough et al., 2016). Estas células residen en la entrada de la cripta en el colon y 

cuando detectan la invasión bacteriana (a través de los receptores tipo Toll), secretan la 

proteína mucina 2 (MUC2) y estimulan a las células caliciformes circundantes a hacer lo 

mismo. Por lo tanto, la corriente continua de fluido logra aislar a la cripta y su 

microentorno, de los patógenos y el proceso digestivo.  

 

Dentro de la cripta, las células de Paneth, nutren y protegen a las células madre. En 

contraste con otros tipos de CEIs especializadas, las células de Paneth se mueven hacia 

abajo después de la diferenciación y se encuentran exclusivamente en la parte inferior de la 

cripta (Figura 2). Esta migración específica de las células de Paneth depende de la 

señalización de ephrinB2, ephrinB3 y PI3K (phosphoinositide 3-kinase), y se interrumpe 

cuando el gen EphB3 se elimina (Batlle et al., 2002) o la señalización de PI3K se inhibe 

(Genander et al., 2009). Las células de Paneth producen una amplia variedad de productos 

antimicrobianos como la lisozima, las α-defensinas y la fosfolipasa A2 (Gassler et al., 

2017). Estas proteínas sirven de protección para las células madre intestinales. También, se 

excretan de forma constitutiva en la luz intestinal, mezclándose con el moco derivado de las 

células de Goblet y así, forman parte integral de la inmunidad innata de la mucosa a lo 

largo de todo el epitelio (Allaire et al., 2018). En la parte inferior de la cripta, las células de 

Paneth se alternan con las células madre, de modo que, cada célula madre está en contacto 

con al menos una célula de Paneth (Figura 2). Esta organización es necesaria porque las 

células de Paneth proporcionan ligandos esenciales (WNT y factor de crecimiento 

epidérmico [EGF]) y estímulos Notch para el mantenimiento de las células madre (Sato et 

al., 2011). Aunque el colon carece de células de Paneth, existe un tipo de célula secretora 

encontrada en la parte inferior de la cripta que cumple la misma función, identificada por 

medio del marcaje de la proteína de secreción gastrointestinal REG4 (regenerating family 

member 4) (Sasaki et al., 2016).  

 

Además de estimular a las células madre con señales parácrinas, las células de 

Paneth también proporcionan nutrientes esenciales para las células madre intestinales. 

Recientemente, se demostró que las diferencias metabólicas entre las células madre y las 
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células de Paneth dependen en gran medida de la fosforilación oxidativa mitocondrial y la 

glucólisis con lactato como producto final, respectivamente (Rodriguez-Colman et al., 

2017). El lactato producido por las células de Paneth se usa posteriormente como sustrato 

para el metabolismo mitocondrial en las células madre. Esto es un hallazgo sorprendente, 

ya que el metabolismo oxidativo está estrechamente relacionado con la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), que pueden provocar daños en el ADN. Sin embargo, 

la acumulación de mutaciones en el epitelio intestinal es lenta (aproximadamente 40 

mutaciones nuevas por año) y similar a la de otros órganos mucho menos proliferativos 

como el hígado (Blokzijl et al., 2016). Además, en ensayos in vitro, se ha demostrado que 

el lactato elimina los radicales libres, por lo que se considera un fuerte antioxidante 

(Groussard et al., 2000). Por lo tanto, es posible que el lactato derivado de las células de 

Paneth no solo estimule la proliferación continua de las células madre, sino que también las 

proteja del estrés oxidativo.  

 

En conjunto, el epitelio intestinal contribuye a un estado saludable del hospedero a 

través de la "segregación", es decir la separación de la microbiota y de las células del 

sistema inmunológico del intestino, y la "mediación", en otras palabras, la transmisión de 

señales entre la microbiota, el epitelio y las células del sistema inmunológico intestinales 

(McGuckin et al., 2011; Muniz et al., 2012; Okumura y Takeda, 2017; Tennant et al., 

2008). Si las barreras intestinales funcionan mal o se rompen, permiten la entrada de 

proteínas de la dieta o microorganismos comensales o patógenos. En consecuencia, la 

homeostasis intestinal se altera, dando lugar a las enfermedades inflamatorias intestinales 

(EIIs) (Bain y Mowat, 2014; Pasparakis, 2009).  

 

 

 

I.5 Enfermedades inflamatorias intestinales. 

 

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EIIs) son un grupo amplio de 

enfermedades caracterizadas por una inflamación severa recurrente que genera lesiones 

epiteliales (Neurath, 2014). Las principales formas clínicas de las EIIs son la enfermedad 



 
 

10 

de Crohn (EC), que puede afectar cualquier parte del tracto intestinal, y la colitis ulcerosa 

(CU), que se restringe al colon (Tabla 1) (Baumgart y Sandborn, 2012; Danese y 

Fiocchi, 2011). 

 

 

 

Tabla 1. Datos fundamentales sobre las EIIs (tomada de Neurath, 2014). 

 

 Enfermedad de Crohn Colitis Ulcerosa 

Incidencia 3.1 a 20.2 casos en 100,000 

individuos por año 

2.2 a( 19.2 casos en 100,000 individuos 

por año 

Factores de 

riesgo 

Genético y ambiental (por ejemplo, 

fumar como factor de riesgo para 

formas agresivas de la enfermedad) 

Genético y ambiental (fumar y la 

apendicectomía son factores protectores) 

Inicio de la 

enfermedad 

Usualmente entre 15 y 40 años 

 

 

Localización 

La inflamación frecuentemente 

afecta el íleon distal y el colon 

La inflamación afecta solo al colon 

(colitis distal o proctitis (55%), colitis 

del lado izquierdo (25%) y pancolitis 

(20%)) 

Patología Inflamación intestinal discontinua e 

irregular con lesiones distribuidas 

aleatoriamente 

Inflamación continua desde el recto 

hasta las partes proximales del colon 

Histología Inflamación transmural (todas las 

capas de la pared intestinal) 

Inflamación superficial (mucosa y 

submucosa). 

 

Síntomas 

Diarrea, calambres abdominales, 

fiebre, anemia, pérdida de peso y 

fatiga 

Diarrea (con sangre), calambres 

abdominales, anemia, pérdida de peso y 

fatiga 

Manifestaciones 

inflamatorias 

extra-

intestinales 

 

Varios órganos y sistemas están afectados, por ejemplo, articulaciones, piel, 

hígado, ojos, boca y sangre (coagulación) 

Complicaciones Estenosis, formación de abscesos, 

fístulas y cáncer de colon 

Sangrado severo, megacolon tóxico, 

ruptura del intestino y cáncer de colon 
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La etiología precisa de las EIIs hasta ahora se desconoce e implica a factores 

genéticos y ambientales que combinados incrementan el riesgo de generar alteraciones en la 

barrera epitelial (Baumgart y Sandborn, 2012; Danese y Fiocchi, 2011). Esto permite la 

traslocación de antígenos luminales (por ejemplo, antígenos bacterianos de la microbiota 

común) hacia el interior de la pared intestinal. En un hospedero genéticamente susceptible, 

la respuesta inmunológica aberrante y excesiva hacia estos antígenos, provoca el desarrollo 

de una inflamación subclínica o aguda de la mucosa. En los pacientes que no logran 

resolver la inflamación intestinal aguda, se desarrolla una inflamación intestinal crónica 

(Neurath, 2014) (Figura 3). La respuesta inflamatoria crónica frecuentemente produce 

lesiones epiteliales, como erosiones y ulceraciones, así como una disminución en la 

producción de las defensinas. Esto deriva en una mayor exposición de la microbiota al 

sistema inmunológico intestinal y a la amplificación de la respuesta inflamatoria, creando 

un círculo vicioso (Simms et al., 2008; Wehkamp et al., 2005). 

 

En una EII activa la infiltración de células del sistema inmunológico innato 

(neutrófilos, macrófagos, células dendríticas [CDs] y células T NK) y de células del sistema 

inmunológico adaptativo (linfocitos B y linfocitos T) estimula la liberación de mediadores 

inflamatorios como son: el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la interleucina-1β (IL-1β), 

el interferón-γ (IFN-γ) y las citocinas de la vía interleucina-23-Th17, que promueven la 

inflamación crónica del TGI (Figura 4) (Abraham y Cho, 2009). Además, el proceso 

inflamatorio genera la aparición de síntomas asociados, como la diarrea, y también puede 

promover la aparición de enfermedades extra-intestinales (por ejemplo, artralgia, artritis, 

caquexia), provocando efectos sistémicos en las EIIs (Ruffolo et al., 2010; Strober et al., 

2002). Por lo que, las citocinas tienen un papel crucial en la patogenia de las formas 

progresivas y destructivas de las EIIs que se asocian con complicaciones como la estenosis 

intestinal, el sangrado rectal, la formación de abscesos y de fístulas y el desarrollo de 

cáncer asociado a colitis (CAC) (Baumgart y Sandborn, 2012; Becker et al., 2004; 

Peyrin-Biroulet et al., 2011). 
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Figura 3. Modelo de la patogénesis de las EIIs. Los factores genéticos y ambientales provocan una 

alteración de la función de barrera del epitelio intestinal. En algunos pacientes el inicio de la enfermedad se 

puede manifestar con infecciones. El daño de la barrera epitelial permite la translocación de bacterias 

comensales y productos microbianos desde la luz intestinal hacia el interior de la mucosa, lo que conduce a la 

activación de las células del sistema inmunológico y la producción de citocinas. Si la inflamación aguda de la 

mucosa no puede resolverse mediante mecanismos anti-inflamatorios y la supresión de la respuesta 

inmunológica pro-inflamatoria, se desarrolla una inflamación intestinal crónica. A su vez, la inflamación 

crónica puede generar complicaciones de la enfermedad y también la destrucción del tejido, ambas 

situaciones impulsadas por las citocinas en la mucosa. NSAIDs, anti-inflamatorios no esteroideos; Célula Treg, 

célula T reguladora (tomada de Neurath, 2014). 

 

 



 
 

13 

 

Figura 4. El Sistema Inmunológico Intestinal. Las células caliciformes secretan una capa de moco que 

limita la exposición de las CEIs a las bacterias. La secreción de PAMs por células Paneth y la producción de 

IgA proporcionan protección adicional contra la microbiota luminal. La captura de antígenos por las células 

epiteliales, las CDs y los macrófagos está mediada por receptores de reconocimiento de patrones tales como 

receptores tipo Toll y proteínas de dominio de oligonucleótido (NOD). Las CDs presentan los antígenos a las 

células T CD4+ naïve en los órganos linfoides secundarios (placas de Peyer y ganglios linfáticos 

mesentéricos), donde factores como el fenotipo de las células presentadoras de antígeno y las citocinas del 

medio (TGF-β e IL-10) modulan la diferenciación de subgrupos de células T CD4+ (células Treg, y células Th 

[Th1, Th2 y Th17]) y moléculas enterotrópicas (como α4β7) para inducir el retorno de los linfocitos a la 

circulación sistémica. Estas células T CD4+ activas viajan a la lámina propia intestinal, donde llevan a cabo 

sus funciones efectoras (tomada de Abraham y Cho, 2009). 
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 Diversas citocinas pro-inflamatorias, como el IFN-γ y el TNF-α, alteran la función 

de la UE e inducen la apoptosis de las CEIs (Madara y Stafford, 1989; Nava et al., 2010; 

Su et al., 2013). Esto conduce a la pérdida de la función de barrera y agrava las erosiones y 

las úlceras epiteliales que aparecen en las EIIs. Por el contrario, otras citocinas, como la IL-

22, favorecen la curación de la mucosa al inducir la supervivencia de las CEIs y la 

reparación de la barrera epitelial (Pickert et al., 2009). El equilibrio entre estos tipos de 

citocinas es crítico para reparar las ulceraciones presentes en la mucosa de los pacientes con 

colitis y para prevenir la proliferación descontrolada de las CEIs que puede conducir a 

CAC. El papel de las citocinas en el desarrollo de las EIIs es complejo (Figura 5) y se hizo 

más evidente cuando se descubrió que los ratones deficientes en, IL-2 o  IL-10, desarrollan 

colitis espontánea (Strober et al., 2002). Además, la neutralización de citocinas pro-

inflamatorias o la administración de citocinas anti-inflamatorias recombinantes coadyuvan 

en la prevención o  el tratamiento de las EIIs (Neurath et al., 1995; Powrie et al., 1994; 

Strober et al., 2002).  Por otro lado, a través de estudios genéticos, se identificaron 

diversos “locus” de susceptibilidad a las EIIs que contienen genes que codifican para 

proteínas involucradas en la señalización de receptores de citocinas y quimiocinas, y en las 

respuestas de los linfocitos Th. Tal es el caso de las proteínas traductoras de señales y 

activadoras de la transcripción STAT1, STAT3 y STAT4, el receptor de quimiocinas CC 6 

(CCR6), el ligando de quimiocinas CC 2 (CCL2), CCL13, el receptor de IL-12 (IL-12R), 

IL-23R, y la cinasa Janus 2 (JAK2). Otras investigaciones han identificado un “locus” de 

riesgo de EII que contiene genes que codifican para citocinas como la IL-2; la IL-21, el 

IFN-γ, la IL-10 y la IL-27, hecho que confirma una vez más la importancia de las citocinas 

en el control de la inflamación de la mucosa en las EIIs (Jostins et al., 2012). 
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Figura 5. Importancia de las citocinas y las CEIs en las EIIs y el CAC. Las CEIs están expuestas a 

numerosas citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias durante la inflamación intestinal crónica en las 

EIIs. Estas citocinas son producidas por células en el microambiente local y por las CEIs en sí mismas. Las 

respuestas de citocinas locales tienen efectos importantes en la curación de la mucosa y el desarrollo de 

cáncer en los pacientes con EIIs. Se muestran las fuentes celulares de las citocinas clave y sus cascadas de 

señalización que regulan la supervivencia, la muerte celular y la proliferación de las CEIs. En el contexto de 

la curación de la mucosa en las úlceras (izquierda), los recuadros en verde indican los efectos benéficos de las 

citocinas, mientras que los recuadros en rojo resaltan los efectos patogénicos de las citocinas. En el CAC 

(derecha), los recuadros azules indican los efectos pro-tumorales de las citocinas. DC, célula dendrítica; IFN, 

interferón; IL, interleucina; ILC, célula linfoide innata; TNF, factor de necrosis tumoral (tomada de Neurath, 

2014). 

  

 

 

I.6 Cáncer colorrectal asociado a colitis. 

 

 Los tumores malignos se han posicionado en los primeros sitos como causa de 

mortalidad a nivel mundial desde hace varias décadas, representando uno de los mayores 



 
 

16 

retos para las economías y la salud pública (Organización Mundial de la Salud, 2017; 

González-Gonzalez y Ángeles-Constantino, 2009). México no ha sido la excepción, 

desde la década de 1960 el cáncer se ubicó entre las diez principales causas de muerte 

(Kuri-Morales, 2011), siendo en 1960 y 1970 el sexto motivo de mortalidad, y para 1990 

ocupó la segunda posición hasta 2004 (Figura 7) ( Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía, 2015).   

 

 

 
Figura 6. Principales causas de mortalidad 1950-2014. Fuente: Instituto Nacional de Geografía y 

Estadística (INEGI), 2015. 

   

 

 Actualmente en México, seis mil quinientas personas mueren anualmente debido al 

CCR (Cáncer colorrectal), siendo esta enfermedad la cuarta causa de muerte entre la 

población adulta. Esta patología aumenta exponencialmente en México y el mundo debido 

a la adopción de malos hábitos dietéticos y costumbres perjudiciales. Cada año se 

diagnostican cerca de 15 mil casos nuevos, y se estima que esto incremente cerca del 10% 

en los próximos años. En la última década el CCR ha avanzado hasta colocarse como el 

tercero más frecuente en este país (Instituto Nacional de Salud Pública, 2015; Reynoso-

Noverón y Torres-Domínguez, 2018).  

 

 El CCR puede afectar a cualquier tipo de persona; sin embargo, existen factores de 

riesgo que se deben tomar en cuenta como sobrepeso u obesidad, inactividad física, dieta 
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rica en carne roja y procesada, tabaquismo, alcoholismo, enfermedades específicas como la 

CU y la EC, antecedentes familiares como pólipos o cáncer, factores étnicos, diabetes Tipo 

2 y la edad, ya que es mucho más común después de los 50 años (Instituto Mexicano del 

Seguro Social, 2015; Instituto Nacional de Salud Pública, 2015). El diagnóstico y 

tratamiento oportuno del CCR permite la curación en nueve de cada diez casos, con una 

tasa de sobrevida del 92 al 95% en los pacientes. Entre los síntomas más frecuentes se 

encuentran: anormalidades en las evacuaciones (presencia de sangre o moco), cólicos o 

dolor abdominal, debilidad y cansancio, sensación de necesidad de evacuar que persiste 

después de hacerlo y pérdida de peso inexplicable. Dado que esta enfermedad en un inicio 

es silenciosa y los síntomas aparecen generalmente en etapas avanzadas, se recomienda 

realizar pruebas de diagnóstico oportuno a partir de los 45 años en pacientes sin síntomas ni 

antecedentes familiares o personales de CCR (Instituto Mexicano del Seguro Social, 

2013; Instituto Nacional de Salud Pública, 2015; Instituto de Seguridad y Servicios 

Sociales de los Trabajadores del Estado, 2014).  

 

 Los pacientes con inflamación crónica en el intestino debida a CU o EC tienen un 

mayor riesgo de desarrollar CCR (Bernstein et al., 2001; Canavan et al., 2006; Eaden et 

al., 2001; Ekbom et al., 1990; Freeman et al., 2008; Gyde et al., 1980; Weedon et al., 

1973). Se ha encontrado que la severidad y la duración de la inflamación crónica del 

intestino, así como el número de brotes y la proporción del intestino afectado, son algunos 

de lo factores de riesgo que sugieren que una inflamación descontrolada puede conducir a 

la tumorogénesis en pacientes con EII (Farmer y Brown, 1966; Gupta et al., 2007; Kvist 

et al., 1989; Macdougall 1964; Rutter et al., 2004). Aunque, otros factores adicionales 

también pueden contribuir. Por ejemplo, la colangitis esclerosante primaria (CEP), una 

enfermedad inflamatoria crónica de los conductos biliares, es un factor de riesgo para el 

desarrollo de CCR en pacientes con EII (Brentnall et al., 1996). La complicación de la CU 

con la CEP aumenta cinco veces el riesgo de desarrollar displasia colónica, el precursor de 

CCR (Brentnall et al., 1996). El desarrollo de cáncer en pacientes con EII también está 

influenciado por factores genéticos; de hecho, se ha demostrado que el riesgo de desarrollar 

CAC se duplica en pacientes con antecedentes familiares de CCR (Askling et al., 2001; 

Nuako et al., 1998).  
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 Un mecanismo por el cual la inflamación puede contribuir al desarrollo de CCR es 

la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, que causan un daño oxidativo 

al ADN, proteínas y lípidos (Kawanishi et al., 2006). Esto ha sido observado en diversos 

estudios, por ejemplo, en el modelo murino de colitis inducida con DSS, la deficiencia del 

gen que codifica para la alquiladenina glicosilasa, una enzima que repara el ADN dañado 

por un proceso oxidativo, incrementó la probabilidad de desarrollo de cáncer colorrectal 

(CCR) (Meira et al., 2008). Además, se ha demostrado que al eliminar el gen que codifica 

para la oxoguanina-8 glicosilasa (OGG1), una enzima de reparación del ADN con daño 

oxidativo, también se asocia con un mayor riesgo de desarrollar CCR en un modelo de 

colitis experimental (Liao et al., 2008). Estos hallazgos sugieren que la inflamación crónica 

del colon provoca el daño oxidativo al ADN, que, al involucrar genes clave en la regulación 

del crecimiento, puede resultar en neoplasia y desarrollo de cáncer (Figura 6).  

 

 Existen una serie de mecanismos celulares que previenen el daño al ADN, por 

ejemplo, la reparación del ADN por parte de las enzimas y los puntos de control, 

“checkpoints”, en el ciclo celular. Por lo tanto, se podría suponer que el desarrollo de 

cáncer es algo inusual en la vida de un individuo, desafortunadamente, ese no es el caso de 

los pacientes con EII. La inestabilidad genética es una característica que permite a las 

células pre-neoplásicas evadir a la maquinaria anti-carcinogénesis y adquirir las seis 

características distintivas de las células neoplásicas: proliferación celular auto-suficiente, 

resistencia a las señales que inhiben el crecimiento, evasión de la apoptosis, resistencia a la 

senescencia, angiogénesis sostenida e, invasión tisular y metástasis (Hanahan y Weinberg, 

2000).  

 

 Se ha observado inestablididad genética en CCR. Los principales tipos de 

inestabilidad genética detectados en CCR (esporádico y asociado a colitis) son: la 

inestabilidad del ADN microsatélite, un defecto en los genes que codifican para las enzimas 

que reparan errores en el ADN durante la replicación celular, y la inestabilidad 

cromosómica, que se caracteriza por un número anormal de cromosomas, contenido 

anormal de ADN o alteraciones cromosómicas, como deleciones, traslocaciones y 

amplificaciones (también conocidas como aneuploidía). Los estudios que han caracterizado 
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las anormalidades en el cáncer colorrectal asociado a colitis (CCRAC) encontraron que 

aproximadamente el 85% de los tumores exhiben inestabilidad cromosómica y solo 

aproximadamente el 15% muestran inestabilidad en microsatélites, siendo muy pocos 

aquellos que presentan ambos tipos de inestabilidad genética (Rabinovitch et al., 1999; 

van Dieren et al., 2006; Willenbucher et al., 1996).  

 

 

 

 

Figura 7. Modelo de la función de la inflamación en el desarrollo de CCRAC. (a) Factores de riesgo que 

contribuyen a una pobre resolución de la inflamación crónica intestinal: factores genéticos (poco 

caracterizados), duración y severidad de la EII, y proporción del intestino afectado por dicha condición. La 

inflamación provoca daño oxidativo al ADN, que da como resultado mutaciones, el número de estas se 

encuentra influenciado por la severidad de la inflamación. (b) Esquema que representa cómo la acumulación 

de las alteraciones genéticas promueve la displasia y el cáncer (tomada de Feagins et al., 2008). 
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I.7 Importancia de las citocinas en el cáncer colorrectal asociado 

a colitis. 

  

 Los pacientes con EII tienen un mayor riesgo de desarrollar CCRAC. Los estudios 

en pacientes con CCRAC y en modelos murinos de CAC han demostrado que los 

neutrófilos, los fibroblastos, las CDs, los macrófagos y los linfocitos T activados están 

presentes en el tejido tumoral y parecen controlar el crecimiento del tumor a través de la 

producción de mediadores solubles, incluidas las citocinas (Figura 4) (Becker et al., 2004; 

Bollrath et al., 2009; Garrett et al., 2009; Grivennikov et al., 2009; Neufert et al., 2013). 

Las citocinas activan la proliferación, la expansión y la supervivencia de las células 

tumorales mediante la activación de moléculas de señalización intracelular, como STAT3 y 

NF-κB (Bollrath et al., 2009; Garrett et al., 2009; Greten et al., 2004; Grivennikov et 

al., 2009).  

 

 La importancia funcional de las citocinas ha sido evidenciada en la carcinogénesis 

experimental. En modelos de colitis inducida experimentalmente y en pacientes con 

CCRAC se encontró que los neutrófilos producen la citocina pro-inflamatoria IL-1β (Wang 

et al., 2014). También, se demostró que el bloqueo de la actividad de la IL-1β reduce la 

carcinogénesis en ratones al alterar la secreción de IL-6 dependiente de macrófagos (Wang 

et al., 2014). Además, se detectó un nivel aumentado de TNF en modelos experimentales 

de CAC, y se encontró que el bloqueo de TNF suprime el crecimiento tumoral en el modelo 

de CAC inducido con azoximetano (AOM) y dextrán sulfato de sodio (DSS) (Popivanova 

et al., 2008). Adicionalmente, se encontró que los linfocitos T aumentan la producción de 

IL-6 a través de la activación del NFATC2 (Nuclear Factor of Activated T Cells 2) en el 

CAC experimental (Gerlach et al., 2012). Utilizando el modelo anterior, se demostró que 

la IL-6 y el IL-6R soluble activan la proliferación de las células tumorales a través del 

factor de transcripción STAT3 (Becker et al., 2004; Bollrath et al., 2009; Grivennikov et 

al., 2009). Estudios recientes demostraron que la inhibición de la transducción de señales 

de IL-6 a través de anticuerpos específicos contra el IL-6R o las proteínas de fusión gp130-

Fc inhiben el crecimiento de tumores. De manera similar, se ha encontrado que los 

anticuerpos específicos contra la IL-21 y la neutralización de la función de la IL-22 
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suprimen la tumorogénesis, destacando así el potencial clínico que tienen las estrategias de 

anti-citocinas para el tratamiento de las neoplasias asociadas a la colitis (Huber et al., 

2012; Kirchberger et al., 2013; Stolfi et al., 2011). Actualmente los agentes anti-citocinas 

no se consideran una terapia de referencia para los pacientes con CCRAC, y es necesario un 

mayor número de estudios clínicos para dilucidar el potencial que tiene el uso de los 

bloqueadores de citocinas en éstos pacientes. 

  

 

 

I.8 El IFN-γ promueve la activación de STAT1 y la vía de 

señalización PI3K / Akt / mTOR. 

   

 El IFN-γ (IFN tipo II) es una citocina secretada por los linfocitos CD4+ Th1 que 

participa en la respuesta inmunológica celular pro-inflamatoria, y por lo tanto, en el 

establecimiento de la respuesta inflamatoria en la mucosa intestinal durante el desarrollo de 

las EIIs (Abraham y Cho, 2009; Breese et al., 1993). Al unirse el IFN-γ a su receptor, se 

forman homodímeros de dos factores de transcripción miembros de la familia STAT 

(Signal Transducer and Activator of Transcription), uno de ellos es STAT1. La activación 

de STAT1 promueve la respuesta pro-inflamatoria y favorece el reclutamiento de células 

inmunológicas al sitio de la inflamación, esto mejora el procesamiento y la presentación de 

antígenos por moléculas de clase I y II del MHC (Major Histocompatibility Complex). 

Además, induce genes que condifican para factores apoptóticos (González‐Navajas et al., 

2012; Yoshimura et al., 2012). El IFN-γ también activa la vía de la proteína PI3K. Esta 

cascada de señalización controla la activación de las cinasas Akt y mTOR (mammalian 

target of rapamycin), que a su vez promueven procesos como la sobrevivencia, la 

proliferación o la apoptosis (Gómez-Suárez et al., 2016; González‐Navajas et al., 2012). 

 

 La cinasa de 3-fosfoinositol (PI3K) fosforila al grupo hidroxilo del anillo de inositol 

del fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2), produciendo el fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato  

(PIP3) en la parte citosólica de la membrana plasmática, donde interactúa con proteínas que 
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tienen dominio de pleckstrina (PH), formando así  microdominios de membrana 

específicos. En estas estructuras, las proteínas participantes interactúan induciendo la 

activación de vías de señalización diversas, como aquellas donde participan la cinasa de 

serinas y treoninas Akt, también conocida como proteína cinasa B (PKB) (Song et al., 

2005), y el blanco de la rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés) (Vézina et al., 1975). 

TOR está altamente conservado en el proceso evolutivo pues regula el crecimiento celular. 

La desregulación de TOR en los mamíferos (mTOR) se asocia al desarrollo de diversas 

enfermedades humanas como diabetes tipo 2, obesidad, cáncer y neurodegeneración 

(Dazert y Hall, 2011; Laplante y Sabatini, 2012a; Menon y Manning, 2008). mTOR 

forma parte de al menos dos complejos multiproteicos funcional y estructuralmente 

distintos, denominados mTORC1 y mTORC2, a este último también se le conoce como 

piruvato deshidrogenasa cinasa -2 (PDK2) (Laplante y Sabatini, 2012a).  mTORC1 está 

compuesto por mTOR, raptor, mLST8, tti1, tel2 y sus reguladores PRAS40 y deptor. 

Participa en el crecimiento celular, pues promueve la síntesis de proteínas y lípidos. 

mTORC2 a su vez está formado por mTOR, rictor, mSin1, protor 1 / 2, mLST8, tti1, tel2 y 

su regulador deptor. mTORC2 controla la sobrevivencia y el crecimiento celular mediante 

la inducción de la lipogénesis, el catabolismo de la glucosa, la reorganización del 

citoesqueleto de actina y la apoptosis (Figura 8) (Betz y Hall, 2013).  

 

 mTORC1 y mTORC2 poseen diferencias importantes en las señales que integran y 

los sustratos que regulan (Laplante y Sabatini, 2012a) (Figura 9). mTORC1 se activa por 

aminoácidos a través de la acción de las Rag ATPasas (RagA, RagB, RagC y RagD), y 

promueve la síntesis de proteínas fosforilando a la cinasa S6K y favoreciendo la traducción 

del regulador 4E-BPI. Además es un inhibidor de la autofagia y la formación de los 

lisosomas (Figura 9). La actividad de mTORC1 se bloquea con la rapamicina. En 

comparación con mTORC1, el conocimiento que se tiene sobre la biología de mTORC2 es 

muy limitado. Se activa por factores de crecimiento mediante mecanismos que aún se 

desconocen. mTORC2 es insensible al tratamiento agudo con rapamicina, y regula la 

supervivencia celular, el metabolismo y la organización del citoesqueleto mediante la 

fosforilación de cinasas AGC, incluyendo Akt, SGK1 y PKCα (Laplante y Sabatini, 

2012b). 
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Figura 8. Complejos mTORC1 y mTORC2. La cinasa mTOR forma parte de dos complejos proteicos 

distintos denominados mTORC1 y mTORC2. mTORC1 se activa en presencia de aminoácidos, estrés, 

oxígeno, alto nivel de energía y factores de crecimiento y es muy sensible a la rapamicina. Promueve el 

crecimiento celular al inducir e inhibir los procesos anabólicos y catabólicos, respectivamente, y también 

favorece la progresión del ciclo celular. mTORC2 se activa con factores de crecimiento y regula la 

supervivencia, el metabolismo celular y la organización del citoesqueleto. mTORC2 es insensible a la 

rapamicina, pero una exposición crónica al fármaco puede alterar su estructura. El panel del medio describe 
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las funciones conocidas de los componentes proteicos que componen los complejos mTOR y el panel inferior 

representa esquemáticamente sus sitios de interacción (tomada de Laplante y Sabatini, 2012a). 

 

 

 

Figura 9. Las vías de señalización de mTOR. (A). La vía de señalización de mTORC1 y mTORC2. Cuando 
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mTORC1 está activo, promueve la síntesis de proteínas, la lipogénesis y el metabolismo energético e inhibe la 

autofagia y la biogénesis de los lisosomas. mTORC2 activo regula la organización del citoesqueleto, la 

sobrevivencia y el metabolismo celular. En esta figura, las proteínas representadas en rojo son oncogenes, y 

las que están en verde son supresoras de tumores. (B). Blancos de mTORC1 y mTORC2. mTORC1 regula 

una gran cantidad de procesos biológicos mediante la fosforilación de varias proteínas. S6K1 y 4E-BP1 son, 

por mucho, los sustratos mejor caracterizados de mTORC1. mTORC2 regula la supervivencia y el 

metabolismo celular, así como al citoesqueleto mediante la fosforilación de muchas cinasas AGC incluyendo 

Akt, SGK1 y PKC-α (tomada de Laplante y Sabatini, 2012a). 
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II. Antecedentes 

   

 

 

 II.1 Planteamiento del problema 

 

En las EIIs existe una disfunción de la barrera epitelial y un desequilibrio de los 

procesos que controlan el crecimiento celular, la proliferación, la diferenciación y la 

apoptosis. Durante la colitis, numerosas vías de señalización relacionadas con el desarrollo 

y la progresión del CCR se han asociado con la inhibición de la proliferación celular 

(Bollrath et al., 2009; Nava et al., 2014; Nava et al., 2010). De manera que, es importante 

identificar y comprender los mecanismos que controlan la proliferación y la muerte de las 

CEIs del colon en un contexto patológico. La ruptura de la barrera epitelial dependiente del 

IFN-γ se ha relacionado con una disminución de la proliferación mediada por la 

inactivación de β-catenina por la vía PI3K / Akt (Capaldo et al., 2012; Gómez-Suárez et 

al., 2016; Koch y Nusrat, 2012; Nava et al., 2014; Nava et al., 2010). Sin embargo, la 

función que desempeña mTORC1, un efector de Akt, en dicho proceso no ha sido evaluada 

correctamente. mTORC1 regula el metabolismo anabólico, crecimiento celular, 

proliferación y sobrevivencia, aumenta la síntesis de proteínas y lípidos e inhibe la 

autofagia (Efeyan y Sabatini et al., 2011; Cornu et al., 2013). La inactivación de 

mTORC1 provoca deficiencia de nucleótidos, promueve el estrés replicativo, el daño del 

ADN y la inestabilidad cromosómica, perturbando la homeostasis y la regeneración 

intestinal (Bester et al., 2011; Burrell et al., 2013). Por lo que, la activación de mTORC1 

es indispensable para prevenir ciclos innecesarios de síntesis y degradación de 

componentes celulares. Además, mTORC1 se ha involucrado en el desarrollo de diversas 

patologías en el intestino, como la colitis y el CCR (Brandt et al., 2017; Francipane y 

Lagasse, 2014; Gulhati et al., 2009; Zhang et al., 2009). Es por todo esto que es 

importante investigar los procesos biológicos en los cuales incide directamente  la 

activación de mTORC1 durante la colitis y su papel en la progresión a CCRAC, los cuales 

como ya se mencionó han sido poco investigados.   
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II.2 Hipótesis 

 

La activación de mTORC1 en células epiteliales intestinales protege al epitelio 

intestinal del daño ocasionado por la inflamación e inhibe el desarrollo de CCR.  

 

 

 

II.3 Objetivo General 

 

Estudiar si la activación de mTORC1 en las CEIs protege del daño epitelial causado 

por la colitis y previene el desarrollo de cáncer. 

 

 

 

II.4 Objetivos Particulares 

 

1. Estudiar la activación de mTORC1 en la mucosa de ratones C57BL/6J 

inducidos a colitis experimental con DSS. 

2. Analizar la activación de mTORC1 en CEIs estimuladas con el IFN-γ. 

3. Analizar la proliferación celular inducida por la inactivación de mTORC1 

durante la inflamación intestinal. 

4. Evaluar el daño al epitelio y al DNA ocasionado por la inactivación de 

mTORC1 por el LiCl durante la colitis. 

5. Investigar el efecto de la inhibición de mTORC1 en el desarrollo de CCRAC. 
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III. Procedimientos Experimentales 

 

  

 

III.1 Animales y cultivos celulares 

Los ratones macho C57BL/6J (Jackson Laboratories) o Lgr5-EGFP-IRES-creERT2 

(ratones reporteros de β-catenina; Jackson Laboratories) de 6 a 8 semanas de edad (20 - 25 

g) se mantuvieron en ciclos de día / noche estándar con acceso libre a alimentos y agua. 

Todos los experimentos se realizaron con la aprobación del Comité Interno de Cuidado y 

Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV. Las líneas de macrófagos 

de ratón J774 y las CEIs humanas SW480 y RKO se obtuvieron de ATCC, se cultivaron de 

acuerdo con los protocolos proporcionados por el proveedor. 

 

 

III.2 Anticuerpos y reactivos 

Los anticuerpos contra GAPDH sc-322 (Santa Cruz biotechnology®), pSTAT1 Tyr701 # 

9167, pS6 # 15967, pAkt Ser473 # 4060, pAkt Ser308 # 4056, Akt1 # 2967 y pGSK3β # 

5558 se obtuvieron de Cell Signaling Technology®. La p-Histona H3 ab32107 y el F4 / 80 

ab6640 se obtuvieron de Abcam. Los anticuerpos conjugados Alexa se obtuvieron de 

Thermo Fisher Scientific. AffiniPure de cabra y de conejo anti-peroxidasa de rábano (HRP) 

se obtuvieron de Jackson Immunoresearch y el 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) SC-

3598 de Santa Cruz Biotechnology. El IFN-γ recombinante de ratón se adquirió de 

PeproTech y se disolvió en albúmina de suero de ratón al 0.002% (MSA; Sigma-Aldrich).  

Se usó a 2.5 μg / kg de peso del animal. El IFN-γ recombinante de humano se obtuvo de 

Peprotech y se disolvió en albúmina de suero de bovino al 0.002% (BSA; Sigma-Aldrich). 

Se usó a 100 U / ml en ensayos in vitro. El LiCl (Sigma-Aldrich No. Cat. 203637) se 

administró a una concentración de 200 mg / kg del animal y 4 μM in vitro. La rapamicina 

(Calbiochem) se administró a 2 mg / kg del animal y 20 mM in vitro. El AZD8055 se 

empleó a 3.75 mg / kg del animal y 0.8 nM en ensayos in vitro. El inhibidor Akt VIII se 

administró a 10 mg / kg en animales. El XAV939 se utilizó a 15 nM in vitro. La 
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doxorrubicina (Pfizer) se usó a 3.45 µM en ensayos in vitro. El dextrán sulfato de sodio 

YD318041799 (Carbosynth, San Diego, CA) se disolvió al 3% en agua para beber. 

 

 

III.3 Tratamiento con las citocinas e inhibidores in vitro 

Las células RKO y SW480 se mantuvieron en una atmósfera húmeda al 5% de CO2. Para 

los ensayos in vivo las células se sembraron en cajas de cultivo de 35 mm de diámetro. El 

ensayo se inició hasta que las células alcanzaron confluencia. La estimulación con el IFN-γ 

recombinante humano (100 U / ml) se realizó 12 horas después del último cambio de 

medio. Los inhibidores LiCl (4 μM), AZD8055 (0.8 nM) y rapamicina (20 mM) se 

adicionaron 30 minutos antes de la estimulación con el IFN-γ. La Doxorrubicina (3.45 μM) 

se administró 30 minutos antes del tratamiento con el IFN-γ. Las células J774 se 

mantuvieron en una atmósfera húmeda al 5% de CO2. La estimulación con la mezcla de 

IFN-γ recombinante de ratón (250 μg / ml) / LPS (25 ng / μl) se realizó 12 horas después 

del último cambio de medio. Los inhibidores LiCl, AZD8055, rapamicina y XAV939 se 

añadieron 30 minutos antes del tratamiento con la mezcla IFN- γ / LPS. Al terminar los 

tratamientos, el medio se retiró y la monocapa se lavó con PBS s/Ca2+ tres veces. A cada 

caja se le adicionó amortiguador de lisis RIPA y se conservó a -80°C para una posterior 

extracción de proteínas y ensayos de Western blot. 

 

 

III.4 Tratamiento con las citocinas in vivo 

Los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos. El IFN-γ (2.5 μg / kg) se disolvió en 

PBS / MSA (0.002%) y se administró por vía intraperitoneal (IP); los ratones control se 

inyectaron solamente con el vehículo. Dos horas después de la administración de la 

citocina, los ratones se sacrificaron y el colon se lisó y procesó para la inmunofluorescencia 

y el Western blot. Los segmentos de colon medio se guardaron a –80°C en amortiguador de 

lisis RIPA suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma) para la posterior 

extracción de las proteínas y los ensayos de Western blot. Los segmentos de colon distal se 

embebieron en Tissuetek y se depositaron en criomoldes. Se conservaron a -80°C para los 

ensayos futuros de localización de proteínas por inmunofluorescencia.  
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III.5 Modelo de colitis inducida por DSS y administración in vivo de 

inhibidores   

Los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos. El DSS se disolvió al 3% en agua para 

beber. El LiCl (200 mg / kg) se disolvió en PBS, el Akt VIII (10 mg / kg), la rapamicina (2 

mg / kg) y el AZD8055 (3.75 mg / kg) se disolvieron en DMSO. Los inhibidores se 

inyectaron vía IP diariamente los últimos 3 días de tratamiento con DSS. El grupo control 

recibió únicamente el vehículo. El modelo de colitis inducida por DSS se describió 

anteriormente (Cooper et al., 1993). Después del tratamiento, los ratones se sacrificaron y 

el colon se procesó para la inmunofluorescencia y el análisis por Western blot. Los 

segmentos de colon medio se guardaron a –80°C en amortiguador de lisis RIPA 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma) para la posterior extracción 

de las proteínas y los ensayos de Western blot. Los segmentos de colon distal se 

embebieron en Tissuetek y se depositaron en criomoldes. Se conservaron a -80°C para los 

ensayos futuros de localización de proteínas por inmunofluorescencia. 

 

 

III.6 Evaluación de la proliferación y ensayo de TOP-Flash 

La proliferación se evaluó in vivo mediante la inyección IP de 100 μg de 5-etinil-2-

desoxiuridina (EdU, Invitrogen). La incorporación de EdU se determinó con un Kit de 

Proliferación de Células Click-iT EdU (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del 

proveedor. La expresión del reportero de β-catenina TCF / LEF se realizó in vitro y su 

actividad se midió utilizando el Dual Luciferase Reporter system (Promega) de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante. Los plásmidos se transfectaron con Lipofectamine 2000 

(Invitrogen). 

 

 

III.7 Extracción de proteínas y Western blot. 

Las muestras se colectaron en amortiguador de lisis RIPA (NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, 

ácido desoxicólico al 0.5%, SDS al 0.1%, Tris 50 mM, pH 8.0) suplementado con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma), se sonicaron (Sonic Vibra Cell, amplitud de 

40%) y se separaron por centrifugación (Eppendorff 5415R, 10 minutos a 12,000 rpm, 
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4°C). La concentración de proteína se determinó mediante BCA (Pierce). Las muestras se 

hirvieron en amortiguador de muestra SDS con ditiotreitol 50 mM (Sigma). Se separaron 

cantidades iguales de proteína mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon durante 1 h con 2% peso / volumen de leche 

en polvo o BSA (Sigma) en amortiguador Tris (Sigma) que contiene Tween-20 al 0.1% 

(Sigma) (TBS-T) y se incubaron con anticuerpos primarios en amortiguador de bloqueo 

durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente las membranas se lavaron 3 veces por 15 

minutos en TBS-T y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos 

secundarios acoplados a peroxidasa disueltos en amortiguador de bloqueo. Al terminar la 

incubación, las membranas recibieron nuevamente 3 lavados de 15 minutos con TBS-T. 

Los complejos de anticuerpos se detectaron mediante una reacción de quimioluminiscencia 

usando placas fotográficas (Kodak). 

 

 

III.8 Inmunofluorescencia. 

Las secciones de tejido se fijaron con PFA al 4% (15 min; Sigma) y luego se 

permeabilizaron con metanol al 100% (20 min, - 20 ° C; Sigma). Las muestras se 

bloquearon con 2% peso / volumen de BSA (Sigma) durante 1 hora y se incubaron con 

anticuerpos primarios durante toda la noche a 4 °C. Después de la incubación con 

anticuerpos secundarios marcados con un fluoróforo durante 1 hora, los núcleos se tiñeron 

con yoduro de ToPro-3 (Molecular Probes) y los cubreobjetos se montaron en p-fenileno. 

Las imágenes se tomaron en un microscopio confocal LSM 710 (Zeiss) con aceite Plan-

NEOFLUAR 1003 / 1.3, 403 / 1.3 y 203 / 0.5 en seco, con software suministrado por el 

vendedor. 

 

 

III.9 Fraccionamiento celular  

Los extractos citosólicos y nucleares se obtuvieron con el kit de extracción nuclear y 

citoplasmática NE-PER (Thermo Scientific), según el protocolo del fabricante. 
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III.10 Tinción de Hematoxilina-Eosina 

Para realizar la tinción de Hematoxilina-Eosina se utilizó el colon completo, antes de iniciar 

la tinción el colon se abrió longitudinalmente y se enrolló con la mucosa hacia arriba 

formando una dona, se depositó en moldes y se fijó con paraformaldehído al 4% durante 5 

días, posteriormente se embebió en parafina y se cortó utilizando un microtomo. Los cortes 

se desparafinaron e hidrataron. Los antígenos se expusieron mediante calentamiento en 

baño María con un amortiguador de ácido cítrico 0.01 M, pH 6, y el tejido se tiñó con 

hematoxilina y eosina de manera convencional. 

 

 

III.11 Aislamiento de criptas 

Se identificó el colon proximal y se eliminó un segmento de 1-2 cm. El colon proximal se 

abrió y posteriormente se lavó en PBS frío. El segmento de colon se incubó en una solución 

quelante de Ca2+ durante 30 minutos a temperatura ambiente (NaCl 966 mM, KCl 1.5 mM, 

HEPES 10 mM, Tris 10 mM, Na EDTA o Na EGTA 27 mM, sorbitol 45 mM, 28 mM 

sacarosa y BSA al 0.1%). Después de la quelación, el tejido se agitó manualmente para 

liberar las criptas. El tejido se retiró y la solución se centrifugó a 200 rpm durante 2 

minutos. Se eliminó el sobrenadante y se lisó el sedimento en un amortiguador de 

radioinmunoprecipitación para ensayos de Western blot (Bjerknes y Cheng; 1981). 

 

 

III. 12 Análisis estadístico 

Todos los análisis estadísticos se realizaron en Prism 6.0 (GraphPad Software). Se 

realizaron pruebas de Shapiro-Wilk, ANOVA de una vía, T de dos colas, Dunnett y 

Bonferroni, p <0.05 se consideraron estadísticamente significativas. 
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IV. Análisis e interpretación de resultados  

 

 

 

IV.1 mTORC1 se activa en las CEIs durante la colitis. 

 

 El IFN-γ y el TNF-α inducen la destrucción de la barrera epitelial durante la colitis 

al sobreactivar la vía de señalización de PI3K / Akt (El-Salhy et al., 1997; Koch y Nusrat, 

2012). Para investigar el mecanismo de destrucción de la barrera epitelial, se utilizó un 

modelo de colitis experimental inducida con DSS al 3% (ver Apéndice A) disuelto en agua 

potable en ratones C57BL/6J. El detergente provocó el aumento de pSTAT1 y la 

disminución del marcador de proliferación celular PCNA (Figura 10A) y de la captación 

del nucleótido EdU al DNA (Figura 10B), lo que demostró el desarrollo de un proceso 

inflamatorio y la reducción de la proliferación celular. La fosforilación de STAT1 en el 

intestino de los ratones tratados inició al tercer día de tratamiento, a diferencia de la 

activación de Akt (pAkt308 y pAkt473), que se observó desde el primer día. La activación de 

Akt correlacionó con la fosforilación de sus blancos: de la serina 9 de GSK3β (pGSK3β) y 

la de la serina 552 de β-catenina (pβ-cat552).  

 

 La activación de mTORC1 puede estudiarse monitoreando la fosforilación de uno 

de sus blancos, la proteína S6 (Liu et al., 2009). S6 fosforilada (pS6) incrementó desde el 

primer día de tratamiento con DSS y se mantuvo así a lo largo del experimento. La cantidad 

de Akt y su activación (pAkt) aumentaron desde el segundo día de tratamiento (Figura 

10A y C). Previamente se demostró que Akt se activa en las CEIs durante la colitis (Nava 

et al., 2014). En seguida investigamos si el desarrollo de la colitis incluye la activación de 

mTORC1. Para alcanzar este objetivo, se compararon los niveles de pS6 en lisados 

celulares obtenidos a partir de las criptas colónicas aisladas de ratones control o con colitis. 

En la figura 10D se demuestra que pS6 aumentó significativamente en el colon de los 

ratones tratados con DSS respecto al de los animales control y si bien se ha reportado que 

lo hace a lo largo de todo el eje de la cripta (Guan et al., 2015; Hernández-Trejo et al., 
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2016), nosotros encontramos que pS6 también se fosforiló en las células de la base de la 

cripta (Figura 10E). Con estos resultados se demuestra que durante la colitis mTORC1 se 

activa en las CEIs del colon. 

  

 

 

Figura 10. mTORC1 se activa en las CEIs durante la colitis. (A) Western blot de pSTAT1, STAT1, 

pGSK3β, GSK3β, pβ-catenina552, β-catenina, pS6, S6, pAkt308, pAkt473, Akt y PCNA de tejido de colon 

homogeneizado y obtenido de ratones C57BL/6J tratados DSS. La inducción de la colitis se logró mediante la 

administración oral de DSS al 3% disuelto en agua potable. Los animales se sacrificaron de 1-6 días después 

de comenzar la administración. GAPDH se usó como control de carga. n = 10. (B) Se evaluó la incorporación 

de EdU (5-etinil-2'-desoxiuridina) en ratones con colitis. Los animales de 4 días de tratamiento con DSS 

recibieron una única inyección IP de EdU, el sacrificio se realizó 2 horas después. La cuantificación de la 

incorporación de EdU se llevó a cabo como se describió en los procedimientos experimentales. Los gráficos 

de barras representan el número de las células EdU positivas por campo. Los datos se expresan como media ± 

SEM. n = 6. *P < 0.05. (C) Se realizó un análisis densitométrico de pAkt473, pβ-catenina552 y pS6 en la 

mucosa de ratones con colitis. Los datos se expresan como media ± SEM. n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01. (D) 

Western blot de pS6 en criptas aisladas homogeneizadas obtenidas de ratones con colitis. Los ratones 

C57BL/6J se trataron con DSS al 3% disuelto en agua potable durante 4 días. GAPDH se usó como control de 

carga. n = 3. (E) Localización de pS6 (verde) en la mucosa del colon de ratones C57BL/6J tratados con DSS 



 
 

35 

durante 4 días. La línea discontinua marca el borde de la cripta. La flecha blanca marca la CEI positiva para 

pS6 y el asterisco rojo designa las células no epiteliales pS6-positivas. Núcleos = Azul. Barra = 10 μm. n = 

10. 
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IV.2 El IFN-γ induce la activación de mTORC1 en las CEIs del 

colon. 

 

 El IFN-γ induce la activación de la vía de señalización PI3K / Akt en la mucosa del 

colon de ratones C57BL/6J (Gómez-Suárez et al., 2016; Hernández-Trejo et al., 2016; 

Nava et al., 2014). Por lo tanto, investigamos si la activación de mTORC1 en las CEIs era 

mediada por el IFN-. Para ello, cultivos celulares de las líneas epiteliales de colon, SW480 

y RKO, se trataron con el IFN-γ durante 24 horas. En la figura 11A, se muestra que el 

tratamiento provocó el aumento de la fosforilación de Akt en la treonina 308 y la serina 

473, así como el incremento de la fosforilación en la serina 235 / 236 de S6 en el lisado de 

ambas líneas celulares. No se observaron cambios en el nivel total de las proteínas Akt o 

S6. Posteriormente se evaluó la activación de mTORC1 en la mucosa de ratones C57BL/6J 

administrados vía IP con IFN- (2.5 μg / kg). En la figura 11B se muestra que el IFN-γ 

activó a mTORC1 en casi todas las CEIs. En conjunto, estos resultados indican que el IFN-

γ  induce la activación de mTORC1 en las CEIs.  

 

 

 

Figura 11. El IFN-γ induce la activación de mTORC1 en las CEIs. (A) Las proteínas pAkt 308, pAkt473, 

Akt, pS6 y S6 se analizaron en lisados de células RKO y SW480 tratadas con el IFN-γ. El tratamiento con el 

IFN-γ (100 U / ml) se llevó a cabo durante 24 horas. GAPDH se usó como control de carga. n = 10. (B) 

Localización de pS6 (verde) en la mucosa del colon de ratones C57BL/6J. La inyección IP de MSA (CTL) o 

IFN-γ se llevó a cabo 2 horas antes de que los animales fueran sacrificados. La línea discontinua marca el 
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borde de la cripta. Flecha blanca = CEI positiva para pS6. Asterisco rojo = célula no epitelial positiva a pS6. 

Núcleos = Azul. Bar = 10 μm. n = 6. 
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IV.3 mTORC1 disminuye la proliferación celular en la mucosa 

intestinal durante la inflamación. 

 

 El IFN-γ activa la vía de la PI3K, activando a las cinasas Akt y mTOR, que a su vez 

controlan procesos como la sobrevivencia, la proliferación o la apoptosis (Gómez-Suárez 

et al., 2016; González‐Navajas et al., 2012; Hernández-Trejo et al,. 2016; Nava et al., 

2014). Por lo tanto, investigamos el papel de mTORC1 en la regulación de la proliferación 

durante la inflamación. Primero, se analizó este proceso en un modelo in vitro utilizando la 

línea celular epitelial de colon, SW480 estimulada hasta por 24 horas con el IFN-γ. En la 

figura 12A se observa que el tratamiento con esta citocina inhibió la proliferación de las 

CEIs como lo mostró la reducción de los marcadores de proliferación pHis3 y PCNA, con 

respecto a lo que se observó en las monocapas control.  

 

 A continuación, se inhibió a mTORC1 empleando LiCl, AZD8055 o Rapamicina 

(Chresta et al., 2010; Efeyan y Sabatini, 2011; Sini et al., 2010) en las CEIs SW480 

estimuladas con el IFN-γ. El LiCl se caracteriza por tener un espectro de acción amplio (ver 

Apéndice B) que resulta en la inhibición de Akt en las células estimuladas con citocinas 

(Chung et al., 2014), sin embargo, el AZD8055 inhibe a mTOR y la rapamicina 

específicamente a mTORC1 (Chresta et al., 2010; Efeyan y Sabatini, 2011; Sini et al., 

2010). La estimulación con el IFN-γ en las células SW480 aumentó el nivel de pGSK3β, 

pS6 y pAkt, haciendo evidente la activación de la vía de señalización PI3K / Akt / 

mTORC1 en las CEIs (Figura 12B). El tratamiento con LiCl incrementó el nivel de 

pGSK3β pero disminuyó el de pS6 y pAkt. El AZD8055 redujo el nivel de pGSK3β, pS6 y 

pAkt, mientras que la rapamicina únicamente inhibió la fosforilación de S6 sin prevenir la 

activación de Akt o la inhibición de GSK3β (pGSK3β) (Figura 12B). De esta forma, 

podemos sugerir que el IFN-γ activa a mTORC1 en las CEIs a través de la vía PI3K / Akt. 

 

Por lo tanto, se investigó el efecto que tiene la inhibición de mTORC1 en la 

regulación de la proliferación de las CEIs de la mucosa de ratones tratados con DSS. Los 

ratones C57BL/6J con colitis recibieron una inyección de LiCl vía IP a partir del tercer día, 



 
 

39 

lo que agota el inositol libre e induce la autofagia dependiente e independiente de mTORC1 

(Sarkar et al., 2005). Dado el papel tan importante de mTORC1 en la regulación de la 

autofagia, cabe la posibilidad que durante la inflamación se estuviera induciendo este 

proceso (ver Apéndice C). Primero, se analizó la activación de la vía PI3K / Akt / 

mTORC1. Como se demostró anteriormente, la inflamación intestinal aumentó la 

fosforilación de Akt, S6 y GSK3β. El LiCl previno la activación de Akt y S6, pero 

promovió la fosforilación de GSK3β (Figura 12C), demostrando la eficacia del tratamiento 

(Yang et al., 2011).  

 

 

Figura 12. mTORC1 disminuye la proliferación de las CEIs en la mucosa durante la colitis. (A) Se 

evaluaron a las proteínas pS6, pHist3 y PCNA en células SW480 tratadas con el IFN-γ. La estimulación con 

la citocina se llevó a cabo durante un período de 0-24 h. GAPDH se utilizó como control de carga. n = 3. (B) 

Las proteínas pAkt, Akt, pS6, S6, pGSK3β y GSK3β se evaluaron en lisados celulares de células SW480 

expuestas al IFN-γ. Se adicionó LiCl, AZD8055 y rapamicina 30 minutos antes de la estimulación con la 

citocina. GAPDH se utilizó como control de carga. n = 3. (C) Se evaluaron a las proteínas pAkt473, Akt, pS6, 

S6, pGSK3β, GSK3β y pHist3 del tejido homogeneizado de colon obtenido de animales control y de tratados 
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con DSS y DSS / LiCl. El tratamiento se llevó a cabo durante 5 días. Los animales tratados con DSS 

recibieron una inyección IP diaria de LiCl (200 mg / kg; Hofmann et al., 2010) a partir del tercer día. 

GAPDH se usó como control de carga. n = 5. (D) Incorporación de EdU (rojo) en la mucosa de ratones con 

colitis y ratones con colitis tratados con LiCl. Los animales tratados con DSS recibieron una inyección IP 

diaria de LiCl. El tratamiento se llevó a cabo durante 4 días. Núcleos = Azul. n = 3. Bar = 50 μm. (E) 

Localización de Sca-1 (rojo) en la mucosa del colon de ratones C57BL/6J tratados con DSS o DSS / LiCl. El 

tratamiento con DSS se llevó a cabo durante 5 días y los animales recibieron una inyección diaria vía IP de 

LiCl durante los últimos 3 días. Flecha blanca = CEIs positivas para Sca-1. Asterisco verde = Células no 

epiteliales positivas para Sca-1. WA = área herida. Núcleos = Azul. Barra = 50 μm. n = 3. (F) La presencia de 

las proteínas pAkt, Akt, pS6, S6 y pHist3 se evaluó en homogeneizados de colon obtenidos a partir de ratones 

de la cepa C57BL/6J inducidos a colitis. El tratamiento con DSS se llevó a cabo durante 5 días. La rapamicina 

(2 mg / kg) y el inhibidor Akt VIII (10 mg / kg) se administraron por vía IP durante los últimos 3 días antes de 

que los animales fueran sacrificados. GAPDH se utilizó como control de carga. n = 3. (G) Cuantificación de 

la incorporación de EdU en animales tratados con DSS y DSS / LiCl. La gráfica de barras representa el 

número de células EdU positivas por campo. Los datos se expresan como media ± SEM. n = 3. **P < 0.01. 

 

 

La Triciribina es un nucleósido tricíclico que inhibe la activación de Akt porque se 

une a su dominio de PH, bloqueando su reclutamiento a la membrana plasmática donde es 

activada por mTORC2 (pAkt473) y PDK1 (pAkt308) (Karst et al., 2006; Yang et al., 2004). 

La inhibición de Akt con Triciribina revierte parcialmente la pérdida de la proliferación 

celular provocada por el IFN-γ (Nava et al., 2010). Como se muestra en la Figura 12C, la 

activación de Akt (pAkt) durante la colitis también correlaciona con la pérdida del 

marcador de proliferación celular pHis3. El tratamiento con LiCl evitó que se activara Akt 

y también la desaparición de pHis3 (Figura 12C). Para corroborar que el LiCl evita la 

pérdida de la proliferación celular durante la colitis, se realizó un estudio de incorporación 

de EdU. Este análisis confirmó nuestra hipótesis, pues la administración de LiCl permite 

que la proliferación celular de las CEIs sea casi equiparable a condiciones no inflamatorias 

(Figura 12D y G). Estos resultados sugieren que el LiCl inhibe la activación de mTORC1 

provocando un incremento en la proliferación celular de las CEIs. 

 

Para constatar que el responsable del descenso en la proliferación de las CEIs de la 

mucosa de ratones durante la colitis era mTORC1 y no Akt, se utilizaron inhibidores 

específicos para cada una de la cinasas. Con este fin, los ratones C57BL/6J que fueron 
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inducidos a colitis durante 5 días con DSS recibieron una inyección diaria de rapamicina 

(inhibidor de mTORC1) o Akt VII (inhibidor de Akt) desde el tercer día de tratamiento. 

Como se muestra en la figura 12F, la inducción de colitis redujo los niveles de la proteína 

pHist3, sin embargo, se observó un incremento en la fosforilación de la molécula en 

muestras de mucosa de ratones con colitis inyectados con rapamicina. A diferencia de lo 

observado con LiCl (Figura 12C) y rapamicina (Figura 12F), la inhibición de Akt por Akt 

VIII no pudo revertir la reducción en la proliferación celular inducida por el tratamiento 

con DSS (Figura 12F). La disminución en las proteínas pS6 y pAkt demostró la eficacia de 

los tratamientos con rapamicina y Akt VII, respectivamente. No se notaron cambios en las 

proteínas S6 y Akt totales con ningún tratamiento. Por lo tanto, la inhibición de mTORC1 

por LiCl o rapamicina en un modelo murino de colitis experimental estimula la 

proliferación celular. 

 

Se sabe que para recuperar la homeostasis en un proceso inflamatorio crónico es 

necesario la regeneración y reparación del epitelio intestinal (Simms et al., 2008; 

Wehkamp et al., 2005). Es por ello, que se analizó este fenómeno utilizando un marcador 

específico para las células epiteliales nuevas localizadas en un tejido en reparación, el 

antígeno 1 de células madre (Sca-1) (Yui et al., 2017). La detección de este marcador se 

realizó por medio de inmunofluorescencia. La proteína Sca-1 estuvo ausente tanto en las 

CEIs de la mucosa de los ratones control como en las de los ratones tratados con DSS 

(Figura 12E). No obstante, tal y como se imaginaba, la proteína Sca-1 se identificó en las 

CEIs ubicadas en las áreas ulceradas del colon de los animales tratados con DSS (Figura 

12E, DSS WA). Sin embargo, la administración de LiCl a ratones con colitis aumentó la 

expresión del marcador de regeneración Sca-1 en la mucosa (Figura 12E). La presencia de 

la proteína Sca-1 se detectó tanto en las CEIs (flecha blanca) como en las células no 

epiteliales (asterisco verde) situadas en toda la mucosa de los ratones tratados con DSS y 

LiCl, y no solo alrededor de las áreas ulceradas, como se observó en los ratones tratados 

únicamente con DSS (Figura 12E). De esta forma, los hallazgos descritos anteriormente 

sugieren que la inhibición de mTORC1 por LiCl o rapamicina durante la inflamación 

estimula la proliferación celular y la generación de nuevas células en la mucosa del colon, 

independientemente de la integridad del epitelio (Figura 12). 
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IV.4 mTORC1 previene la muerte de las CEIs durante la colitis. 

 

Después, evaluamos el efecto de la inhibición de mTORC1 en el desarrollo y la 

progresión de la inflamación intestinal. Nuevamente, se trataron los ratones de la cepa 

C57BL/6J con el protocolo descrito anteriormente de inducción de colitis y LiCl. La 

inyección de LiCl aceleró la pérdida de peso durante la colitis y la mortalidad ocasionada 

por la colitis a partir de los 6 días de tratamiento (Figura 13A, flecha). Al administrar el 

AZD8055 (inhibidor específico de mTOR) (Chresta et al., 2010; Sini et al., 2010), se 

observaron efectos similares a los obtenidos con LiCl, se incrementó la pérdida de peso y la 

mortalidad de los animales con inflamación intestinal (Figura 13B). También, se evaluó el 

índice de actividad de la enfermedad (DAI, por sus siglas en inglés), que se cuantificó 

mediante la evaluación diaria de tres características: pérdida de peso, consistencia de heces 

y sangrado rectal (ver Apéndice D) (Cooper et al., 1993; da Costa Gonçalves et al., 

2013). La administración de LiCl resultó en un DAI mayor en comparación con los ratones 

tratados solamente con DSS (Figura 13C). Por el contrario, se sabe que la inhibición de la 

cinasa Akt (inyección de Akt VII) resulta en una disminución de la severidad de la colitis 

en ratones tratados con DSS (Gómez-Suárez et al., 2016). Igualmente, el DAI de los 

ratones tratados con DSS / AZD8055 fue significativamente superior al observado en 

ratones que recibieron exclusivamente DSS (Figura 13C). Al analizar la longitud del colon 

de los ratones tratados con DSS, DSS / LiCl y DSS / AZD8055 se encontró que este 

parámetro no tuvo variaciones significativas, lo que indicó que la presencia de los 

inhibidores no afectó esta variable (Figura 13D). Pese a lo anterior, la evaluación 

macroscópica del colon de los animales muertos durante el tratamiento con DSS / LiCl 

evidenció el daño y la destrucción de este órgano casi en su totalidad (Figura 13E). 
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Figura 13. La inhibición de mTORC1 incrementa los signos y la severidad de la colitis inducida con 

DSS en un modelo murino. (A) Porcentaje de cambio de peso corporal en ratones control (Ctl, agua), y 

tratados con DSS o DSS / LiCl. La flecha indica la muerte del animal. Los resultados se expresan como media 

± S.E. n = 3. *P < 0.05; **P < 0.01. (B) Porcentaje de cambio de peso corporal en ratones control (Ctl, agua), 

y tratados con DSS o DSS / AZD8055 (3.75 mg / Kg) (Chresta et al., 2010). La flecha indica la muerte 

animal. Los resultados se expresan como media ± S.E. n = 3. *P < 0.05; **P < 0.01. (C) Cambios en el DAI 

entre los diferentes tratamientos después de 5 días de tratamiento con DSS, DSS / LiCl y DSS / AZD8055 

(3.75 mg / kg) se administraron los últimos 3 días. Los resultados se expresan como media ± S.E. n = 3. **P < 

0.01. (D) Fotos representativas del colon de animales Ctl y tratados con DSS, DSS / LiCl y DSS / AZD8055 

después de 5 días de tratamiento. n = 3. Barra = 1 cm. (E) Foto representativa del colon de uno de los ratones 

tratados con DSS / LiCl. La administración de LiCl se realizó por vía IP diariamente durante los últimos 3 

días de tratamiento con el DSS. Barra = 1 cm. 
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 Posteriormente, se realizó una revisión histológica de diferentes áreas de la mucosa 

intestinal de los ratones utilizados en los tratamientos descritos anteriormente. La 

evaluación histológica de las secciones de colon teñidas con hematoxilina-eosina mostró 

lesiones epiteliales en toda la mucosa y alteraciones de la estructura epitelial en ratones con 

colitis (Figura 14A, asterisco). También, en estos ratones se observaron úlceras (punta de 

flecha), edema y un alto grado de infiltración de neutrófilos y linfocitos en las áreas de la 

mucosa y la submucosa (flechas). La administración de LiCl en ratones tratados con DSS 

aumentó el deterioro de la mucosa y la aparición de las lesiones observadas en la mucosa de 

los ratones con colitis. De hecho, la pérdida de la citoarquitectura de la mucosa intestinal y 

el aumento en los restos y deshechos celulares confirmaron la presencia de necroptosis, que 

se cuantificó denominándose como focos necróticos. El número de focos necróticos en la 

colitis aumentó con la administración de LiCl (Figura 14B). 

 

 Adicionalmente, se llevó a cabo una última evaluación del daño a la mucosa 

intestinal mediante un análisis histológico basado en cuatro parámetros: pérdida del 

epitelio, daño a la cripta, presencia de células de Goblet e infiltración de las células del 

sistema inmunológico. Se les asignó una puntuación basada en el grado de severidad de 

cada uno y se promedió. La combinación de todas estas alteraciones corroboraron que la 

administración de LiCl incrementó aún más el daño de la mucosa durante la colitis (Figura 

14C). Similar a lo que observó con LiCl y lo reportado anteriormente (Guan et al., 2015), 

la inhibición de mTOR por AZD8055 o mTORC1 por rapamicina incrementó el daño 

epitelial y la muerte celular en la mucosa de los animales con colitis (Figura 14C). Por lo 

tanto, nuestros resultados sugieren que la activación de mTORC1 reduce el daño epitelial 

ocasionado por la colitis. 
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Figura 14. La inhibición de mTORC1 agrava el daño epitelial durante la colitis. (A) Tinción de 

hematoxilina-eosina en muestras de colon obtenidas de ratones tratados con DSS y DSS / LiCl. El tratamiento 

se llevó a cabo durante 5 días. Los animales recibieron una inyección IP de LiCl en los últimos 3 días. 

Asterisco = anomalías en la cripta intestinal. Flecha = infiltración de células del sistema inmunológico. Punta 

de flecha = Zona con ulceración. n = 6. Barra = 500 μm. (B) Efecto del LiCl en el desarrollo de necrosis en la 

mucosa del colon de ratones tratados con DSS. El tratamiento se llevó a cabo durante 5 días. La inyección IP 

de LiCl se llevó a cabo diariamente durante los últimos 3 días. Los resultados se expresan como media ± S.E. 

n = 3. ***P < 0.001. (C) Efecto del LiCl en el puntaje histológico durante la colitis inducida por DSS durante 

5 días. La administración de LiCl se realizó por vía IP diariamente durante los últimos 3 días. Los resultados 

se expresan como media ± S.E. n = 3. **P < 0.01. 
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IV.5 mTORC1 reduce el daño del ADN en las CEIs durante la 

colitis. 

 

El daño oxidativo inducido por las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus 

siglas en inglés) puede causar daños importantes en la estructura del ADN, incluyendo 

rupturas de una sola cadena (RSC), rupturas de doble cadena (RDC), modificaciones de las 

bases nitrogenadas del ADN y la formación de lesiones apurínicas / apirimidínicas, que son 

muy tóxicas y mutagénicas (Shiloh y Ziv, 2013). En respuesta a éstos daños oxidativos al 

ADN, se activan los puntos de control del ciclo celular, se detiene el ciclo celular y se 

detiene la replicación del ADN, para así reparar los defectos en la estructura del ADN a 

través de vías de reparación por escisión, que es el sistema de reparación clave para los 

daños inducidos por estrés oxidativo en el ADN (Davies, 2013). La inactivación de 

mTORC1 promueve la inestabilidad cromosómica y su activación reduce el daño al ADN 

ocasionado por el estrés replicativo en un proceso de inflamación intestinal o CCRAC 

(Brandt et al., 2017). Por lo tanto, se evaluó esta posibilidad en nuestro modelo de 

inflamación.  

 

Con este fin, primero se investigó la presencia de varios marcadores de daño al 

ADN en células SW480 estimuladas con el IFN-γ, en presencia o ausencia de los 

inhibidores de mTORC1. Como se muestra en la figura 15A, el tratamiento con el IFN-γ 

disminuyó el nivel de las proteínas pH2AX (γ-H2AX) y pp53, marcadores de las RDC 

(Rogakou et al., 1998), después de 8 horas de tratamiento. Pero, al estimular las 

monocapas con la citocina más los inhibidores de mTOR (AZD8055) y mTORC1 (LiCl, 

rapamicina), se observó un aumento en la fosforilación de H2AX (pH2AX) y de p53 

(pp53). El nivel de pCHK1, otro marcador evaluado de daño en el ADN (Sørensen y 

Syljuåsen, 2012), no se vió afectado por alguno de los tratamientos (Figura 15A). La 

inmunofluorescencia demostró un enriquecimiento de pH2AX y pp53 en los núcleos de las 

células SW480 estimuladas con el IFN-γ más los inhibidores de mTORC1 (LiCl, 

rapamicina) (Figura 15B). 
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Para comprobar nuestra hipótesis, se analizó la presencia de los marcadores de daño 

al ADN en la mucosa del colon de ratones tratados con DSS y DSS / LiCl, de la forma 

descrita en experimentos anteriores. Como se muestra en la figura 15C, la colitis 

incrementó la fosforilación de H2AX y p53, mientras que la inactivación adicional de 

mTORC1 con LiCl aumentó aún más este efecto. Sin embargo, ni el tratamiento con DSS o 

DSS / LiCl afectó la fosforilación de CHK1 (pCHK1) (Figura 15C). Además, la 

inmunofluorescencia para pH2AX evidenció que el tratamiento con el LiCl redujo el daño 

del ADN en la mucosa del colon de ratones con colitis (Figura 15D). Cabe mencionar, que 

el daño en el ADN identificado en la mucosa intestinal de ratones tratados con DSS y DSS / 

LiCl se detectó tanto en células epiteliales como en no epiteliales, en la misma proporción. 

(Figura 15B, flecha y punta de flecha). Las RDC en las CEIs de los ratones con colitis 

observadas en la Figura 15 (pH2AX y pp53) están generadas por las ROS (Feagins et al., 

2008; Kawanishi et al., 2006; Meira et al., 2008) y nuestros resultados sugieren que la 

activación de mTORC1 previene tal proceso. 

 

El daño en el ADN resulta en un deterioro de la función y el mantenimiento de las 

células (Jackson y Bartek, 2009).  Las rupturas del ADN provocan la activación de vías de 

señalización encargadas de identificar lesiones y repararlas de manera eficiente, con la 

finalidad de prevenir la mutagénesis. Se ha demostrado que la acumulación de daño en el 

ADN, la reparación inadecuada de las roturas del mismo y la eliminación ineficaz de las 

células con el ADN dañado contribuyen a la oncogénesis (Bartek et al., 2007; Bartkova et 

al., 2005; Gorgoulis et al., 2005;). Por lo tanto, los conocimientos sobre la sensibilidad de 

las células al daño en el ADN tienen en su mayoría implicaciones directas en la 

comprensión de las bases moleculares de la transformación celular. Diversos estudios han 

reportado que la vía de señalización Wnt / β-catenina, fundamental para la modulación de 

la determinación del destino celular, la proliferación y la apoptosis, puede inducir una 

respuesta al daño del ADN al regular varias proteínas, incluidas γ-H2AX, p16INK4a, p53 y 

p21 (Bowerman et al., 2005; Covey et al., 2010; Yousefi et al., 2016; Zhang et al., 2011; 

Zhang et al., 2013). 
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Figura 15. mTORC1 previene el daño al ADN en las CEIs durante la colitis. (A) Efecto de los inhibidores 

de mTORC1, LiCl y Rapamicina, y el inhibidor de mTOR, AZD8055, en la inducción de daño al ADN en las 

células SW480 tratadas con el IFN-γ. Se evaluaron los marcadores de daño al ADN, γH2AX, pp53 y pCHK1. 

El tratamiento con el IFN-γ se realizó durante 8 horas. Los inhibidores empleados se añadieron 30 minutos 

antes del tratamiento con el IFN-γ. Se usó GAPDH como control de carga. n = 3 (B) Localización de pH2AX 

(verde) y pp53 (rojo) en células SW480 tratadas con el IFN-γ. Se adicionó el LiCl, el AZD8055 y la 

rapamicina 30 minutos antes iniciar el tratamiento con el IFN-γ. El tratamiento con la citocina se realizó 

durante 8 horas. Núcleos = Azul. Barra = 20 μm. n = 3 (C) . Localización de pγ-H2AX (verde) en la mucosa 

del colon de ratones C57BL/6J inducidos a colitis. El tratamiento con DSS se llevó a cabo durante 5 días y el 

LiCl se administró vía IP durante los últimos 3 días. E-cadherina = rojo. pH2AX = Verde. Núcleos = Azul. 

Barra = 50 μm. n = 3. (D) El LiCl promueve el daño del ADN en la mucosa de ratones con colitis. Se 

evaluaron las proteínas pH2AX, pp53 y pCHK1 mediante Western blot. El tratamiento con DSS se llevó a 

cabo durante 5 días. El LiCl se administró por vía IP una vez al día durante los últimos 3 días. Se usó GAPDH 

como control de carga. n = 3 (ver también Rubio, 2018). 
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 La ausencia de β-catenina en las células epiteliales disminuye los niveles de 

γH2AX, vinculando su transactivación con el aumento de las RDC (Serebryannyy et al., 

2017). El IFN-γ inhibe la actividad co-transcripcional de β-catenina en las CEIs (Nava et 

al., 2014; Nava et al., 2010). Por consiguiente, mTORC1 podría estar afectando la 

transactivación de β-catenina. Para corroborarlo, se analizó la presencia de EGFP en la 

mucosa intestinal de ratones LGR5-EGFP con colitis tratados con rapamicina. La 

transactivación de β-catenina (EGFP) incrementó después de la inhibición de mTORC1 

(rapamicina) (Figura 16A y B). Este proceso se observó en al menos dos poblaciones 

celulares presentes en la mucosa intestinal de estos ratones (Figura 16B, flechas y 

asterisco rojo). El tratamiento con rapamicina aumentó la fosforilación de la Histona 3 

(pHist3), correlacionando a la proliferación celular con la transactivación de β-catenina en 

las CEIs (colocalización de pHis3 con EGFP) (Figura 16B y C, flechas). En comparación 

con las CEIs, la expresión de EGFP fue mayor en las células no epiteliales. Pese a que las 

células no epiteliales siempre estuvieron ubicadas cerca de las epiteliales presentes en las 

criptas, nunca se observó presencia de pHist3 en ellas (Figura 16B, asterisco rojo).  

 

 Por lo tanto, se usó un plásmido reportero de luciferasa que contenía regiones de 

unión a TCF (TOP-Flash) para cuantificar la actividad co-transcripcional de β-catenina. 

Los ensayos de TOP-Flash en las células SW480 demostraron que la estimulación con el 

IFN-γ inhibió la actividad co-transcripcional de β-catenina. Sin embargo, la inhibición de 

mTORC1 por medio del empleo de rapamicina o LiCl revirtió el efecto causado por la 

citocina (Figura 16D). El tratamiento únicamente con rapamicina no afectó la actividad co-

transcripcional de β-catenina, pero el uso de LiCl resultó en la potenciación de este proceso 

(Figura 16D), hecho que coincide con reportes anteriores (Chen et al., 2000; Klein y 

Melton; 1996; Maher et al., 2009; Serebryannyy et al., 2017). 

  

 La actividad co-transcripcional de β-catenina aumenta cuando es desfosforilada en 

los residuos Ser37 y Thr41 de su extremo amino-terminal (Staal et al., 2002). Esta forma 

desfosforilada, transcripcionalmente activa de β-catenina se denomina “Active Beta 

Catenin” (ABC, por sus siglas en inglés) (Staal et al., 2002) y es un marcador de referencia 

de activación de la vía Wnt canónica. Pero sus niveles celulares también incrementan 
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cuando se activa la vía PI3K (Persad et al., 2016). Con base en lo anterior y en nuestros 

resultados previos, se analizó la presencia de la β-catenina activa (ABC) en la mucosa 

intestinal de ratones de la cepa C57BL/6J con colitis y tratados con LiCl diariamente desde 

el tercer día de enfermedad. Sorprendentemente, los tratamientos con DSS o DSS / LiCl no 

afectaron el nivel de la proteína o su distribución a lo largo del colon en comparación con 

los animales control (Figura 16F y G). Sin embargo, en la figura 16E se muestra que ABC 

se observó únicamente en la fracción nuclear de células de colon a las que se les inhibió 

mTORC1 por medio de LiCl durante la inflamación. En las muestras de citosol ABC y β-

catenina total estuvieron presentes en todas las condiciones (Figura 16E). β-catenina total 

también fue detectada en la fracción nuclear de los animales control y su presencia 

incrementó después de la inducción de colitis, como se informó anteriormente (Capaldo et 

al., 2013). La administración de LiCl a ratones tratados con DSS aumentó aún más la 

acumulación de β-catenina en el compartimento nuclear (Figura 16E). Adicionalmente, 

estudios anteriores demostraron que el nivel de ABC en las células SW480 estimuladas con 

el IFN-γ aumenta al inhibirse a mTORC1 (Nava et al., 2014). Por lo tanto, podemos 

proponer que mTORC1 inhibe la actividad co-transcripcional de β-catenina.  

 

 Además, estos resultados también nos orientaron a pensar que la inhibición de la 

actividad co-transcripcional de β-catenina podría prevenir la generación de las RDC en las 

CEIs. Para evaluar esta hipótesis, se analizó la presencia de las RDC en las células RKO y 

SW480 tratadas con Doxorrubicina (Dox), un fármaco que provoca daño en el ADN (Yang 

et al., 2014), el IFN-γ y/o un inhibidor de mTOR / mTORC1. La estimulación con el IFN-γ 

disminuyó visiblemente la presencia pH2AX, mostrando nuevamente que la activación de 

mTORC1 inducida por la citocina redujo el daño al ADN ocasionado por la Dox (Figura 

16F). Para corroborarlo, administramos inhibidores de mTOR (AZD8055) o mTORC1 

(LiCl), que resultó en un aumento de las RDC en el ADN (pH2AX) y por lo tanto, se 

inhibió el efecto protector que brindaba la administración del IFN-γ (Figura 16F). 

También, la inhibición de mTORC1 por LiCl o AZD8055 resultó en una mayor presencia 

de β-catenina en las líneas celulares probadas, coincidiendo con los resultados descritos 

previamente (Figura 16F). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que mTORC1 inhibe la 
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actividad co-transcripcional de β-catenina durante la colitis para prevenir el daño al ADN 

de las CEIs. 

 

 

 

Figura 16. mTORC1 previene el daño al ADN inhibiendo la actividad co-transcripcional de β-catenina 

durante la colitis. (A) Efecto de la rapamicina en la inducción de la expresión de EGFP en la mucosa 

intestinal de ratones LRG5-EGFP inducidos a colitis. EGFP y pS6 fueron evaluados por Western blot. El 

tratamiento con DSS se llevó a cabo durante 5 días. La rapamicina se administró por vía IP diariamente 

durante los últimos 3 días. La actina se utilizó como control de carga. n = 3. (B) (C) . Localización de pHist3 

(rojo) y EGFP (verde) en la mucosa del colon de ratones LRG5-EGFP con colitis. El tratamiento con DSS se 

llevó a cabo durante 5 días y la rapamicina se administró vía IP durante los últimos 3 días. La línea de guión 

marca la base de la cripta. Flecha blanca = CEI doble positiva. Asterisco rojo = célula no epitelial GFP 

positiva. Núcleos = Azul. Barra = 20 μm. n = 3. (D) La transactivación de β-catenina se evaluó in vitro 
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mediante el ensayo de TOP-Flash. Las células SW480 se trataron con el IFN-γ durante 18 h. LiCl, AZD8055 

y rapamicina se agregaron en las últimas 6 h de tratamiento con el IFN-γ. Se utilizó FOP-Flash como control 

negativo. Los valores se normalizaron en CMV-renila. Las gráficas representan un solo experimento realizado 

por triplicado. Los datos se expresan como media ± SEM. n = 2. **P < 0.01. (E) ABC y β-catenina total se 

analizaron en fracciones citosólicas y nucleares obtenidas de tejido de la mucosa de animales Ctl y tratados 

con DSS y DSS / LiCl. El DSS se administró en agua para beber durante 5 días. La administración de LiCl se 

realizó por vía IP durante 3 días a partir del tercer día de tratamiento con DSS. Histona 2B (H2B) = marcador 

nuclear. GAPDH = marcador citosólico. n = 3. (F) La inmunofluorescencia para ABC (verde) y F4 / 80 (rojo) 

se realizó en la mucosa intestinal de ratones Ctl (agua para beber) y tratados con DSS y DSS / LiCl. La 

administración de LiCl se realizó por vía IP diariamente durante los últimos 3 días. El DSS se administró en 

agua para beber durante 5 días. Núcleos = Azul. n = 3. Barra = 20 μm. (G) ABC y β-catenina total fueron 

detectadas en la mucosa intestinal de ratones con colitis, la administración de LiCl se realizó por vía IP 

diariamente durante los últimos 3 días. El DSS se administró en agua para beber durante 5 días. n = 3. (H) 

pH2AX y β-catenina total se analizaron en lisados de las células RKO tratadas con Doxorrubicina (3.5 µM). 

El IFN-γ, el LiCl y el AZD8055 se agregaron 30 minutos antes del tratamiento con Dox. El tratamiento con 

Dox se llevó a cabo durante 12 h. La actina se utilizó como control de carga. n = 3. (I) Se analizaron pH2AX 

y β-catenina total en lisados de las células SW480 tratadas con Doxorubicina. Se añadieron IFN-γ y LiCl 15 

minutos antes del tratamiento con Dox. El tratamiento con Dox se llevó a cabo durante 12 h. Se usó actina 

como control de carga. n = 3 (ver también Rubio, 2018). 
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IV.6 La inhibición de mTORC1 incrementa la formación de 

tumores en un modelo murino de carcinogénesis de colon 

inducida con AOM / DSS  

 

 El CAC es el subtipo de CCR que se asocia con la EII y la hiperactivación de β-

catenina, es difícil de tratar y tiene una alta mortalidad (Feagins et al., 2009). Nuestros 

resultados sin embargo, muestraron que mTORC1 previno el daño en el ADN al bloquear 

la activación de β-catenina. Las células inmunológicas activadas durante la inflamación 

producen ROS e intermediarios reactivos de nitrógeno que inducen daño y mutaciones en el 

ADN, que favorecen el desarrollo de CAC (Meira et al., 2008; Pereira et al., 2016; 

Zhang et al., 2013). También, se sabe que las citocinas como TNF, IL-6 e IL-1 

(Popivanova et al., 2008; Wang et al., 2009), entre otras, pueden promover el desarrollo 

de tumores colorrectales y asociados a colitis. La mayoría de las citocinas promotoras de 

tumores son producidas por los macrófagos de la lámina propia y las CDs durante los 

primeros estadios de desarrollo del CAC (Grivennikov et al., 2009) o por las células T 

durante la progresión tumoral tardía (Becker et al., 2004). La mayoría de las citocinas 

promotoras de CAC y CCR activan a los receptores en las células epiteliales intestinales, 

que a su vez, activan a los factores de transcripción oncogénicos (NF-κB y STAT3 son 

particularmente importantes) y otras vías de señalización oncogénicas, como la de Akt / 

mTOR (Bollrath et al., 2009; Bromberg y Wang, 2009; Greten et al., 2004; 

Grivennikov et al., 2009). Aunque la evidencia inicial para la promoción de tumores 

regulados por las citocinas provino de los estudios en un modelo murino de CAC, se 

podrían aplicar los mismos mecanismos al CCR esporádico (Becker et al., 2004; Greten et 

al., 2004). La administración oral de una solución de DSS a roedores se emplea 

ampliamente para mimetizar a las EIIs en humanos, ya que puede causar una reacción 

inflamatoria aguda y ulceración en todo el colon similar a la observada en pacientes con 

alguna EII (Okayasu et al., 1990). Además, la ingesta oral repetida de DSS por sí sola 

puede causar carcinoma de colon en una proporción de ratones cuando la ingestión tiene 

una duración de 7 días y se repite 9 veces (Okayasu et al., 2002). Estas observaciones 

sugieren que la respuesta inflamatoria sola puede causar carcinoma de colon. El AOM 
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también se usa con frecuencia para inducir tumores en el colon distal de roedores al causar 

la formación de la O6-metil-guanina (Boivin et al., 2003). Una administración previa de 

AOM puede acelerar y aumentar la incidencia de carcinogénesis de colon inducida por 

DSS, como lo demuestra una alta incidencia de cáncer de colon (casi el 100%) después de 3 

rondas posteriores de ingestión de DSS (Okayasu et al., 1996).  

 

 Por lo tanto, se analizó el efecto de la inhibición de mTORC1 en la formación de 

tumores utilizando un modelo murino de carcinogénesis de colon asociado a colitis. El 

protocolo para el tratamiento se describe en la figura 18A. El análisis de la pérdida de peso 

demostró que los ratones tratados con AOM, DSS, AOM / DSS y AOM / DSS / LiCl 

mostraron cambios de peso muy similares durante todo el curso del experimento (Figura 

18B). Sin embargo, la formación de tumores solo se detectó en los animales tratados con 

AOM / DSS y AOM / DSS / LiCl (Figura 18C). El número y el tamaño de los tumores en 

el colon aumentaron considerablemente cuando se inhibió a mTORC1 en el tratamiento 

AOM / DSS / LiCl en comparación con el AOM / DSS (Figura 18D). Este hallazgo no fue 

algo inesperado, ya que como se demostró en los resultados anteriores, la inhibición de 

mTORC1 por el LiCl aumentó la proliferación y el daño del ADN en las CEIs. En ambas 

condiciones, al realizar un análisis histológico, se observó un adenocarcinoma 

moderadamente diferenciado, caracterizado por la presencia de células epiteliales con 

núcleos ovoides y agrandados, y numerosos cuerpos mitóticos (Figura 18E). En conjunto, 

nuestros resultados sugieren que la inhibición de mTORC1 durante la colitis contribuye al 

desarrollo de CCRAC. 
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Figura 17. La inhibición de mTORC1 potencia la transformación epitelial durante la colitis. (A) 

Administración de AOM y DSS en un modelo de CCRAC. Descripción esquemática del tratamiento de 

ratones con AOM, DSS y LiCl. Después de la inyección inicial de AOM (12 mg / kg), se administró DSS en 

agua para beber, durante 7 días y se repitió 3 veces. Se administró LiCl diariamente durante los últimos 3 días 

de tratamiento con DSS. (B) Porcentaje de cambio de peso corporal en ratones tratados con DSS, AOM, 

AOM / DSS y AOM / DSS / LiCl. Las gráficas representan un solo experimento realizado por duplicado. Los 

datos se expresan como media ± SEM. n = 4. (C) Imagen representativa de fotos de colon de ratones tratados 

con DSS, AOM, AOM / DSS y AOM / DSS / LiCl. n = 4. Barra = 1 cm. (D) Cuantificación de tumores 

presentes en la mucosa del colon de ratones tratados con DSS, AOM, AOM / DSS y AOM / DSS / LiCl. Los 

resultados se expresan como media ± S.E. n = 4. ***P < 0.001. (E) Tinción con hematoxilina y eosina de 

tumores localizados en el colon de ratones tratados con AOM / DSS y AOM / DSS / LiCl. n = 6. Barra = 20 

μm (ver también Rubio, 2018).  
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V. Discusión. 

  

 Las citocinas tienen un papel crucial en el direccionamiento y el control de la 

inflamación intestinal, las complicaciones locales (como el CCRAC) y las manifestaciones 

sistémicas y extra-intestinales en pacientes con EII (Neurath, 2014). Lo que sugiere que el 

bloqueo de las citocinas o las cascadas de señalización activadas por estas, seguirá siendo 

un campo de interés fundamental para el tratamiento de las EIIs. El IFN-γ desempeña una 

función importante en la alteración de la homeostasis intestinal durante la colitis, al 

contribuir en la ruptura de la barrera epitelial mediante el desensamble de las UEs, 

disminuyendo la tasa de migración de las CEIs, aumentando la apoptosis y suprimiendo la 

proliferación celular mediada por β-catenina (Capaldo et al., 2013; Gunzel et al., 2006; 

Nava et al., 2014; Nava et al., 2010; Tong et al., 2005).  

 

 En este trabajo de investigación, mostramos que la maquinaria molecular implicada 

en la inhibición de la proliferación de las CEIs involucra la activación de mTORC1, un 

efector de Akt. Utilizando complementariamente modelos in vivo e in vitro, demostramos 

que el IFN-γ estimula la señalización que activa a mTORC1 en las CEIs durante la 

inflamación. La activación de mTORC1 en la colitis disminuye la proliferación de las CEIs. 

Mientras que, su inhibición con LiCl o rapamicina favoreció este proceso, traduciéndose en 

un aumento del marcador de proliferación celular pHis3. La administración de LiCl 

estimuló la incorporación de EdU y la generación de nuevas CEIs. La inactivación de 

mTORC1 por MCRS1 o la deleción de Rheb producen una incremento en la muerte de las 

células epiteliales debido a un incremento del daño en el ADN (Brandt et al., 2017; Guan 

et al., 2015). En este trabajo, evidenciamos también que la inhibición farmacológica de 

mTORC1 acrecentó el nivel de daño al ADN. Por lo tanto, nuestros resultados apoyan al 

menos dos mecanismos que contribuyen directamente a esos hallazgos: 1. La activación de 

mTORC1 previene directamente el daño del ADN en las CEIs al inducir la activación de la 

maquinaria de reparación de las RDC (Hasty et al., 2013) y 2. mTORC1 inhibe la 

proliferación de células troncales y, por lo tanto, reduce el daño del ADN. De tal forma que, 

la activación de mTORC1 durante la colitis podría desempeñar un papel clave en el 

progreso correcto del ciclo celular, participando en los puntos de control de daños en el 
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ADN. Además, se sabe que la activación de la autofagia acelera la división de las células 

troncales y la hiperproliferación (Asano et al., 2017), por lo que, mTORC1 podría proteger 

el nicho de las células troncales intestinales inhibiendo a la autofagia (Liu et al., 2010). La 

activación de mTORC1 podría ser parte de un mecanismo destinado a reducir la 

proliferación de las CEIs que han acumulado demasiado daño en el ADN, ocasionado por 

la liberación de ROS durante la inflamación (Coussens y Werb, 2002). Dicho sistema, 

podría ser fundamental en la regulación de la proliferación de las células troncales del 

epitelio intestinal, en especial de las que presentan un alto grado de daño en el ADN 

durante el proceso inflamatorio. La investigación de la función completa de mTORC1 

durante la inflamación crónica intestinal sería de gran importancia para comprender los 

mecanismos moleculares que intervienen en la transición y desarrollo del CCRAC. 

 

 Durante la colitis, el tratamiento con LiCl tuvo una mayor efectividad en la 

inducción de la proliferación celular en las CEIs que la rapamicina. De esta forma se podría 

especular que la activación de la proliferación de las CEIs puede ser inducida por la 

autofagia dependiente e independiente de mTORC1 (Sarkar et al., 2005). Sin embargo, 

debido a que el LiCl regula diversas vías de señalización implicadas en la activación de la 

proliferación de las células epiteliales, por ejemplo, la inactivación de GSK3β (Freeman y 

Freeman, 2006; Raup-Konsavage et al., 2016; Yang et al., 2011), no podemos descartar 

la existencia de otro mecanismo. De hecho, la regulación de la proliferación por ABC en 

las células epiteliales y el daño al ADN mostrados en los resultados previos, apoyan 

firmemente ésta última posibilidad. El LiCl es un inhibidor de amplio espectro dirigido a 

varias de las vías de señalización que se activaron con el IFN-γ. De tal forma que, podría 

representar una herramienta de gran utilidad en el estudio de los mecanismos activados por 

el IFN-γ para el mantenimiento de la homeostasis intestinal durante la inflamación. La 

inhibición de la proliferación celular durante la colitis conduce a la ruptura de la barrera 

epitelial y a la formación de úlceras (Bollrath et al., 2009). Sin embargo, nuestros 

resultados sugieren que también podría representar un mecanismo de adaptación destinado 

a proteger a las CEIs de sufrir daños mayores. En particular, de la células troncales del 

epitelio intestinal, donde un desequilibrio en la regulación de la proliferación celular podría 

repercutir en la regeneración epitelial, o promover la transformación celular y la 
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carcinogénesis, eventos que se han observado durante la EII (Pereira et al., 2016; Vonica 

et al., 2000). No obstante, la naturaleza y la función del mecanismo propuesto necesitan ser 

investigados; aunque, nuestros resultados también sugieren que la transactivación de β-

catenina en las CEIs y en los  macrófagos podría desempeñar un papel importante. β-

catenina promueve la proliferación de las CEIs (Dorfman et al., 2015; van der Flier y 

Clevers, 2009) y, en ausencia de E-cadherina (conocido inhibidor de β-catenina), 

promueve necrosis y anoikis en las CEIs durante la colitis (Fouquet et al., 2005). Dicho 

proceso podría estar directamente relacionado con la hiperproliferación inducida por β-

catenina.  

 

 No obstante, trabajos previos han implicado a β-catenina en la regulación de la 

estabilidad del genoma (Aoki et al., 2007; Dose et al., 2014) y en la respuesta al daño del 

ADN (Chandra et al., 2015; Priolli et al., 2013; Tavana et al., 2013; Xu et al., 2008; 

Zhang et al., 2011). Además, estudios recientes han demostrado que el aumento en la 

traslocación de β-catenina al núcleo sensibiliza a las células a las lesiones en el ADN, 

sugiriendo que la interacción del complejo nuclear α / β-catenina con las proteínas de 

reparación del ADN durante la activación de la vía Wnt, puede ayudar a mantener la 

estabilidad genómica y facilitar el reconocimiento del daño al ADN y el reclutamiento de 

complejos proteicos de reparación en los sitios dañados (Serebryannyy et al., 2017). Por lo 

que, el aumento de β-catenina nuclear en la colitis podría también desempeñar un papel 

benéfico, ya que la activación de la vía Wnt contribuye en la estimulación de las vías de 

reparación del daño al ADN ocasionado por las ROS liberadas durante el proceso 

inflamatorio.  

 

 Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que la transactivación de β-

catenina después de la inhibición de mTORC1 también pueda estimular la producción de 

factores solubles en las CEIs, que a su vez estimularán el reclutamiento de macrófagos M2 

(IL-6+) en el epitelio inflamado como se describió anteriormente (Zhang et al., 2013). 

mTORC1 es necesario para la inducción de un fenotipo pro-inflamatorio en macrófagos 

(Weichhart et al., 2008), por lo tanto, resulta fácil comprender por qué la administración 

de rapamicina y LiCl también podría dar lugar a la generación de un entorno anti-
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inflamatorio mediado por macrófagos tipo M2. Los macrófagos M2 presentes en la mucosa 

del colon generan un microambiente ideal que estimula el desarrollo de CCR (Zhang et al., 

2013). De acuerdo con lo anterior, la activación de la vía Wnt / β-catenina en macrófagos 

(observado en la inhibición de mTORC1), favorece a los macrófagos activados 

alternativamente y a su vez, mTORC1 regula positivamente la señalización de IL6 / 

STAT3, una vía de señalización asociada con Wnt / β-catenina en el desarrollo del cáncer 

(Brandt et al., 2017; Guan et al., 2015). Por lo tanto, la inhibición de mTORC1 podría 

favorecer la desregulación de las vías de señalización convergentes, potenciando el daño 

epitelial y el ambiente pro-inflamatorio que contribuye finalmente al desarrollo de cáncer.  

 

 Es necesario ampliar la investigación del mecanismo por el cual mTORC1 inhibe la 

proliferación de las CEIs. Sin embargo, se ha demostrado que la inhibición de la autofagia 

afecta el proceso de regeneración celular en el intestino (Asano et al., 2017). La activación 

de mTORC1 por el IFN-γ podría participar en la regulación de dicho proceso. El LiCl es un 

inductor de la autofagia dependiente e independiente de mTOR (Sarkar et al., 2005) y 

además, se ha observado que estimula la regeneración celular durante los periodos de 

recuperación posteriores a un tratamiento con DSS para la inducción de colitis aguda 

(Raup-Konsavage et al., 2006). Por lo tanto, la activación de mTORC1, efector de la vía 

de señalización de PI3K / Akt, podría ser fundamental en la inhibición de la autofagia y la 

proliferación celular en la inflamación intestinal. Sin embargo, la inhibición de la 

transactivación de β-catenina y su efecto en la regulación de mediadores solubles conocidos 

por promover la proliferación y la respuesta anti-inflamatoria (como la IL-10) (Zhang et 

al., 2013) son interrogantes que deben ser estudiadas. mTORC1 podría formar parte de un 

sistema que previene la proliferación descontrolada, en especial, de las células troncales del 

epitelio intestinal, donde podría estar evitando el daño al ADN o su acumulación, para 

prevenir el desarrollo de cáncer durante la colitis.  
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VI. Resumen de resultados. 

 

 

 

 mTORC1 se activa en las CEIs durante la colitis. 

 El LiCl inhibe la activación de mTORC1. 

 El LiCl incrementa la proliferación celular a través de la inhibición de 

mTORC1 durante la colitis. 

 mTORC1 detiene la acumulación de daño al ADN en las CEIs durante la 

colitis. 

 mTORC1 inhibe la actividad co-transcripcional de β-catenina durante la 

colitis. 

 mTORC1 previene el daño epitelial ocasionado por la colitis. 

 mTORC1 se activa en macrófagos residentes de la mucosa durante la colitis. 

 La inhibición de mTORC1 durante la colitis favorece la inducción de un 

fenotipo pro-inflamatorio de macrófagos. 

 mTORC1 previene la tumorogénesis en un modelo de CCRAC.  
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VII. Conclusión. 

 

 

 

 mTORC1 es activado por el IFN-γ en la mucosa del colon durante la inflamación y 

modula la proliferación celular, protege del daño epitelial, estimula un ambiente pro-

inflamatorio y previene el desarrollo de CCR en un modelo de colitis inducida por DSS. 
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VIII. Perspectivas. 

 

 

 

 Investigar el mecanismo por el cual mTORC1 inhibe la proliferación celular de las 

CEIs durante la colitis. 

 

 Estudiar la inhibición de la transactivación de β-catenina y su efecto en la 

regulación de mediadores solubles conocidos por promover la proliferación y la 

respuesta anti-inflamatoria (como la IL-10) durante la colitis. 
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Apéndice A: Modelo de colitis inducida con DSS. 

 

 La interrupción de la barrera epitelial intestinal y, por lo tanto, la entrada de 

bacterias o antígenos bacterianos del lumen al interior de la mucosa se ha establecido como 

un mecanismo de enfermedad en la enterocolitis. En la década de 1990 Hermiston y 

Gordonon, fueron de los primeros investigadores en evidenciar la importancia de un 

epitelio intacto en la prevención de la inflamación de la mucosa. Pues, una barrera epitelial 

defectuosa será una entrada accesible para los microorganismos comensales, favoreciendo 

el establecimiento del proceso inflamatorio (Hermiston y Gordonon, 1995).  

 

 Un fenómeno similar ocurre en la colitis por DSS. El DSS es un polisacárido 

sulfatado directamente tóxico para el epitelio del colón, al dañar a las células epiteliales y 

provocar una respuesta inmunológica que altera la función de barrera en el epitelio de todo 

el colon (Figura del Apéndice A). Por lo tanto, la administración de DSS a ratones en su 

agua de bebida durante un periodo corto da como resultado la inducción de una inflamación 

aguda totalmente reproducible, limitada al colon y caracterizada por erosiones / úlceras, 

pérdida de criptas e infiltración de granulocitos (Okayasu et al., 1990; Cooper et al., 

1993). Es importante destacar que ésta inflamación se desarrolla en ausencia de células T, 

mediadores de la inmunidad adaptativa (Dieleman et al., 1994; Krieglstein et al., 2002), esto 

indica que las citocinas efectoras producidas por las células del sistema inmunológico 

innato son suficientes para causar la inflamación. Sobre esta base, la colitis por DSS se ha 

convertido en un modelo útil para el estudio de los mecanismos inmunológicos innatos 

involucrados en el desarrollo de la inflamación intestinal. De hecho, varios estudios han 

resaltado los papeles críticos que desempeñan las células innatas, como los macrófagos y 

los neutrófilos, en la inflamación de la mucosa (Dieleman et al., 1994; Dieleman et al., 

1998; Krieglstein et al., 2002; Fukata et al., 2005; Pull et al., 2005; Chami et al., 2014). 

Esto ha llevado a comprender que los neutrófilos son de gran importancia para incrementar 

el daño tisular, y que los macrófagos son fuentes importantes de citocinas pro-

inflamatorias, así como de citocinas que regulan la función barrera del epitelio intestinal y 

la proliferación celular. 
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Figura del Apéndice A. Modelo de colitis experimental con dextrán sulfato de sodio (DSS). La colitis por 

DSS es esencialmente una colitis debida a la pérdida de la función de la barrera epitelial y la entrada de los 

microorganismos luminales o sus productos en la lámina propia. Dicha entrada da como resultado la 

estimulación de elementos linfoides innatos y adaptativos y la secreción de citocinas pro-inflamatorias y 

quimiocinas. Además, da lugar a la afluencia de células con potencial citotóxico como los neutrófilos y los 

macrófagos inflamatorios. 

  

 

 A pesar de que la colitis por DSS es causada principalmente por la interrupción del 

epitelio y la activación de macrófagos y neutrófilos en la ausencia de la inmunidad 

adaptativa, se debe tener siempre en consideración que las respuestas de las células T 

pueden agravar la respuesta inflamatoria cuando la inmunidad tanto innata como adaptativa 

están intactas. Se observó una respuesta Th1 polarizada en la colitis aguda, mientras que se 

encontró una respuesta Th1 / Th2 mixta en una forma crónica de colitis por DSS, lograda 

por ciclos repetidos de administración de DSS (Dieleman et al., 1998). En consecuencia, 

las células T producen citocinas efectoras que favorecen a los altos niveles de TNF-α e IL-6 

producidos por los macrófagos en ambas formas de colitis por DSS. La colitis inducida por 

DSS ha contribuido en el estudio de muchos de los atributos de la inflamación intestinal. 

Sin embargo, no se debe suponer que este modelo es un imitador preciso de la EII humana, 

ya que es poco probable que el daño masivo de las células epiteliales y la invasión 

generalizada de la lámina propia por parte de los microorganismos sea un mecanismo 

primario de la enfermedad humana. Ésta diferencia entre la colitis por DSS y la EII humana 

también se refleja en el hecho de que la colitis crónica por DSS se caracteriza por una 
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respuesta de citocinas pro-inflamatorias mixtas de las células T, mientras que la EII humana 

crónica se caracteriza por respuestas de las células T polarizadas. Particularmente en el 

estudio de los defectos primarios de las células epiteliales como un mecanismo de 

iniciación de la EII humana, la colitis por DSS debe usarse con precaución, ya que causa 

una lesión más extendida e indiscriminada de lo que probablemente ocurra en la 

enfermedad humana (Kiesler et al., 2015). 
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Apéndice B: Autofagia: mTOR-dependiente y mTOR-

independiente. 

 

 Las dos principales rutas para la eliminación y el reciclaje de proteínas y organelos 

en las células eucariotas ocurren mediante mecanismos que involucran la ubiquitinación y 

al proteosoma o la autofagia y el lisosoma. Los proteosomas degradan predominantemente 

las proteínas nucleares y citosólicas de vida corta y tamaño pequeño (menos a 50 kDa). La 

degradación de la mayor parte de las proteínas de vida-media larga y organelos está 

mediada por la macroautofagia, generalmente conocida como autofagia (Klionsky y Emr, 

2000). La palabra autofagia se deriva de las raíces griegas “auto” (uno mismo) 

y “phagos” (comer) y se refiere a los procesos celulares catabólicos en los que determinado 

material celular se transporta a los lisosomas para su degradación o reciclaje. Christian de 

Duve, galardonado con el Premio Nobel por su trabajo en lisosomas, empleó por primera 

vez el término autofagia en 1963. Utilizó la palabra para describir el fenómeno asociado 

con vesículas de una o dos membranas con contenido citoplasmático, incluidos los 

organelos, en distintas etapas de digestión (Ravikumar et al., 2010). 

 

 La autofagia es un proceso celular altamente conservado mediante el cual los 

componentes citoplasmáticos son secuestrados en autofagosomas y se fusionan con los 

lisosomas para su degradación (Guan et al., 2013). Consta de cuatro etapas: iniciación, 

elongación, maduración y fusión (Figura de Apéndice B). Este proceso inicia mediante la 

formación de una estructura membranal en forma de copa (el fagóforo) en el citoplasma. El 

fagóforo acumula proteínas que permiten que la membrana se alargue y forme una 

estructura de doble membrana llamada autofagosoma. Una parte del citoplasma está 

encerrada en el autofagosoma junto a los componentes celulares que se degradarán. Los 

autofagosomas son transportados por los microtúbulos hacia la región perinuclear de la 

célula (donde los lisosomas están agrupados) para aumentar la probabilidad de la fusión del 

autofagosoma con el lisosoma. Después de la fusión con los lisosomas, el contenido del 

autolisosoma es degradado por las hidrolasas lisosómicas ácidas o es reciclado. La H+-

ATPasa vacuolar (también llamada V-ATPasa) es una bomba de protones que reside en la 

membrana lisosomal y permite la acidificación del contenido autolisosómico. La 
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acidificación es crucial para la activación de las enzimas lisosomales, como las catepsinas u 

otras hidrolasas ácidas, que son responsables de la proteólisis de los componentes en el 

autofagolisosoma (Metcalf et al., 2012; Guan et al., 2013; Motoi et al., 2014). 

 

 

 

Figura del Apéndice B. Etapas de la autofagia. Una porción del citoplasma, incluyendo los organelos, es 

encerrada por una membrana de aislamiento. Al elongarse ésta membrana, la proteína LC3 se escinde en su 

extremo carboxilo-terminal para formar LC3-I citosólica. Esta proteína se conjuga con fosfatidiletanolamina 

para formar LC3-II, ayudando al cierre de la membrana para formar el autofagosoma. Los autofagosomas 

finalmente se fusionan con los lisosomas. Después, la hidrolasa lisosomal degrada los sustratos contenidos en 

los autofagolisosomas (Tomada de Motoi et al., 2014). 

 

 

  La autofagia se activa bajo condiciones de inanición o privación de los nutrientes, 

con la finalidad de catabolizar sustratos celulares, y generar energía. Al ser la encargada del 

reciclaje, la autofagia es crucial para mantener la homeostasis celular y regular procesos 

celulares fundamentales, como la muerte celular, la proliferación celular, la inflamación y 

numerosas funciones innatas y adaptativas del sistema inmunológico. Por ello, las 

perturbaciones en la autofagia se han asociado con numerosas enfermedades y procesos 

patológicos, que incluyen neurodegeneración, cáncer, envejecimiento, infecciones, 
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inflamación cardiovascular y enfermedades autoinmunes, como la EII. La relación entre la 

autofagia y la patogénesis de las enfermedades es un área de intensa investigación. Su 

estudio se complica porque la autofagia puede ser protectora o dañina, dependiendo del 

contexto biológico (Guan et al., 2013; Patel y Stappenbeck, 2012). 

 

La formación del autofagosoma está regulada por muchas señales que se dividen en 

dos grandes categorías: mTOR-dependiente y mTOR-independiente.  mTOR es un supresor 

de la autofagia "clásica", que actúa bloqueando la actividad del complejo ULK1. La 

actividad de mTOR depende de varias señales ascendentes que incluyen el estado de 

energía y el estado de los nutrientes de la célula y factores de crecimiento (Laplante y 

Sabatini, 2012a; Laplante y Sabatini, 2012b). Las vías que actúan independientemente de 

mTOR incluyen a la cinasa AMPK (5'-AMP-activated protein kinase), la enzima activada 

por estrés JNK1 (Jun N-terminal kinase 1), proteínas solo-BH3 (Bcl-2 homólogas 3, 

miembros de la familia Bcl-2 que comparten solo el "dominio BH3"), el receptor de 

inositol IP3R (1,4,5-trisphosphate receptor), Erk 1 / 2 y Calcio (Criollo et al., 2007; Maiuri 

et al., 2007; Wei et al., 2008). La autofagia también puede ser inducida 

farmacológicamente al inhibir a sus reguladores negativos como mTOR, mediante la 

rapamicina o bien por inductores de la autofagia independientes de mTOR tales como la 

trehalosa (Sarkar et al., 2007; Guertin y Sabatini, 2009). 
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Apéndice C: Cloruro de Litio (LiCl): Mecanismo de acción. 

  

 El litio se ha usado clínicamente para tratar trastornos bipolares durante más de 

medio siglo, y se han descrito sus diversas propiedades neuroprotectoras y neurotróficas. 

Sarkar et al. reportaron, por primera vez, que la autofagia inducida por litio mejora la 

degradación de la mutante de Huntingtina mediante una vía independiente de mTOR en las 

células precursoras neuronales y las no neuronales (Sarkar et al., 2007). Desde entonces, 

se ha descrito la regulación de la autofagia por el litio en diversas enfermedades 

neuropsiquiátricas, como la enfermedad de Huntington (ED), la enfermedad de Alzheimer 

(EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad priónica y la esclerosis lateral 

amiotrófica (ELA). Sin embargo, la vía de señalización para explicar la regulación de la 

autofagia despendiente del litio no ha sido descrita de manera consistente. Además, el litio 

no regula positivamente la autofagia en todas las condiciones patológicas. En un trastorno 

como la isquemia cerebral o la EA, se ha demostrado que el litio la regula negativamente 

(Motoi et al., 2014; Ravikumar et al., 2010; Shimada et al., 2012). 

 

El litio también induce la autofagia mTOR-independiente a través de la inhibición 

de la inositol monofosfatasa (IM-Pase) (Phiel y Klein, 2001; Sarkar y Rubinsztein, 

2006). El litio afecta esta vía al inhibir a la IMPasa, lo que lleva a una reducción del 

inositol libre, que a su vez disminuye el nivel de mio-inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) (Motoi 

et al., 2014). El aumento del nivel de inositol o IP3, así como la estimulación de su receptor 

(IP3R) inhiben a la autofagia, y el litio es capaz de revertir este efecto (Criollo et al., 2007; 

Sarkar et al., 2005).  

 

 Por otro lado, el litio es un inhibidor directo (Ryves y Harwood, 2001) e indirecto 

(Chalecka-Franasze y Chuang, 1999) de la cinasa GSK-3β (glycogen synthase kinase-

3β), que tiene una amplia gama de funciones celulares como la regulación de procesos 

como la muerte celular, el ciclo celular y la carcinogénesis, entre otras. La actividad de 

GSK3β está regulada positivamente por la fosforilación en el residuo de Tyr216, y por el 

contrario, la fosforilación en la Ser9 inhibe su actividad. GSK3β Tyr216 (forma activa) 

regula negativamente la autofagia (Yang et al., 2012; Park et al., 2013). Por lo tanto, la 
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inhibición de GSK3β por LiCl promueve la autofagia, al disminuir su forma activa y 

promover su forma inactiva (GSK3β fosforilada en la Ser9), esto tiene como consecuencia 

un incremento de Bif-1 (bax interacting factor 1) que favorece la interacción con el 

complejo Beclina-1-VPS34, resultando en la inducción de la autofagia (Etxebarria et al., 

2009; Park et al., 2013; Yang et al., 2010). 
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Apéndice D: DAI (Disease Activity Index). 

  

 

 

Tabla del Apéndice D. Puntuación para obtener el Índice de la Actividad de la Enfermedad (DAI). El 

puntaje final se obtiene promediando el valor de cada uno de los tres parámetros: Pérdida de peso, 

consistencia de las heces y sangrado rectal. Al evaluar cada parámetro se asigna un puntuación que va de 0 a 4 

en el caso de la pérdida de peso y de 0, 2 o 4 en el caso de la consistencia de las heces y el sangrado rectal, 

según aumente la severidad del daño observado en cada uno. Se recomienda realizar ésta valoración 

diariamente durante el tratamiento con DSS, para un mayor control y reporte de la actividad de la enfermedad. 

(Tomado de da Costa Gonçalves et al., 2013). 
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Anexo 1: “mTORC1 Prevents Epithelial Damage During Inflammation 

and Inhibits Colitis-Associated Colorectal Cancer Development” 
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Anexo 2: “pVHL supresses Akt/β-catenin-mediated cell proliferation by 

inhibiting 14-3-3ζ expression” 
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Anexo 3: “The pro-inflammatory cytokines IFN/TNFα increase 

chromogranin A-positive neuroendocrine cells in the colonic epithelium” 
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Anexo 4: “14-3-3 Proteins regulate Akt Thr308 phosphorylation in 

intestinal epithelial cells” 

 


