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Resumen 

 

Los linfocitos T reguladoras (Treg) son células del sistema inmunológico con la 

capacidad de regulas las respuestas activas del sistema inmunológico y promover la 

auto tolerancia. Estas células son encargadas de proveer tolerancia central y periférica 

a los organismos para hacer frente a moléculas propias y externas capaces de provocar 

un daño. El estudio de los mecanismos de diferenciación y expansión de las células 

Treg han tomado gran importancia derivado de sus características para ser 

diferenciadas in vitro a partir de linfocitos T naive en presencia de estímulos como IL-2, 

TGF-β, anti-CD3 y anti-CD28. Uno de los más grandes retos en el estudio de las células 

Treg están dirigido a encontrar protocolos que favorezcan la diferenciación, función y 

estabilidad de dichas células. El selenito de sodio es un micronutriente capaz de regular 

procesos epigenéticos como la metilación global del ADN el cual juega un papel 

fundamental en la diferenciación de células Treg. El objetivo de este trabajo es dilucidar 

el efecto que tiene el selenito de sodio en la diferenciación de células T reguladoras. 

Nosotros observamos que el selenito de sodio a una concentración de 2X10-6 M, no 

muestra efectos adversos en la viabilidad de las células precursoras de células Treg, 

así mismo, se obtuvo un ligero aumento en el porcentaje de células Treg en el 

tratamiento con todos los estímulos (anti-CD3, anti-CD28, IL-2, TGF-β y selenito de 

sodio), por lo contrario no se observó diferencia en la expresión de las desmetilasas de 

ADN TET2 y TET3. Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con selenito de 

sodio, anti-CD3, anti-CD28, IL-2, TGF-β durante 6 días, favorece el porcentaje de 

células Treg, pero no muestra un efecto favorable en la expresión de las desmetilasas 

de ADN TET2 y TET3 de células Treg. 

 

Palabras clave: PBMC, células Treg, TET2, TET3, selenito de sodio. 
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Abstract 

 

Regulatory T lymphocytes (Tregs) are cells of the immune system with the ability to 

regulate active responses of the immune system and promote self-tolerance. These cells 

are responsible for providing central and peripheral tolerance to organisms to deal with 

their own and external molecules capable of causing damage, the study of the 

differentiation and expansion mechanisms of Treg cells has taken on great importance 

derived from their peculiar characteristic to be able to be generated in vitro from naive T 

lymphocytes and in the presence of stimuli such as IL-2, TGF-β, anti-CD3, and anti-

CD28. One of the greatest challenges in the study of Treg cells is to find protocols that 

favor the differentiation, function, and stability of these cells. Sodium selenite is a 

micronutrient capable of regulating epigenetic processes such as DNA methylation, 

which plays a fundamental role in the differentiation of Treg cells. The objective of this 

work is to elucidate the effect that sodium selenite has as a micronutrient capable of 

regulating processes of T regulatory cells differentiation. We note that sodium selenite 

at a concentration of 2x10-6 M does not show adverse effects on the viability of precursor 

cells Treg cells, likewise, a slight increase in the percentage of Treg cells in the treatment 

it contains all the stimuli. (anti-CD3, anti-CD28, IL-2, TGF-β and sodium selenite), on the 

contrary, there was no difference in the expression of the DNA demethylases TET2 and 

TET3. Our results suggest that treatment with sodium selenite, anti-CD3, anti-CD28, IL-

2, TGF-β for 6 days, favors the percentage of reg cells but does not show a favorable 

effect on the expression of the DNA demethylases TET2 and TET3 from Treg cells  

Keywords: PBMC, Treg cells, TET2, TET3, sodium selenite. 
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1. Introducción 

 

El sistema inmunológico se conforma de células, órganos y tejidos que desarrollan 

mecanismos de defensa con el objetivo de proteger a los organismos contra moléculas 

externas y propias, capaces de generar daño. Se clasifica en dos principales tipos:  

 

1.1 Sistema inmune innato 

El sistema inmune innato, también denominada respuesta inmune innata. Es el primer 

mecanismo de defensa en activarse y es considerado una respuesta inespecífica. La 

respuesta inmune innata está constituida por barreras físicas y químicas que impiden el 

paso como primer bloqueo de agentes nocivos al organismo. En la respuesta inmune 

innata participan cierto grupo de células que se encargan de contener al antígeno a 

través de distintos mecanismos como la fagocitosis y citólisis, entre otros. Dentro de las 

células que conforman el sistema inmune innato se encuentran los neutrófilos, 

eosinófilos y basófilos (polimorfonucleares), que presentan gránulos en el citoplasma 

que contienen entre otras cosas, enzimas que son liberadas durante algunos eventos 

de reacciones alérgicas o en infecciones. Otro grupo celular de la respuesta inmune 

innata son los monocitos y macrófagos (mononucleares), capaces de fagocitar y 

sintetizar hidrolasas y peroxidasa promoviendo la muerte celular. Así mismo, participan 

las células dendríticas. Este grupo actúa principalmente, como agentes que captan y 

presentan a los antígenos ante otros tipos celulares para activar mecanismos de 

destrucción contra los organismos nocivos. Finalmente las células asesinas naturales 

(NK), células con potencial citotóxico contra células potencialmente patógenas (Abbas 

et al., 2014; Calame et al., 2016; Vivier et al., 2011).  

 

1.2. El sistema inmune adaptativo  

Es caracterizado por reconocer patógenos de manera altamente especifica gracias a la 

presencia de receptores (TCR y BCR principalmente) en linfocitos, así mismo. En la 

respuesta inmune adaptativa es posible la generación de células de memoria, que 

permiten incrementar la velocidad de respuesta contra patógenos en el caso de existir 

un segundo evento de contacto con el agente patógeno.  

En la respuesta inmune adaptativa, participan células especializadas, capacitados para 

de generar moléculas de defensa específicas denominados anticuerpos, así como 

diferenciarse en células con funciones de memoria, defensa y regulación. Cabe resaltar 
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que en la respuesta inmune adaptativa también participan células del sistema inmune 

innato (macrófagos, células dendríticas, etc.), estas encargadas de presentar antígenos 

a los linfocitos (T y B), favoreciendo así la generar anticuerpos (IgA, IgE, IgG, IgD e IgM) 

por las células B plasmática. La generación de anticuerpos induce señales para 

diferenciar a los linfocitos T en linfocitos específicos, tal como los linfocitos T citotóxicos 

CD8+ (conformados para destruir células dañadas mediante la generación de 

perforinas), los linfocitos T cooperadores CD4+ (que favorecen la proliferación de 

linfocitos T y la activación de linfocitos B) y los linfocitos T reguladores (con actividad 

reguladora de los mecanismos de defensa y promotores de la tolerancia inmunológica) 

(Cheng & Anderson, 2012; Hamon & Quintini, 2016; Shuai et al., 2016).  

 

Como una alternativa que potencie la actividad del sistema inmunológico, se ha 

propuesto el uso de micronutrientes, tal es el caso del selenio (Se), un oligoelemento de 

gran importancia para los organismos vivos. El selenio está presente en una gran 

variedad de compuestos biológicos los cuales forman parte de la dieta humana como la 

carne vacuna, de aves, porcina, huevos, derivados lácteos, cereales y pan. El selenio 

forma parte de aminoácidos selenocisteína (Secis) y selenometionína (Semet) 

principalmente. En su estructura original el selenio sustituye al azufre de la cisteína y 

metionina para formar los aminoácidos Secis y Semet (Fig. 1) que a su vez forman parte 

de las selenoproteínas, mediante las cuales el selenio desarrolla sus funciones en los 

humanos (Thiry et al., 2013). 

 

Las selenoproteínas son proteínas que contienen residuos de Secis codificadas por el 

codón UGA, en los seres humanos se han identificado alrededor de 25 genes que 

codifican selenoproteínas, por ejemplo, el glutatión peroxidasas con función catalítica 

de H2O2, las tiorredoxinas reductasas con actividad de oxidorreductasa y como 

cofactores y las yodiodironinas desodinasas que favorecen la conversión de T4 y T3 

que participan en patologías como la Tiroiditis autoinmune. Por tal motivo desempeñan 

funciones en el sistema inmunológico de gran relevancia (Lockitch, 1989; Combs, 2001; 

Lu & Holmgren, 2009; Uğuz et al., 2009; Weeks et al., 2012).  
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Figura 1. Selenoproteínas. El selenio es un elemento constitutivo estructural de las selenoproteínas como 
eslabón constitutivo de los aminoácidos (Tomado y modificado de Caţianis et al., 2020).  

 

En este trabajo se pretende evaluar el efecto toxico del selenito de sodio sobre la 

viabilidad de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de 

donantes sanos y tratadas con selenito de sodio, así como la función del selenito de 

sodio como agente potencial en la diferenciación de células T reguladoras (Treg) y de 

la expresión de los marcadores CD4+CD25+Foxp3+) de células Treg. De igual manera 

se busca evaluar la expresión de los genes TET2 y TET3 que codifican para las 

hipometilasas de ADN TET2 y TET3 de Treg, expuestas a selenito de sodio durante 6 

días.  
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2.  Antecedentes 

 

2.1. Células T reguladoras  

La tolerancia inmunológica central es un mecanismo que tiene lugar en el timo a través 

de la eliminación de las células autorreactivas generadas tras una falla en la tolerancia 

central, en dicho momento el cuerpo humano activa un segundo mecanismo de 

regulación (tolerancia periférica) dirigido por células denominadas linfocitos T 

reguladoras (Treg) cuya función es regular las respuestas activas del sistema 

inmunológico promoviendo la auto tolerancia (Sakaguchi et al., 1995) Zenewicz et al.,  

2010). Los linfocitos Treg también denominados células T reguladoras, están 

constituidas por tres principales grupos; 1) las células Treg naturales 

CD4+CD25+Foxp3+ (nTreg), generadas en el timo,  2) las células Treg periféricas 

CD4+CD25+Foxp3- (pTreg) con origen en nódulos linfáticos y tracto digestivo, a partir 

de células naive y tras la exposición a TGF-β e IL-2 principalmente (Chen et al., 2003) 

(Saadoun et al., 2011), y 3) las células Treg inducidas CD4+CD25+Foxp3- (iTreg), 

generadas in vitro a partir de células naive y en presencia de IL-2 y TGF-β 

principalmente, pueden ser utilizadas como tratamiento de enfermedades autoinmunes 

así como el rechazo a injerto (inmunoterapia)  (Chen & Konkel, 2010) (Bilate & Lafaille, 

2012).  

 

2.2. Mecanismos de acción de las células T reguladoras 

Los linfocitos Treg son capaces de implementar un entorno de equilibrio a través de 

distintos mecanismos de supresión los cuales pueden ser dirigidos al microambiente 

celular o dependientes del contacto con células diana.  

Uno de los principales objetivos de los linfocitos T reguladores, es suprimir la 

proliferación de células T efectoras evitando respuestas autoinmunes derivadas de 

fallas y daños en el organismo, el antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos (CTLA-4) actúa 

como un componente competitivo de CD28 en el ensamblaje a las proteínas B7 

(CD80/CD86) principales moléculas de estimulación de las APC evitando la proliferación 

de células T efectoras (Bengsch et al., 2017). Además, las células Treg pueden 

condicionar a las células dendríticas (DC) a través de la interacción entre CTLA-4 y 

CD80/CD86 mediante la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que actúa como 

inductor del catabolismo del triptófano generando metabolitos como leunurenin con 

potencial proapoptóticos suprimiendo la activación de células T efectoras, cabe destacar 
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que la expresión de IDO es dependiente de una elevada expresión de CTLA-4 en las 

células Treg (Grohmann et al., 2002; Wing et al., 2008). 

Por otra parte, las células Treg actúan como agentes competitivos de la adquisición de 

la IL-2 con la finalidad de agotar por completo a este componente esencial  para los 

linfocitos T efectores privándolos de la IL-2 que actúa como factor de crecimiento y 

desarrollo, este proceso se lleva a cabo a través de la cadena α del recetor de 

interleucina 2 (CD25) presente constitutivamente en células Treg propiciando así la 

apoptosis celular (Deaglio et al., 2007).  

Otro mecanismo de regulación está dirigido a la citólisis de linfocitos T mediante la 

secreción de moléculas que participan como agentes citotóxicos, por ejemplo, las 

granzimas A y B dependientes de perforina capaces de unirse a la membrana de la 

célula formando poros y permitiendo que las granzimas penetren y desarrollen su 

función citolítica en la célula. Se ha demostrado que las células nTreg presentan la 

granzima A y por lo contrario las células iTreg presentan granzima B (Grossman et al., 

2004; Gondek et al., 2005).  

 

También se ha visto que las células Treg son capaces de inhibir la proliferación de 

células dendríticas y macrófagos, así como de células T efectoras, debido a la secreción 

de interleucina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β). La IL-10 

actúa como un agente inhibitorio en el proceso de la presentación antigénica reduciendo 

la interacción entre el complejo principal de histocompatibilidad dos (MHC II) y 

CD80/CD86 de células dendríticas, afectando la maduración de dichas células, al mismo 

tiempo es capaz de inhibir la producción de IL-1 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α) secretados por macrófagos con función antiinflamatoria (Kingsley et al., 2002). Al 

mismo tiempo, se ha demostrado que TGF-β participa en la prevención de la 

autoinmunidad dado que posee propiedades antiproliferativas y antinflamatorias, actúa 

como bloqueador de IL-15 la cual comprometiendo el crecimiento de células T CD8+ y 

modula la proliferación de células NK (Liu et al., 2008).   

 

2.3. Foxp3  

Gracias a los avances en las investigaciones se ha logrado identificar que la 

participación del factor de transcripción Foxp3 es crucial para diferenciar células Treg, 

este factor constituye el marcador de mayor importancia como diferenciador fenotípico 

de los linfocitos Treg (Roncador et al., 2005) (Toker et al., 2013). Foxp3 está regulado 

por la expresión de su gen promotor Foxp3 presente principalmente en células Treg, 
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siendo capaz de suprimir la expresión del factor nuclear de células T activadas (NFAT) 

que promueve la secreción de citocinas efectoras de linfocitos T como IL-2 y NFKB 

complejo que controla la transcripción del ADN principalmente, fungiendo como un 

controlador maestro en el desarrollo y actividad de los linfocitos Treg (awrence, 2009; 

Huehn et al., 2009). De igual manera, promueve la activación CD25 y CTLA-4, 

moléculas de gran importancia en la regulación de la respuesta inmune como parte 

constitutiva de las células Treg (Wu et al., 2006).  

El factor de transcripción Foxp3 está constituido por 431 aminoácidos estructurada por 

cuatro dominios: Dominio Forkhead de unión al ADN, cremallera de leucina que participa 

en el proceso de dimerización, un dominio denominado dedo de zinc cuyas 

características aún siguen sin ser claras y un dominio N-terminal rico en prolina cuya 

función está dirigida a la supresión de los factores de transcripción NFAT y NFKB (Fig. 

2) (Kim, 2009). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la proteína Foxp3. La proteína Foxp3 codificada por el gen Foxp3, está constituida 
por 431 aminoácidos que conforman una región rica en prolina, dedo de zinc, cremallera de leucina y un 
dominio Forkhead (Tomado y modificado de Parias et al., 2010). 

 

El gen promotor del factor de transcripción Foxp3 es el gen Foxp3, situado en el brazo 

corto (p) del cromosoma X y cuya estructura está dada por 11 exones, así mismo 

presenta 3 regiones no codificantes (CNS) en el UTR 3´ altamente conservadas 

evolutivamente que juegan un papel fundamental en la expresión estabilidad y función 

de las células Treg. Dichas regiones están constituidas por una región promotora, una 

región CNS1 involucrada en la generación de células pTreg en la periferia, la región 

CNS2 involucrada en la expresión y estabilidad de Foxp3, también denominada TSDR 

y la región CNS3 la cual está estrechamente relacionada con la diferenciación de células 

nTreg (Feng et al., 2014; Karl et al., 2019; Zheng et al., 2010) (Fig. 2a). 
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Los estudios han demostrado que dichas regiones (CNS) se encuentran reguladas por 

marcas epigenéticas como la acetilación, metilación y fosforilación de histonas que 

regulan la compactación de la cromatina generando la relajación de la cromatina 

favoreciendo la expresión de genes o por lo contrario una cromatina compacta evitando 

la expresión de genes y la activación del mecanismo de trascripción a través de la unión 

de grupos fosfatos a los residuos de Serina, Treonina y Tirosina respectivamente. El 

mecanismo de metilación del ADN se lleva a cabo por las enzimas ADN Metil 

transferasas (DNMT), la DNMT1 responsable del mantenimiento de la metilación y 

DNMT3a/DNMT3b encargadas de la metilación de novo (Kazantsev, & Thompson, 

2008; Loury & Sassone, 2003; Martens et al., 2009; Mentch, et al., 2015; Pechalrieu et 

al., 2017; Zhou et al., 2008). 

 

2.4. Región CNS2/TSDR 

La secuencia no codificante 2, también denominada región desmetilada especifica de 

células T reguladoras (TSDR), es una región de vital importancia ya que se encuentra 

involucrada en el mantenimiento de la expresión y estabilidad de Foxp3 de las células 

Treg. Esta región se caracteriza por presentar 14 regiones CpG, las cuales cuatro se 

encuentran desmetiladas en células nTreg (CpG9, CpG12, CpG13 y CpG14) (Fig. 2b). 

Así mismo, esta región concentra zonas de interacción a distintos factores de 

transcripción que forman parte del mecanismo de expresión y estabilidad de las células 

Treg tales como AP-1, CREB, STAT5, GATA3, Ets1 y Foxp3 (Fig. 2b) (Baron et al., 

2007; Polansky et al., 2008; Sheng et al., 2010; Li et al., 2014). 
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Figura 3. Estructura del gen Foxp3. Estructura del gen promotor de FOXP3 y ubicación del gen y 
conformación de la proteína (dominios) (Tomado y modificado de Karl M et al., 2019). 

 

2.5. TET2 y TET3 

La región CNS2 presenta la región Foxp3/TSDR que se encuentra desmetilada en 

células nTreg, este proceso de desmetilación es catalizado de manera activa por las 

dioxigenasas de metilcitosina de la familia de translocación diez once (TET). Las 

proteínas TET son enzimas dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe (II) 

capaces de oxidar la 5-metilcitosina en 5-formilcitosina, 5-hidroximetilcitosina y 5-

carboxilcitosina, es decir, las proteínas TET participan como un agente hipometilador 

del ADN añadiendo una citocina no metilada lo cual favorece la expresión y estabilidad 

de las células Treg (Nair et al., 2016). 

Por tal motivo las proteínas TET2 y TET3 tienen la capacidad de generar la conversión 

de 5-metilcitosina en diferentes productos como 5-hidroximetilcitosina lo que resulta en 

la desmetilación específica del TSDR de Foxp3 de células Treg promoviendo la 

estabilidad y correcta expresión del factor de transcripción Foxp3. Así mismo se ha 

demostrado que TET2 es un elemento esencial que favorece la desmetilación del 

(CNS2) en el desarrollo de células Treg principalmente en etapas tempranas (Nair & Oh, 

2014; Yang et al., 2015). 

 

Así mismo se ha demostrado que la transferencia adoptiva de Treg carentes de TET2 y 

TET3 inhibió la expresión de Foxp3 provocando y la conversión en células productoras 

de IL-17 (Nakatsukasa et al., 2019). 

b) 

Xp11.

a
q p 
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2.6. Células T reguladoras en enfermedades y procesos autoinmunes   

Las células Treg son parte esencial del cuerpo humano como factor regulador de la 

respuesta inmune, favoreciendo la tolerancia inmunológica. Cuando el organismo 

presenta algún tipo de alteración en su funcionamiento las células Treg tienden a 

disminuir perdiendo la capacidad de regulación en el sistema inmunológico lo que puede 

resultar en padecimientos autoinmunes (Ferguson et al., 2000). En la última década el 

estudio de los procesos de regulación, diferenciación y generación de las células Treg 

ha tomado gran relevancia derivado del papel que desarrollan en el control y retraso de 

enfermedades autoinmunes, procesos inflamatorios y en la prevención en el rechazo a 

injertos (Trenado et al., 2006). Los primeros trabajos cuya tarea de estudiar las 

alteraciones en Foxp3 con repercusiones en padecimientos autoinmunes se han 

realizado en modelos animales, específicamente en ratones que presentaban una 

mutación espontánea, ligada al cromosoma X del gen Foxp3 denominado Scurfy y cuya 

alteración es asignada a la ausencia de células Treg y que resulta en inflamación 

multiorgánica, especialmente en la piel, el pulmón y el hígado (Godfrey et al., 1991).  

En humanos también se reportado las implicaciones de las células Treg en 

padecimientos autoinmunes. El síndrome de inmunodesregulación poliendocrinopatía 

enteropática ligada al cromosoma X (IPEX) en humanos, es un claro ejemplo de dichas 

alteraciones derivadas de una serie de mutaciones en el gen FOXP3 (17-20-cM en 

Xp11.23 –Xq13.3) en células Treg caracterizado por el desarrollo de trastornos 

autoinmunes que afecta las glándulas endocrinas (Bennett et al., 2000). 

La Diabetes Mellitus tipo I es considerada una patología autoinmune cuya afección se 

basa a la auto destrucción de las células β pancreáticas, en esta enfermedad se ha 

identificado que las células Treg carecen de función y el porcentaje de reguladoras es 

reducido lo que desencadena un aumento de citocinas proinflamatorias (Kukreja et al., 

2002). De igual manera, la tiroiditis autoinmune es otro padecimiento en el cual se 

produce un ataque del sistema inmunológico a la glándula tiroidea y la cual está 

presente en personas con el síndrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatía, 

Enteropatía, ligado al cromosoma X (IPEX), reduciendo su actividad provocando 

hipotiroidismo, por lo contrario, la desregulación puede desencadenar el hipertiroidismo 

en el cual se ha identificado que la población de células Treg es reducida aumentando 

la gravedad de dicha patología (Ellis et al., 2013).  

En la esclerosis múltiple el sistema inmunológico ataca la mielina que recubre las fibras 

nerviosas, se ha demostrado que existe disminución de la expresión del mRNA y la 
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proteína FOXP3 en los linfocitos Treg la cual desencadena alteraciones en la 

inmunoregulación siendo un factor capaz de propiciar la esclerosis múltiple. También se 

ha detallado que personas que padecen la enfermedad atópica, un padecimiento en la 

piel, caracterizada por una reacción de hipersensibilidad anómala inflamatoria y una 

excesiva producción de IgE, presentándose la disminución de células Treg conforme 

progresaba la enfermedad (Huan et al., 2005) (Su et al., 2017). 

 

2.7. Importancia de las células T reguladoras  

El estudio de las células Treg ha permitido ampliar el conocimiento sobre su uso 

terapéutico con la finalidad de emprender tratamientos contra enfermedades 

autoinmunes un ejemplo de ellas es la enfermedad de Crohn en la cual se ha observado 

que el uso transferencia adoptiva con Treg es capaz de controlar el proceso inflamatorio 

y restituir la estructura de la mucosa intestinal (Park et al., 2005).  

De acuerdo con la Asociación de Industrias de Investigación Farmacéutica, se han 

identificado más de 80 tipos de enfermedades autoinmunes tales como Lupus 

Eritematoso Sistémico, Tiroiditis de Hashimoto entre otros, sobre las cuales se sigue 

trabajando en la búsqueda de tratamientos eficaces para contrarrestar las patologías y 

sus efectos secundarios. Derivado de las características que engloban el 

funcionamiento de los linfocitos Treg, los investigadores dirigen su atención en el uso 

de la terapia a base de citocinas y células Treg con el objetivo de manipular dichas 

células como transferencia adoptiva. Al mismo tiempo es de gran importancia considerar 

la existencia de limitantes que potencien la inmunoterapia con Treg como los procesos 

de diferenciación que otorguen mayor estabilidad funcional y la pureza a las células, 

algunos autores han descrito que el compromiso del linaje de las células Treg puede 

desaparecer como consecuencia de condiciones ambientales y el estado de salud e 

incluso es posible que las células puedan convertirse de células CD4+Foxp3+ a 

CD4+Foxp3-. 

En los procesos de trasplantes de órganos, uno de los objetivos primordiales es 

inmunosuprimir a los pacientes con la finalidad de evitar una reacción de rechazo hacia 

el órgano o tejido, este proceso es un tratamiento crónico el cual puede desencadenar 

efectos secundarios ya que el sistema inmune del paciente es inmunocompetente ante 

la aparición de otras patologías las cuales podrían causar su muerte. Aunado a esto la 

ingesta de medicamentos como micofenolato y metilprednisolona (inmunosupresores) 

utilizados como tratamientos para el trasplante de tejidos y órganos, pueden generan 

disrupción metabólica impidiendo su correcta eliminación y favoreciendo enfermedades 
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como la nefropatía crónica por aloinjerto y morbilidad cardiovascular como un efecto 

secundario de la ingesta de dichos medicamentos (Trenado et al., 2003; Sánchez, 2005; 

Scottà et al., 2016; AMIIF, 2018). 

Si bien hoy en día existen terapias a base de citocinas y células con esperanza 

prometedora en el campo de la inmunoterapia, se precisa necesario la búsqueda de 

mecanismos que potencien los aspectos negativos de dichas técnicas con mejoras 

sustanciales. Uno de los grandes retos para la investigación en el campo de las células 

Treg y en específico con las células iTreg está dirigido a la expresión y estabilidad de 

su regulador maestro Foxp3. Las iTreg tienen una gran diferencia con respecto a las 

nTreg la cual se evidencia por la expresión estable de Foxp3 y la desmetilación de la 

región conservada TSDR. Una razón a la cual se le podría atribuir la inestabilidad de 

iTreg está dirigida a los procesos y patrones de heredabilidad que se producen durante 

la generación intratímica la cual no se suscitan durante la generación in vitro (Flooss et 

al., 2007) 

Polansky y colaboradores en el 2008 describieron que células iTreg generadas a partir 

de células naive de ratones reporteros Foxp3-GFP C57BL / 6 estimuladas con anti-CD3, 

anti-CD28 e IL-2 en presencia o ausencia de TGF-β durante 15 días, perdían la 

expresión de Foxp3 sobre todo en aquellas células re-estimuladas a los 10 y 15 días en 

ausencia de TGF-β. Así mismo, se observó un aumento en la metilación del TSDR en 

relación con la pérdida de la expresión de Foxp3 y una disminución en la actividad 

transcripcional del TSDR metilado en comparación con un TSDR no metilado, mediante 

un ensayo de luciferasa, mostrando que la generación de células iTreg a través del 

estímulo con TGF- β no es suficiente para regular la expresión y estabilidad de las 

células iTreg y que el grado de metilación está estrechamente relacionado con la 

expresión y la actividad transcripcional del TSDR. 

Como una alternativa biológica, se ha demostrado que el uso de micronutrientes que 

forman parte de la dieta nutricional en conjunto con factores ambientales, son capaces 

de regular distintos procesos epigenéticos, Sasidharan, Hye e Ik en el 2016 evaluaron 

el efecto de la vitamina C sobre la desmetilación de Foxp3, mediante la generaron 

células iTreg a partir de nódulos linfáticos y bazo de ratones machos Transgénicos 

Foxp3-GFP de tipo salvaje y floxados para TET2, tratadas a diferentes concentraciones 

de Vitamina 1, 10 y 100 mg/ml lo que resultó en un aumento en la desmetilación 

específica del CNS2 a una concentración de 10 mg/ml evaluada mediante 

secuenciación con bisulfito con una elevada expresión y actividad de TET2 en 

comparación con células no tratadas con Vitamina C, así mismo se observó una 
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correlación positiva entre el grado de desmetilación, la expresión de TET2 y el 

tratamiento con Vitamina C. Esto demostró que un micronutriente como la vitamina C 

es capaz de regular procesos epigenéticos, en específico, desmetilar la región CNS2 de 

foxp3 de una manera dependiente de TET2, sin embargo, en dicho análisis no se re-

estimulo en ausencia de vitamina C con el objetivo de evaluar si la desmetilación del 

CNS2, actividad y expresión de TET2 logra estabilizarse. 

Los estudios previos que describen el uso de micronutrientes como alternativas de 

regulación en procesos biológicos y sobre todo en el sistema inmunológico, han dirigido 

el enfoque al papel que desarrolla el selenio. 

 

2.8. El Selenio y su participación en procesos redox y en el metabolismo celular 

El selenio es un elemento que participa en el metabolismo celular y en la regulación del 

estado oxidativo, tal característica fue descrita en ratones suplementados con selenio, 

resultando en una disminución de la enzima GPx, la cisteína y la isoenzima del 

citocromo P450 (CYP450), además de presentarse un aumento en la actividad de la 

enzima UDP, afectando el proceso de biotransformación y excreción de agentes 

potencialmente dañinos para el organismo en ratones carentes de Se. Así mismo se ha 

informado que la suplementación con 200 µg de selenito de sodio redujo 

significativamente las concentraciones de los anticuerpos de la peroxidasa tiroidea 

después de 3 meses de tratamiento, este patrón se repitió a los seis meses de ingesta. 

Resultados similares se mostraron en un estudio realizado a personas con tiroiditis 

autoinmune, tras la suplementación con 86 µg de selenometionína (Seme), se observó 

una reducción de los niveles de hormona estimulante de la tiroides (TSH) en 

comparación a los individuos no suplementados con Seme (Davis & Uthus, 2002; 

Duntas et al., 2003, Pace et al., 2020).  

Estos resultados demuestran que la deficiencia de selenio propicia un aumento de 

radicales libres generando un efecto nocivo al no eliminar los metabolitos resultantes 

como el peróxido de hidrógeno, que se forma como consecuencia de la oxidación 

celular, esto se presenta con frecuencia como un efecto de las enfermedades 

autoinmunes y como consecuencia de los tratamientos.  

 

2.9. Selenio y su actividad en el sistema inmunológico  

Estudios realizados han demostrado que el selenio influye en la respuesta inmunológica 

a través de la modulación de procesos inflamatorios y en la proliferación de células del 

sistema inmune con capacidad reguladora como linfocitos Treg. Así mismo es capaz de 
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suprimir procesos inflamatorios con el objetivo de mantener la homeostasis del 

organismo, esta propiedad fue evaluada en pacientes con Tiroiditis de Hashimoto, dicha 

enfermedad se ve acompañada de una condición de hipotiroidismo. Los resultados 

mostraron una reducción de la proteína C reactiva y un aumento en el grado de 

inflamación, así mismo se observó un aumento de anticuerpos antitiroideos y se redujo 

de manera significativa la secreción de citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-2 e 

IFN-γ.  

En células Treg, se evaluó el efecto del SE en colitis crónica en ratones suplementados 

con selenato de sodio, se demostró una mayor expresión de IL-10 con capacidad 

antinflamatoria y de FOXP3 por las células, así como una reducción significativa de 

citocinas proinflamatorias COX-2 y TNFα, hasta un 70% en comparación al grupo 

control, citocinas tales como COX-2 y TNFα, en un 70% en comparación al grupo 

control. Aunado a esto, se ha demostrado que el selenio en forma de selenito de sodio 

tiene la capacidad de inducir la producción de hemoglobina en células eritroleucémicas 

de Friend (FELC) puesto que al administrar una dosis de 20 µM, el 70-80% de las células 

son capaces de producir hemoglobina (Krysiak & Okopien, 2011; Ahsan et al., 2014; 

Morikawa et al., 2014; Sang et al., 2017).  

Es posible evidenciar el papel fundamental que juega la presencia del SE como un 

elemento capaz de modular y contrarrestar el proceso de inflamación mediante la 

reducción en la producción de citocinas con potencial proinflamatoria, así como 

favorecer la expresión de citocinas antiinflamatorias y promover la generación de células 

capaces de modular respuesta exacerbada del sistema inmune generadas por un 

desequilibrio en el organismo como lo son las células Treg. Cabe destacar que a pesar 

de los resultados que demuestran los beneficios del uso de Se en distintos procesos, 

existe desconocimiento de los mecanismos mediante los cuales el Se potencia la 

diferenciación y función de células Treg. 

 

2.10. Selenio en la proliferación de células del sistema inmune 

Dentro de las diversas funciones descritas del selenio, se ha demostrado que favorece 

la proliferación de las células del sistema inmunológico. Sun et al., (2017), informaron 

que el tratamiento de células precursoras de células dendríticas con selenito de sodio 

10-7 mol/L, promueve la diferenciación y maduración de células dendríticas de aves.  

En otro ensayo, se registraron datos similares en pacientes que padecían VIH tratados 

con 50 selenio de levadura, resultó un aumento de la población de células T CD4+ en 

comparación al grupo control (Otieno, 2017). Es imprescindible recordar que, al decrecer 
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la población de células del sistema inmune, es probable que se desencadenes eventos 

desfavorables de defensa sistema inmunológico. Se ha evidenciado que la deficiencia 

de selenoproteínas en ratones propicia desencadena la disminución significativa la 

población de células T y células CD3+ hasta un 50% en el, de igual forma una función 

deficiente de células T CD8+ en el mismo órgano linfoide (Shrimali et al., 2008). De igual 

forma, se observaron resultados similares en un trabajo el cual mostró una menor 

cantidad de células T maduras en comparación con el grupo control suplementado con 

selenoproteínas, así como una respuesta inmune deficiente de las células T (Kitagawa 

et al., 2015). De manera similar, se registraron datos en un modelo de esplenocitos 

porcinos suplementados con selenito de sodio, aumentaron un 19% de células CD3+ en 

comparación con el control (Ren et al., 2012). 

EL conjunto de estos resultados sugiere que la ausencia del selenio en el organismo, 

es un factor que puede influir en la deficiencia en cantidad y función de las células del 

sistema inmune y sobre todo, se evidencia que la presencia de la población de células 

T se reduce de manera significativa, mostrando la función del selenio como agente 

capas de favorecer la proliferación de células involucradas en la respuesta inmune y 

que en ausencia de selenoproteínas es posible una maduración deficiente de linfocitos 

T, así como una respuesta inmunológica deficientes y reducida, incapaz de proteger al 

organismo de agentes que puedan generar patologías en el organismo. 

 

2.11. Selenio y su participación en procesos epigenéticos en células del sistema 

inmunológico 

La epigenética, muestra los cambios heredables producidas por las modificaciones o 

rearreglos en la estructura del ADN, dichas modificaciones son capaces de generar 

alteraciones en la expresión de genes y por consiguiente en las funciones y fenotipo de 

los humanos, la metilación del DNA es una de ellas, (Martens et al., 2009), las 

modificaciones en las histonas como la acetilación, metilación y fosforilación 

(Kazantsev, & Thompson, 2008).  

La adición de los grupos metilo está dirigida principalmente a los dinucleótidos Citocina-

Guanina denominadas islas CpG presentes en las regiones promotoras de genes (Jin 

et al., 2007). La metilación del ADN en las regiones promotoras de genes, este proceso 

se ha asociado con la supresión de la expresión de genes derivado del bloqueo de zonas 

de unión de factores de transcripción, sin embargo, el proceso de metilación es un 

proceso dinámico y puede revertirse que es completamente reversible y puedan ser 

tratados a través de fármacos y diferentes compuestos biológicos (Teperino et al., 2010).  
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Uthus et al., (2006), reportaron que ratas Fischer-344 suplementadas con 0.2 mg/kg de 

selenito mostraron una disminución en la actividad de la ADN metiltransferasa en 

comparación al grupo control.  

Así mismo se ha demostrado que el selenio promueve la hipometilación del ADN. Tal 

es el caso del trabajo realizado por Armstrong et al., (2011), en el que se evaluó la 

función del selenio como suplemento posnatal en un modelo murino mediante la técnica 

optimizada de HPLC. El resultado obtenido resulto en una reducción significativa (P = 

0,009) de la metilación del ADN en muestras de hígado del ratón. Resultados similares 

se informaron por Metes‐Kosik et al., (2012) en el que se mostró que ratones adultos 

C57 / BL6 con dieta suplementada (0.5 mg / kg) de selenito de sodio, disminuye 

significativamente la actividad de la metiltransferasa del ADN y la metilación del ADN 

global. 

Mas tarde De Miranda et al., (2014), informaron que células de adenocarcinoma de 

mama humano MCF-7 tratadas con selenito de sodio (10 µmol/L), bloquean la actividad 

de la DNMT1 de manera dependiente de la concentración de selenito de sodio. 

El estudio de las funciones del selenio ha tomado un gran realce debido a las grandes 

aportaciones y ventajas contra distintas patologías, se ha reportado que en células 

Caco-2, una línea celular de cáncer de colon y en ratas Fischer 344 que no son tratados 

con selenita muestran hipometilación en comparación con las células que si se trataron 

con el compuesto de selenio demostrando que el tratamiento con selenio afecta el 

proceso de metilación inhibiéndolo. Por otro lado, en el tratamiento epigenético de 

carcinogénesis se evaluó el uso de selenio el cual redujo la expresión de la enzima 

DNMT1 favoreciendo la expresión de la acetona de histona H3. Se ha reportado que los 

compuestos de selenio en su forma orgánica (ácido metilselenínico [MSA] y selenito] 

muestran efectos inhibitorios en eventos epigenéticos en células de adenocarcinoma de 

mama humano MCF-7. MSA mostró capacidad de disminuir la expresión de la histona 

metilasa H3K9me3 y por lo contrario aumentar la expresión de la histona acetilasa 

H4K16ac, mientras que el selenito disminuye H4K16ac. Ambos compuestos de selenio 

inhiben la expresión de DNMT1 (Davis et al., 2000; Hu et al., 2013; De Miranda et al., 

2014) 

Un trabajo realizado por Xiang et al., 2008 determinó la actividad del selenio en células 

LNCaP de cáncer de próstata, en el cual mostraron que el tratamiento con selenita 

genera desmetilación parcial del ADN del promotor, inhibe la expresión y función de las 

enzimas metiltransferasas DNMT1 y DNMT3A, así como los niveles de proteína de 

DNMT1. De igual forma la selenita también afecto la actividad de la histona deacetilasa 
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al disminuir su actividad y aumentó los niveles de lisina 9 acetilada en la histona H3 (H3-

Lys 9), pero disminuyó los niveles de H3-Lys 9 metilada, además el tratamiento con 

selenita redujo la metilación general del ADN. Se demuestra entonces que él Se es 

capaz de regular a través de cambios epigenéticos a las histonas y al ADN 

contribuyendo a la activación de genes silenciados por metilación. 

 

2.12. El selenio y su función en células Treg 

Una vez identificado que las modificaciones epigenéticas son parte esencial de la 

regulación de Foxp3 (Huehn & Beyer, 2015), los trabajos apuntan a un mayor 

conocimiento de esta característica puesto que se ha demostrado que al no encontrarse 

presente Foxp3 puede afectar severamente en estado físico de los organismos 

afectando los procesos de diferenciación de los linfocitos Treg y por ende la regulación 

de las respuestas inmunológicas, dicha característica se demostró   en un experimento 

realizado en ratones carentes de Foxp3 neonatos, carecen de función 

inmunoreguladora y esta función es capaz de transferirse a ratones con dicha carencia 

al transferir células Treg (Fontenot et al., 2003). No solamente la transferencia adoptiva 

con células Treg podría ser un objetivo como solución a los padecimientos que pudieran 

propiciarse a causa de una alteración, sino también el tratar de reestablecer las 

poblaciones mediante compuestos biológico como el selenio ya que Xue et al., (2010), 

identificaron que el selenio es capaz reestablecer la población de células Treg después 

de haber realizado un experimento en ratones NODH2H4 tratados con 0.3 mg/kg de 

selenito de sodio y mostrando que porcentaje de células Treg  así como la expresión de 

ARNm de Foxp3 incrementan posterior al tratamiento con selenio. 

Se conoce poco sobre la participación que el selenio pudiera tener sobre la regulación 

de los cambios epigenéticos en células. Las modificaciones epigenéticas como 

metilación del ADN y la acetilación y metilación de histonas están dirigidas en concreto 

a las tres secuencias altamente conservadas no codificadas cuya participación es crucial 

para la regulación de Foxp3 (Göschl et al., 2019). En el locus Foxp3 existen elementos 

cis-reguladores (regiones no codificantes) y trans reguladores (regiones reguladoras), 

aunado a los factores trans que se unen al promotor de Foxp3, el nivel de metilación en 

las islas CpG del promotor son esenciales para la expresión de foxp3 (Zom et al., 2006).  

 

Es posible inferir a través de los datos obtenidos de los trabajos reportados, que él 

selenito de sodio podría favorecer la restructuración de poblaciones de células Treg 
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mediante la regulación positiva de la expresión de Foxp3 a través de la metilación en el 

ADN, que la expresión de Foxp3 es indispensable para la correcta función moduladora 

de las células Treg y que en su ausencia esta función podría ser deficiente e incluso 

nula.  
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3. Justificación 

 

Es de gran relevancia identificar factores que favorezcan la inducción de células Treg in 

vitro, ya que el desarrollo de protocolos que aceleren su diferenciación favorecerá su 

estabilidad fenotípica y función reguladora, serían una estrategia terapéutica 

prometedora para tratar o prevenir enfermedades autoinmunes e inflamatorias. A pesar 

de que se conoce que el uso de selenio en algunos padecimientos autoinmunes resulta 

en el incremento del porcentaje de células T reguladoras, hasta el momento no han sido 

descritos los efectos de selenio sobre la diferenciación, estabilidad y función de las 

células T reguladoras. En este estudio se pretende conocer el efecto del selenio en el 

desarrollo de células T reguladoras inducidas a partir de células T naive, lo que llevaría 

a proponer estrategias terapéuticas que favorezcan la función y expansión poblacional 

de células T reguladoras. 
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4. Hipótesis 

 

El selenio promueve la diferenciación, estabilidad fenotípica y mejora la función de 

células T reguladoras inducidas. 
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5. Objetivos 

 

5.1. Objetivo general 

 

Evaluar el efecto del selenio sobre los procesos de diferenciación y estabilidad de 

células T reguladoras inducidas. 

 

 

 

5.2. Objetivos específicos 

 

o Colectar sangre periférica de donadores sanos 

o Purificar células mononucleares de sangre periférica con un gradiente de ficoll. 

o Analizar de la toxicidad del Selenito de sodio en PBMC a las 24, 72 y 144 horas. 

o Evaluar el efecto del selenito de sodio la activación de células mononucleares 

de sangre periférica.  

o Purificar T naive a partir de PBMC con columnas magnéticas para generar 

células iTreg a partir de células T naive en presencia de IL-2, TGF-Beta y 

Selenito de sodio. 

o Determinar la expresión de los genes TET2 y TET3 en PBMC y células T 

reguladoras mediante RT-qPCR.  
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6. Metodología 

 

6.1. Toma de muestras de sangre venosa periférica 

Se obtuvieron muestras de sangre venosa periférica de personas sanas de entre 24 y 

30 años (6 ml) en tubos vacutainer con EDTA para la conservación del contenido 

sanguíneo completo. La muestra se procesó inmediatamente después de la obtención 

para mejores resultados.               

 

6.2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica 

Para la correcta separación de las PBMC, las muestras de sangre se colectaron en 

tubos vacutainer con EDTA (para conservar la integridad total de la sangre), se diluyo 

1:1 con PBS 1X con el objetivo de que la sangre pueda separarse correctamente en sus 

diferentes capas, para obtener un total de 12 ml de sangre diluida. Posterior mente se 

colocaron 3 ml de Ficoll-Hypaque en un tubo de 15 ml a la cual se le adicionaron 6 ml 

de sangre diluida, se centrifugaron por 20 minutos a 2500 rpm. Se separó la capa de 

PBMC evitando tocar la capa de Ficoll-Hypaque y de plasma. Las PBMC se lavaron con 

10 ml de PBS 1X centrifugando por 10 minutos a 1500 rpm. Finalmente, se 

resuspendieron en 1 ml de medio completo (medio RPMI, estreptomicina, suero bobino 

fetal). El conteo de las PBMC se utilizó azul de tripano en una dilución 1:10 con la 

suspensión celular (90 µl de azul de tripano y 10 µl de suspensión celular). El cálculo 

realizado para la obtención de células fue el siguiente: 

Células totales = (Total de células contadas) ÷ (cuadrantes contados) (10) (10,000) (2). 

Nota: cabe destacar que las muestras se procesaron por duplicado. 

 

6.3. Purificación de células CD4+ 

Para la obtención de las células CD4+ se realizó la separación mediante inmunomarcaje 

con columnas magnéticas (CD4+ T Cell Isolation Kit, human, Miltenyi Biotec). 

 

6.4. Preparación de Selenito de sodio 

Se pesaron 100 ml de selenito de sodio diluido en medio incompleto de RPMI (0.0086 

gr de selenito de sodio, 100 ml de medio incompleto de RPMI) filtrado a 0.2 micras, para 

obtener una concentración stock de 5X10-4 a partir de la cual se utilizaron las 

concentraciones de 1X10-6 M, 2X10-6 M y 3X10-6 M, utilizando 1X106 células/ml. Para la 
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segunda evaluación se utilizaron las concentraciones de 5X10-7 M, 2.5X10-7 M y 1X10-6 

M partiendo de la solución stock a una concentración 5X10-4 M. 

 

6.5. Cultivo de PBMC y células CD4+ con Selenito de sodio 

Para el cultivo PBMC se colocaron un total de 1X10-6 células/ml en tubos de cultivo 

celular de 5 ml (12 tubos), divididos en 4 concentraciones diferentes (1X10 -6 M, 2X10-6 

M y 3X10-6 M) y para la segunda evaluación (2.5X10-7, M 5X10-7 M y 1X10-6 M) las cuales 

se evaluaron a las 24, 72 y 144 horas. El cultivo celular se realizó a 37°C y CO2 al 5%. 

Para el cultivo de células CD4+ se colocaron 1X10-6 células/ml en tubos de cultivo celular 

de 5 ml (8 tubos), divididos en 4 tratamientos diferentes: Control: 1X106 células/1ml, 

4X106 perlas (anti-CD3/anti-CD28)/ml. Tratamiento 1: 1X106 células/1ml, 4X106 perlas 

(anti-CD3/anti-CD28)/ml, IL-2 (0.2ng/ml) y TGF-β (5ng/ml).  Tratamiento 2: 1X106 

células/1ml, 4X106 perlas (anti-CD3/anti-CD28)/ml, IL-2 (0.2ng/ml), TGF-β (5ng/ml) y 

selenito de sodio (2X10-6 M), Tratamiento 3: 1X106 células/1ml, 4X106 perlas (anti-

CD3/anti-CD28)/ml y selenito de sodio (2X10-6 M) durante 6 dias, se realizó el cambio 

de medio al dia 3, se retiro 500 µl del sobre nadante  y se añadieron 500 µl de medio 

completo mas los estimuos iniciales a las concentraciones iniciales. El cultivo celular se 

realizó a 37°C y CO2 al 5%. 

 

6.6. Evaluación de la toxicidad (Anexina/Yoduro de propidio) y marcaje celular mediante 

citometría de flujo  

Para realizar el análisis de apoptosis, se utilizó el kit de anexina y yoduro de propidio 

(Invitrogen), el marcaje se realizó durante tres periodos (24, 72, 144 horas) para evaluar 

su viabilidad, las células se lavaron con 1ml de PBS 1X y se centrifugaron por 10 minutos 

a 1500 rpm y se descartó el sobrenadante, se agregó 500 ml de buffer de unión y se 

agito, posterior mente se separaron en 5 tubos para cada tratamiento (sin marcar, 0.8 

µl anexina , 0.8 µl anexina/ 5µl yoduro de propidio, 5µl yoduro de propidio y 1µl CD69) 

y se agitaron en vórtex, las muestras se incubaron a 4°C en la obscuridad por 20 

minutos, posterior a la incubación se agregaron 250 µl de buffer de unión y se 

centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm y se descartó el sobrenadante, finalmente se 

resuspendieron en 200 µl de buffer de unión y se evaluaron mediante citometría de flujo.   

Para la evaluación de los  marcadores CD4, CD25 y Foxp3, se realizó el marcaje 

utilizando 250,000 células para cada evaluación, posteriormente se incubaron con 1 µl 

de CD4 y CD25 por 20 minutos a 4°C en la oscuridad, una vez concluido la incubación 

las células se lavaron con 1 ml de PBS 1X, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 
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minutos y se decantó el sobrenadante, las células se permeabilizaron con 500 µl de 

buffer de fijación/permeabilización durante 30 minutos a 4°C en la obscuridad y se 

lavaron en dos ocasiones con 1 ml de buffer de permeabilización, se centrifugaron a 

1500 rpm por 5 minutos y se decantó el sobrenadante. Se añadió 5 µl de Foxp3 y se 

incubaron a 4°C en la obscuridad por 30 minutos, las células se lavaron un par de 

ocasiones con buffer de permeabilización, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos y 

se decantó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en el remanente y se 

adquirieron en el citómetro de flujo. 

 

6.7. RT-qPCR 

6.7.1. Diseño de oligonucleótidos  

Para el diseño de los oligonucleótidos para TET2 y TET3, se realizó consultando la base 

de datos de NCBI y utilizando la herramienta de OligoAnalyzer Tool-primer analysis | 

IDT. 

 

Cuadro 1. Secuencias de los oligonucleótidos para TET2 y TET3  

Gen Secuencia de oligonucleótidos  

TET2 Forward 

TET2 Reverse 

 

CCCAATCCAGTTAGTCCTTATC 

GCTTGAGATGAGGTGGAATAG 

TET3 Forward  

TET3 Reverse  

 

CCGTGCTATAATCTGCTCTG. 

CCTTCTCGACTTGCTTTGT. 

 

 

6.7.2. Extracción de ARN  

Para la extracción del RNA de las células tratadas con selenito de sodio durante 6 días, 

las células se centrifugaron 10 minutos a 1500 rpm y se eliminó el sobrenadante, se 

agregó 1 ml de TRIzol y se mezcló en vórtex, se incubaron 5 minutos a temperatura 

ambiente, se agregaron 250 µl de cloroformo, se incubo por 7 minutos y se centrifugo 

por 1300 rpm por 15 minutos a 4°C. 

Se separó la fase acuosa y se agregó glicógeno grado biología molecular y 500 µl de 

isopropanol al 100% dejando incubar durante 24 horas a 20°C. Posterior a la incubación 

se centrifugó a 1300 rpm por 15 minutos a 4°C descartando el sobrenadante, se agregó 
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500 µl de etanol al 75% y se centrifugó 1300 rpm por 15 minutos a 4°C dejando secar 

el pelle durante 7 minutos y se resuspendió en 25 µl de agua libre de nucleasas y se 

realizó la cuantificación del RNA mediante lectura en nanodrop. 

 

6.7.3. Síntesis de cDNA  

Para la preparación del cDNA se utilizaron 20 µl de RNA total, se realizó la preparación 

del Mix A 1X (1 µl de Random primers a 50 ng, 1 µl dNTPs [10 mM] y 10 µl de muestra) 

en un volumen de 12 µl, calentando a 65°C por 5 minutos, se pasó rápidamente a hielo. 

Para el Mix B 1X (4 µl de first-strand Buffer 5x, 2 µl de MDTT 0.1 y 1 µl de RNAseout 40 

u/ml). Se agregó el Mix B al Mix A y se incubo a 25°C por 2 minutos, se agregó 1 µl de 

la enzima (SuperScript II RT Invitrogen). La reacción se realizó en un termociclador bajo 

las siguientes condiciones: 25° por 10 minutos, 42°C por 50 minutos, 70°C por 15 

minutos y 4°C indeterminado.  

Para corrida de la qPCR, las muestras de cDNA se prepararon a una concentración de 

75 ng/ml. Se agregaron 82 µl del máster mix (5 µl de iQTM SYBR Green supermix (2x), 

0.25 µl de los oligonucleótidos forward y reverse y 2.5 µl de H2O), como control positivo 

se utilizó GAPDH (2 µl), H2O (2 µl) como control negativo y 2 µl de cDNA. Las 

condiciones de las reacciones fueron las siguientes: 3 minutos para la activación de la 

polimerasa y desnaturalización a 95°C, 15 segundos para la desnaturalización, 40 

segundos a 60°C para la alineación, extensión y lectura (3 segundos a 72°C) durante 

40 ciclos y finalmente para el análisis de la curva Melt a 95°C por 30 segundos y 65°C 

por 30 segundos.  
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7. Resultados 

  

En las células mononucleares de sangre venosa periférica cultivadas bajo el tratamiento 

con selenito de sodio durante 144 horas a concentraciones de 1X10 -6 M, 2X10-6 M y 

3X10-6 M, se observó una disminución en el porcentaje de células conforme aumento la 

concentración de selenito de sodio, así mismo se observó un aumento en el porcentaje 

de células en etapa de apoptosis tardía, temprana y necrosis conforme aumento la 

concentración de selenito de sodio (Figura 4). 
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Figura 4. Reducción de la viabilidad de PBMC expuestas a selenito de sodio 1x10-6 M, 2x10-6 M y 3x10-6 
M. Se cultivaron PBMC (1X106 células/ml) y se trataron con selenito de sodio (1X10-6 M, 2X10-6 M y 3X10-
6 M) durante 6 días, posterior al tratamiento las células se marcaron para anexina y yoduro de propidio para 
evaluar su viabilidad mediante citometría de flujo. 

 

Las PBMC tratadas con selenito de sodio a concentraciones menores (2.5X10-7 M, 5X10-

7 M y 1X10-6 M), mostraron un efecto totalmente contrario a las células evaluadas a 

concentraciones mayores, las PBMC mostraron una tendencia homogénea la cual 

mantuvo el porcentaje de células viables aun a concentraciones altas de selenito de 

sodio, se observó un ligero aumento en el porcentaje de células en apoptosis temprana 

con respecto del control. Por lo contrario, no se mostró un aumento en el porcentaje de 

células en etapas de necrosis y apoptosis tardía (Figura 5). 
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Figura 5. Conservación de la viabilidad de PBMC tratadas con selenito de sodio 5X10-7 M, 2.5X10-7 M y 
1X10-6 M durante 6 días. Las PBMC (1X106 células/ml) se trataron con selenito de sodio a concentraciones 
de 2.5X10-7 M, 5X10-7 M y 1X10-6 M durante 6 días, las células se marcaron para anexina y yoduro de 
propidio y se evaluó el porcentaje de células viables.  

 

Así mismo los resultados obtenidos tras la evaluación del efecto del selenito de sodio 

sobre la activación de PBMC mediante el marcaje para CD69, mostro una ligera 

disminución a una concentración de 1X10-6 M y 1X10-6 M, por lo contrario, se observó 

un aumento a una concentración media (2X10-6 M) (Figura 6). 
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Figura 6. Activación de PBMC a concentraciones de 1X10-6 M, 2X10-6 M y 3X10-6 M. Se trataron PBMC 
(1X106 células/ml) con selenito de sodio a concentraciones de 1X10-6 M, 2X10-6 M y 3X10-6 M durante 6 
días, se realizó la marcación para CD69 (marcador de activación) para evaluar el porcentaje de activación 
mediante citometría de flujo.  
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Por lo contrario, no se observó efecto alguno sobre la activación de PBMC 

tratadas con selenito de sodio a concentraciones menores (5X10-7 M, 2.5X10-7 

M y 1X10-6 M) con respecto del control (Figura 7). 
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Figura 7. Activación de PBMC a concentraciones de 5X10-7 M, 2.5X10-7 M y 1X10-6 M. Las PBMC (1X106 
células/ml) se trataron con selenito de sodio a concentraciones de 5X10-7 M, 2.5X10-7 M y 1X10-6 M 
durante 6 días, posterior al tratamiento se marcaron las células con anti-CD69 para evaluar la activación de 
las PBMC mediante citometría de flujo. 

 

Posterior al diseño de oligonucleótidos, la evaluación de la expresión por qPCR y mostró 

un aumento en la expresión de TET2 y TET3 posterior al tratamiento con selenito de 

sodio a concentraciones de 5X10-7 M, 2.5X10-7 M y 1X10-6 M durante 6 días (Figura 8). 
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Figura 8. Expresión de los genes TET2/TET3 en PBMC expuestas a selenito de sodio. Las PBMC se 
expusieron a selenito de sodio a concentraciones de 2.5X10-7 M, 5X10-7 M y 1X10-6 M durante 144 horas. 
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El análisis de la expresión de TET2 y TET3 posterior a la exposición a selenito de sodio 

a concentraciones de 1X10-6 M, 2X10-6 M y 3X10-6 M durante 6 días mostró un aumento 

en la expresión de TET2 y TET3 en las células expuestas a 2X10-6 M y 3X10-6 M de 

selenito de sodio en comparación a la muestra control (Figura 9).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión de los genes TET2/TET3 en PBMC expuestas a selenito de sodio. Las PBMC se 
expusieron a selenito de sodio a concentraciones de 1X10-6 M, 2X10-6 M y 3X10-6 M durante 6 días. 

 

Para evaluar al selenito de sodio 2X10-6 M como tratamiento para incrementar el 

porcentaje de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+), se llevó a cabo el cultivo celular en 

células CD4 aisladas mediante inmunomarcaje por selección negativa, posterior a la 

purificación, las células se estimularon con anti-CD3, anti-CD28, IL-2, TGF-β y selenito 

de sodio, bajo tres distintos tratamientos y una muestra control. Dicha evaluación mostró 

un ligero aumento del porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ en el tratamiento 3 (T2) 

en el que fueron expuestas a todos los estímulos (anti-CD3, anti-CD28, IL-2 TGF-β y 

selenito de sodio) aunque no de manera significativa, pero una ligera disminución tras 

la exposición únicamente a anti-CD3, anti-CD28 y selenito de sodio en el tratamiento 3 

(T3) (Figura 10). 
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Figura 10. Porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ expuestas a selenito de sodio durante 6 días. Las 
células CD4 purificadas mediante inmunomarcaje a partir de PBMC y cultivadas durante 6 días bajo los 
tratamientos control: 1X106 células/1ml, 4X106 perlas/ml (anti-CD3/anti-CD28), tratamiento 1: 1X106 
células/1ml, 4X106 perlas/ml (anti-CD3/anti-CD28), IL-2 0.2 ng/ml y TGF-β 5 ng/ml.  Tratamiento 2: 1X106 
células/1ml, 4X106 perlas (anti-CD3/anti-CD28) /ml, IL-2 0.2ng/ml, TGF-β 5ng/ml y selenito de sodio 2X10-
6 M, Tratamiento 3: 1X106 células/1ml, 4X106 perlas/ml (anti-CD3/anti-CD28) y selenito de sodio (2X10-6 
M). Se evaluó el porcentaje de células que expresaban los marcadores de células Treg 
(CD4+CD25+Foxp3+) por citometría de flujo. Los resultados de la evaluación del porcentaje de células Treg 
no muestra una diferencia significativa (P = 0.80) entre ningún tratamiento en base a la prueba Kruskal-
Wallis (P < 0.05).  

 

Como resultado de la expresión de los genes TET2 y TET3 de PBMC expuestas a 

selenito de sodio durante 6 días, TET2 mostro un aumento en el tratamiento 1 con 

respecto de los otros tratamientos y carente de selenito de sodio, por lo contrario, se 

observa una disminución de la expresión relativa de TET2 en los tratamientos 2 y 3 los 

cuales ya contaban con la presencia de selenito de sodio. Cabe resaltar que dicha 

variación entre tratamientos no muestra diferencia significativa (P = 0.59) (Fig. 11). 

 

A la par de la evaluación del porcentaje de células que expresaron los marcadores 

CD4+CD25+Foxp3+, se evaluó la expresión de los genes TET2 y TET3 de células Treg 

tratadas con selenito de sodio 2X10-6 M. En este experimento, la expresión del gen TET2 

mostró una reducción en la expresión, posterior a la exposición a selenito de sodio 2X10-

6 M en combinación con  IL-2 0.2 ng/ml y TGF-β 5 ng/ml, anti-CD3, anti-CD28 (T2) y el 

selenito de sodio 2X10-6 M en combinación con anti-CD3, anti-CD28 (T3) con respecto 

del tratamiento 2 el cual no contenía selenito de sodio (Fig. 11). 
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Figura 11. Expresión del gen TET2 en Treg tratadas con selenito de sodio. Posterior al tratamiento de las 
células CD4+CD25+Foxp3+ durante 6 días, se obtuvo el RNA de las células y se sintetizo el cDNA utilizando 
la Super script II y se realizó la corrida de la PCR para evaluar la expresión relativa de TET2 de Treg. Los 
resultados de la evaluación de la expresión de TET2 no muestra una diferencia significativa (P = 0.59) entre 
ningún tratamiento en base a la prueba Kruskal-Wallis (P < 0.05). 

 

TET3 mostró un patrón similar de reducción en la expresión posterior al tratamiento con 

selenito de sodio 2X10-6 M (T2 y T3) con respecto del tratamiento 1 que no presentaba 

selenito de sodio (Fig. 12). 
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Figura 12. Expresión del gen TET3 en Treg tratadas con selenito de sodio. La evaluación de la expresión 
del gen TET3 en células Treg expuestas a selenito de sodio bajo 4 diferentes tratamientos 6 días, se obtuvo 
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posterior a la obtención del RNA y se síntesis del cDNA utilizando la Super script II y tras la corrida de la 
PCR. Los resultados de la evaluación de la expresión del gen TET3 no muestra una diferencia significativa 
(P = 0.59) entre ningún tratamiento en base a la prueba Kruskal-Wallis (P < 0.05). la expresión de los genes 
TET2 y TET3 se muestran como expresión relativa normalizada al grupo control. 

 

Estos resultados reafirman el rol del selenito de sodio como un microelemento con 

participación en procesos epigenéticos en células con participación directa en células 

Treg y la expresión de las desmetilasas de ADN. 
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8. Discusión 

 

Existe un gran avance en el estudio del selenito de sodio y su participación en diversos 

procesos biológicos en los organismos, tanto en modelos humanos como en animales, 

esto ha mejorado la compresión de la participación de este micronutriente en diversas 

enfermedades, así como su uso nutricional. Por tal motivo es de gran interés estudiar al 

selenito de sodio con un enfoque terapéutico en el tratamiento de enfermedades. En 

este estudio se evaluó el efecto del selenito de sodio en la viabilidad y activación de 

células de células mononucleares de sangre venosa periférica (PBMC), el porcentaje de 

células Treg con fenotipo CD4+CD25+Foxp3+ y la expresión de los genes TET2 y TET3.  

 

Los resultados obtenidos de las evaluaciones mostraron que la concentración de 2X10-

6 M de selenito de sodio es la más viable para el cultivo celular. Con respecto a este 

resultado Yang et al., (2018) demostraron que el selenito de sodio a concentraciones 

mayores (5µM) es capaz de inducir apoptosis de manera dependiente de tiempo y 

concentración en células SW982 de sarcoma sinovial. Por lo contrario, Yan et al., (2019) 

determinaron que el selenito de sodio a concentraciones de 0.1 µM y 1 µM promueve la 

diferenciación y proliferación de células madre mesenquimales de la médula ósea. Sin 

embargo, existe poca evidencia que muestre el papel del selenito de sodio sobre la 

viabilidad de leucocitos y en los procesos de diferenciación y expansión de células Treg. 

Por tal motivo en este trabajo se ha dado especial relevancia al efecto del selenito de 

sodio como estímulo en cultivos de PBMC y células Treg. 

 

Por otro lado, existe amplia evidencia de la participación del selenito de sodio en la 

expansión de células Treg in vivo. En este sentido, en un modelo de colitis crónica, la 

suplementación  con selenito de sodio (0,1 μg/g de dieta) incrementó el porcentaje de 

células Treg de ratones C57BL /6 (Sang et al., 2017). El mismo efecto se obsevó en la 

tiroiditis autoinmune al promover el restablecimiento de la población de células Treg 

posterior a la suplementación durante 16 semanas (Xue et al., 2010).  

Nuestros resultados indican un aumento en el porcentaje células Treg estimuladas con 

selenito de sodio 2X10-6 M durante 6 días (Fig. 10). Estos resultados corroboran los 

obtenido por Zhuang et al., (2015) al mostrar que el tratamiento de esplenocitos porcinos 

con selenito de sodio (0.5 μmol/L y 2 μmol/L) promueve la secreción de IL-2 así como 

la proliferación celular. Así mismo lo obtenido por Wang et al., (2018) en el que el 

tratamiento de linfocitos esplénicos de lechones con selenito de sodio 2 μM durante 48 
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horas, aumentó los niveles de IL-2 y por tanto el crecimiento y mantenimiento de los 

linfocitos esplénicos.  

 

Al igual que la IL-2, TGF-β es una citocina de vital importancia en el proceso de 

diferenciación y expansión de células Treg. Al coexistir diferentes poblaciones de 

linfocitos T CD4+ en el cultivo celular, es fundamental que existan las condiciones 

necesarias para diferenciar y expandir a las células Treg, al ser privadas de IL-2 y TGF-

β su tasa de crecimiento puede verse afectada. Nuestros resultados muestras que el 

tratamiento uno que contenía IL-2 y TGF-β pero que carecía de selenito de sodio, 

muestra un porcentaje menor de células Treg en comparación al tratamiento que 

contenía todos los estímulos (IL-2, TGF-β y selenito de sodio). Este resultado podría 

explicarse debido a que la cantidad de TGF-β del tratamiento uno es insuficiente. En 

este sentido, al agregar el selenito de sodio, se promueve la síntesis de TGF- β y por lo 

tanto la proliferación de células Treg, así como su expansión. Este resultado concuerda 

con los hallazgos de Adegoke et al., (2018) en los cuales se demuestra que la exposición 

de células Sertoli de terneros a selenito de sodio (0.25mg/L) aumentaron la expresión 

de TGF-β1 en comparación a las no tratadas con este micronutriente, así como la 

viabilidad de las células germinales testiculares. Juntos estos resultados nos sugieren 

que el selenito de sodio puede estar participando como agente promotor de la expresión 

de IL-2, previamente descrito como factor de crecimiento que participa en la generación, 

desarrollo y mantenimiento de los linfocitos T. Asimismo, el selenito de sodio participa 

en la expansión de linfocitos Treg in vitro (Malek & Castro, 2010) y en la secreción de 

TGF-β, uno de los principales factores para la diferenciación y expansión de las células 

Treg (Fraser et al., 2018)  . 

 

 

Estudios previos han descrito el papel de las proteínas TET2 y TET3 como agentes 

hipometilantes en células Treg (Yue et al., 2019) (Nakatsukasa & Yoshimura, 2017). Un 

patrón de hipometilación del ADN, en específico del CNS2 de células Treg es 

fundamental para su funcionamiento, estabilidad y desarrollo (Ohkura et al., 2012). Los 

datos obtenidos en este trabajo mostraron una expresión similar de los genes TET2 y 

TET3 en cultivos de células T estimulados o no con selenito de sodio. Es probable que 

el selenito de sodio este participando como agente hipometilante independiente a las 

enzimas TET2/3. En este sentido el selenito de sodio podría evitar la metilación del ADN 

en las células Treg inhibiendo especies reactivas de oxígeno e induciendo el bloqueo 
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de la actividad de las DNMT tal como los datos reportados por Zhang et al., (2019). En 

este estudio se muestra que la presencia de especies reactivas de oxígeno promueve 

un estado de metilación elevado, así como fallas en el mecanismo de escisión de la 5-

metil-citocina a 5-hidrixi-metil-citocina. Asimismo, sugiere que la actividad de TET2 está 

relacionada con una actividad reducida de la DNMT (Li et al., 2020). Finalmente, se ha 

reportado que algunos micronutrientes con características de regulación antioxidante 

similares al selenito de sodio, promueven la expresión de los genes TE2 y TET3 en 

células Treg, tal es el caso de la vitamina c que mantiene el equilibrio del estrés oxidativo 

y funge como cofactor de unión de metales como hierro reducido (Fe II), el cual es 

esencial para la expresión y actividad de las dioxigenasas TET2 y TET3 (Yue et al., 

2016). 
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9. Conclusión 

 

El selenito de sodio promueve la diferenciación de células T reguladoras con 

fenotipo CD4CD25Foxp3+. Asimismo, podría estar promoviendo su estabilidad 

debido a que induce la expresión de enzimas hipometilantes específicas de la 

región CNS2, TET2/3. Sin embargo, es necesario realizar ensayos para 

confirmar la estabilidad de las células T reguladoras diferenciadas en presencia 

de selenito de sodio evaluando el nivel de desmetilación en la región CNS2. 
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