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 “Amo a aquellos capaces de sonreír en mitad de los problemas". 
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“Nada resulta más insoportable que tener que admitirse a uno mismo los 
propios errores". 
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Resumen 

 
El cáncer colorrectal es la tercera causa principal de muerte por cáncer en 

México y el tercero más frecuente dentro de la patología oncológica en la población 
general. Las enfermedades inflamatorias intestinales tales como la colitis ulcerativa 
y la enfermedad de Crohn incrementan el riesgo de desarrollar cáncer de colon 
asociado a colitis (CAC) la respuesta inflamatoria juega un papel importante en 
la tumorigénesis.  

Los macrófagos asociados a tumores (TAM´s) son el principal componente 
de los infiltrados leucocitarios en el estroma de varios tumores y son reguladores 
clave entre la inflamación y el cáncer. Los macrófagos residentes de tejido 
circundante son reclutados dentro y alrededor del tumor mediante la secreción de 
moléculas quimio-atrayentes y factores de crecimiento derivados de las células 
tumorales. Además, los tumores pueden favorecer la infiltración de monocitos 
circulantes al tejido y promover su maduración hacia TAM´s. Los macrófagos 
derivados de monocitos y los macrófagos residentes de tejido pueden coexistir 
dentro del estroma tumoral lo que resalta la importante interacción entre las células 
tumorales y las no tumorales.  

El transductor de señales y activador de la transcripción 1 (STAT1), señaliza 
la acción de varias citocinas, regula la expresión de genes implicados en la división 
celular y la apoptosis y participa en la movilización y activación de los monocitos 
circulantes que contribuyen a la acumulación de TAM´s durante el cáncer. En el 
laboratorio, usando un modelo experimental de cáncer de colon asociado a colitis 
(CAC), se demostró que el desarrollo tumoral en animales deficientes en STAT1 
(STAT1-/-) es mucho más rápido y extenso, y se encuentra acompañado de un 
infiltrado importante de células mieloides en comparación con el encontrado en 
animales silvestres (WT), sugiriendo que STAT1 actúa como una molécula 
supresora de tumores durante el cáncer colorrectal. El hecho de que los tumores se 
desarrollen de manera más rápida en deficiencia de STAT1, sugiere que el 
microambiente tumoral es distinto y que puede ser propicio para favorecer el 
crecimiento de estos. Por lo tanto, en este trabajo se estudió si macerados 
tumorales obtenidos de diferentes etapas dentro del crecimiento tumoral de ratones 
WT o STAT1-/- podrían influir en la diferenciación de los macrófagos hacia fenotipos 
M1 o M2. Para ello, se obtuvieron células de médula ósea (CMO) las cuales se 
diferenciaron in vitro a macrófagos con M-CSF. Posteriormente estos macrófagos 
fueron estimulados con LPS o LPS/IFNγ como control positivo de diferenciación a 
macrófagos clásicos, o con las citocinas IL-4/IL-13 como control positivo para 
macrófagos alternativos. Para analizar la interacción entre las células tumorales y 
los macrófagos, se obtuvieron macerados de tumores de etapas tempranas y 
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tardías de desarrollo y se analizaron cambios en la producción de óxido nítrico en 
los sobrenadantes de los cultivos, alteraciones en la expresión de los marcadores 
de superficie CD11b, F4/80 y PDL-2, así como la expresión de los genes para el 
óxido nítrico sintasa (iNOS), TNF-α, Arginasa-1 y FIZZ1. Se determinó que los 
macerados tumorales no afectaron la proliferación ni la producción de NO en la 
diferenciación de las células en presencia o no de los estímulos positivos. Se 
estableció que macerados obtenidos de tumores provenientes de animales     
STAT1-/- en etapas avanzadas de desarrollo, favorecen un aumento en la expresión 
del marcador PDL-2 relacionándolo con un fenotipo alternativo. Por el contrario, la 
expresión de Factor de Necrosis Tumoral –alfa (TNF-α) (relacionada con la 
activación clásica) se vio disminuida mientras que la de Retnla resistin like alpha 
(FIZZ1) (relacionada con la activación alternativa) se vio favorecida en los 
macrófagos estimulados con macerados de tumores desarrollados en animales WT.   

Estos resultados indican que los tumores WT o STAT1-/- interaccionan de 
manera directa con los macrófagos e influyen de manera diferente en la 
diferenciación de estas células. Esto podría tener implicaciones importantes en el 
inicio y/o la progresión tumoral.      
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INTRODUCCIÓN 
 

El cáncer colorrectal es la tercera causa principal de muerte por cáncer en 
México y el tercero más frecuente dentro de la patología oncológica en la población 
general (GLOBOCAN; 2018). A pesar de ser una neoplasia frecuente en pacientes 
de edad avanzada con una media de diagnóstico a los 50.8 años, cada día se 
detectan casos en gente más joven (Sánchez et al., 2008). Las enfermedades 
inflamatorias intestinales tales como la colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn 
incrementan el riesgo de desarrollar cáncer de colon (Tao et al., 2012). Estos 
padecimientos se caracterizan por una respuesta inflamatoria exacerbada y 
prolongada en el intestino. Estudios epidemiológicos indican que el uso de fármacos 
antiinflamatorios puede prevenir o retrasar el desarrollo de cáncer sugiriendo que la 
respuesta inflamatoria juega un papel importante en la tumorigénesis (Rostom A. et 
al., 2007). 

Los cambios celulares ocurren bajo diferentes circunstancias, lo cual 
contribuye a la aparición de desarrollo de fenómenos que dan como resultado la 
enfermedad neoplásica presente en el micro ambiente tumoral, el cual está 
constituido no solo por células malignas, si no también encontramos, células 
residentes como células estrénales y células de linaje leucocitario, encontrando 
infiltrados como los macrófagos, neutrófilos, linfocitos y mastocitos (Valdivia et al., 
2011).  Los macrófagos asociados a tumores (TAM´s), son células del sistema 
inmune que se encuentran cerca o dentro de las masas tumorales y juegan un papel 
importante en el inicio o desarrollo de la progresión tumoral ya que pueden suprimir 
el sistema inmunitario y estimular la formación de nuevos vasos sanguíneos 
provocando así el crecimiento del tumor. Los TAM´s son derivados de los monocitos 
circulantes o los macrófagos tisulares residentes, que constituyen el mayor infiltrado 
leucocitario encontrado dentro del estroma de muchos tipos de tumores. (Yan-Cun 
Liu, et al., 2014). Los TAM´s interactúan con una amplia gama de factores de 
crecimiento, citocinas y quimiocinas en el microambiente tumoral, los cuales son 
importantes para su diferenciación a los diferentes fenotipos que pueden realizar 
funciones según el tipo de tumor con el que están asociados. Los macrófagos 
asociados a tumores, presentan diferentes fenotipos dentro de las cuales se 
encuentran los M1, los cuales favorecen la respuesta inflamatoria, o bien pueden 
diferenciarse en fenotipos de activación alternativa como los M2 que participan en 
la reparación de tejidos con una función anti inflamatoria. En respuesta a diferentes 
señales del ambiente tumoral (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β, M-CSF) contribuyendo al 
desarrollo del tumor y su progresión (Wenjuan., et al.,2015). Los TAM´s a menudo 
se reportan asociados a un fenotipo M2, sin embargo, se ha reportado que los 
factores secretados de las células tumorales no inducia una respuesta completa M1 
o M2 de macrófagos, sino que los TAM´s pueden presentar un fenotipo “mixto” M1 
/ M2 (Edin et al., 2013). 
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 Entender los mecanismos que dirigen la activación y la diferenciación de los 
macrófagos durante el desarrollo tumoral proporcionará bases para desarrollar 
mejores estrategias terapéuticas contra el cáncer (Solís et al., 2015).  

La familia de proteínas STAT, son a la vez transductores de señal y factores 
de transcripción. Se ha descrito que la activación aberrante de ciertas proteínas 
STAT, en particular STAT1, STAT3 y STAT5, está asociada con muchos cánceres 
humanos (Bousoik et al; 2018). Las proteínas STAT son activadas diferencialmente 
de una manera dependiente del contexto en respuesta a factores de crecimiento, 
citocinas u otros ligandos polipeptídicos. Tienen papeles importantes en procesos 
fundamentales, incluyendo proliferación, desarrollo, diferenciación, inflamación y 
apoptosis. La activación de STAT´s se inicia por la fosforilación sobre un residuo 
crítico de tirosina (Khandaker et al., 2008). 

El transductor de señales y activador de la transcripción 1 (STAT1) se 
encarga de regular la expresión de los genes implicados en la división celular y la 
apoptosis, siendo importante para el desarrollo de la respuesta Th1 y la activación 
clásica del macrófago mediando la respuesta del IFN-γ (Becerra, 2013). Evidencias 
recientes han mostrado que STAT1 puede participar de manera importante en la 
movilización y activación de los monocitos circulantes que contribuyen a la 
acumulación de TAM´s durante el cáncer (Van et al., 2014). 

Reportes previos en el laboratorio, usando un modelo experimental de cáncer 
de colon asociado a colitis, han demostrado que el desarrollo tumoral (denotado por 
un mayor número y tamaño de adenocarcinomas) en animales deficientes en 
STAT1 es mucho más rápido y extenso, y se encuentra acompañado de un infiltrado 
importante de macrófagos, en comparación con el encontrado en animales 
silvestres (BALB/c). Esta información sugiere que la ausencia de STAT1 podría 
estar asociada con un menor reclutamiento de macrófagos supresores de tumores 
y por lo tanto un mayor desarrollo de adenocarcinomas colorrectales esto su puede 
observar en los trabajos que aún están en proceso (León-Cabrera et al., 2018). 

Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales STAT1 participa en el 
reclutamiento y diferenciación de TAM´s durante el desarrollo del cáncer de colon 
son desconocidos.  
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1.- GENERALIDADES 
 

1.1.-Cáncer de colon y recto  
 

El cáncer colorrectal (CCR) es el tercero más común como neoplasia 
diagnosticada y la tercera causa principal de muerte por cáncer en el mundo (Figura 
1), representando alrededor de 1,8 millones de casos nuevos y 881 000 muertes en 
2018. (GLOBOCAN; 2018) donde en este mismo año fue el cuarto cáncer más 
común en los hombres en el mundo con 746,000 casos, representando el 10.8% del 
total de tumores malignos, y el segundo más común en mujeres con 614,000 casos, 
correspondiendo a un 9.2% del total en el mundo (American Society of Clinical 
Oncology 2005-2018 (ASCO).).  Cabe mencionar que casi el 55% de los casos de 
CCR ocurren en las regiones más desarrolladas. (Sánchez-Barriga J. J., 2016),con 
respecto a las muertes por cáncer colorrectal (CCR) se presentan con 484,224 
casos para hombres (Figura 2) y para mujeres 396,568 (Figura 3); sin embargo 
este fenómeno se encuentra principalmente en las regiones más desarrolladas 
(GLOBOCAN; 2018). 

A pesar de ser una neoplasia frecuente en pacientes de edad avanzada con 
una media de diagnóstico a los 50.8 años, cada día se detectan casos en gente más 
joven, de ahí la importancia de realizar un diagnóstico oportuno, lo que representa 
un gran reto en el conocimiento de la patología y actualización en el manejo 
adecuado, con la finalidad de aumentar la sobrevida y mejorar, en lo posible, la 
calidad de vida. (Sánchez et al., 2008).   

 

Figura 1: Número estimado de muertes para ambos sexos a nivel mundial 
por cada 100000 habitantes; (GLOBOCAN; 2018) 
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Figura 2: Número estimado de muertes en hombres a nivel mundial por 
cada 100 000 habitantes; (GLOBOCAN; 2018). 

 

Figura 3: Número estimado de muertes en mujeres a nivel mundial por cada 
100 000 habitantes; (GLOBOCAN; 2018). 
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1.2.-Enfermedad inflamatoria intestinal y cáncer colorrectal  
 

 En los últimos años, las enfermedades inflamatorias intestinales (IBD) han 
tomado especial relevancia principalmente en los países desarrollados debido al 
aumento de personas afectadas. Las IBD son patologías crónicas complejas que 
afectan al aparato digestivo La Colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermedad de Crohn (EC) 
son las afecciones intestinales con mayor incidencia y prevalencia dentro de la IBD. 
Estas enfermedades cuentan con un elevado grado de similitud en cuanto a 
síntomas, factores de riesgo y tratamiento, siendo la principal diferencia la zona del 
aparato digestivo donde se produce la inflamación; mientras que la CU afecta 
únicamente al intestino grueso o colon la EC afecta todo el tracto digestivo Las IBD 
se han asociado a un aumento en el riesgo de desarrollar tumores malignos 
gastrointestinales, destacando el cáncer colorrectal (CCR) (L. Meyer et al, 2015). 

1.2.1.-Cáncer e inflamación  

 
La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) es un trastorno inflamatorio 

crónico en el intestino que implica la sobreproducción de citocinas pro inflamatorias 
y funciones excesivas de las células inflamatorias, las cuales están presentes en  
un microambiente el cual es importante ya que se encarga del mantenimiento de la 
homeostasis, la cual requiere un equilibrio de tolerancia inmune y funciones 
efectoras, sin embargo una vez que este se ve alterado podría ser el causante del 
cáncer colorrectal (CCR). Es importante destacar que la inflamación intestinal a 
largo plazo es un factor de riesgo clave para el cáncer colorrectal asociado a la 
colitis (CAC) (Zhu Y. et al ., 2018). 

Así, la inflamación crónica predispone a ciertos carcinomas, en especial al 
CCR. Cuando las células del sistema inmunitario innato se encuentran en el 
microambiente tumoral, actúan como un mediador inflamatorio que puede 
promuever el desarrollo tumoral, induce la proliferación de células iniciadas y altera 
el estroma; donde el eje TLR4- IL-6 es un vínculo molecular esencial entre 
inflamación y cáncer. La inflamación promueve la proliferación celular y el estrés 
oxidativo que daña el ADN, causando mutaciones, resistencia a la apoptosis y 
favorece las metástasis debido a la inestabilidad genética y metilación aberrante 
que interacciona con genes involucrados en vías de carcinogénesis colorrectal, 
como TP53, genes reparadores del ADN y factores como NF-κb. La activación de 
NF-κb estimula la IL-6 y contribuye a la carcinogénesis al inducir COX-2, aumentar 
la síntesis de prostaglandina E2 y activar la fosforilación de EGFR, lo cual al estar 
aumentados los niveles de estas citocinas nos indican un peor pronóstico para el 
paciente (Cuatrecasas., 2011). 

El estrés oxidativo también contribuye a la patogénesis de la carcinogénesis 
del colon atacando proteínas y ácidos nucleicos, lo que produce desnaturalización 
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y una variedad de alteraciones que incluyen modificaciones de la base, lesiones de 
doble base y roturas de la cadena. El estrés oxidativo se desarrolla en respuesta a 
reacciones inflamatorias en particular porque las células inflamatorias, los 
neutrófilos activados y los macrófagos producen grandes cantidades de especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno (RONS). Los tejidos inflamados de pacientes con 
CU o CD activan una mayor expresión de óxido nítrico sintasa (NOS). Los RONS 
pueden interactuar con los genes clave implicados en las vías cancerígenas, 
como P53 y los genes de reparación del des emparejamiento del ADN. Un estudio 
previo mostró niveles más altos de frecuencias de mutación P53 de ambas 
transiciones G: C a A: T en el sitio CpG del codón 248 y transiciones C: G a T: A en 
el codón 247 en el tejido inflamado que, en el tejido no inflamado del colon, así como 
en tejido de colon de controles adultos normales. Otro estudio informó que los 
niveles no citotóxicos de peróxido de hidrógeno redujeron drásticamente las 
actividades del sistema de reparación del desajuste. (Ran; Kyung., 2014). 

 2.-Los macrófagos y cáncer colorrectal. 
 

2.1.-Macrófagos.  

 
Las células presentadoras de antígenos, como los monocitos / macrófagos, 

desempeñan papeles importantes como centinelas de alertas de primera línea o 
como mediadores que dan forma a la respuesta inmune adaptativa (Benoit et al., 

2008). Los macrófagos son una de las poblaciones celulares más pleiotrópicas del 
sistema inmune, presentes en todos los tejidos del cuerpo. Tienen funciones 
homeostáticas que incluyen reparación, modelación y angiogénesis de los tejidos y 
proveen protección al poner en marcha mecanismos inmunes innatos e iniciar el 
desarrollo de respuestas inmunes específicas a través del procesamiento y 
presentación antigénicos, la expresión de moléculas coestimulatorias y la 
producción de citocinas.  

Los fagocitos mononucleares son producto de un proceso denominado 
monocitopoyesis que comienza con la generación de precursores mieloides en la 
médula ósea, el bazo y el hígado fetal a partir de células pluripotenciales 
estimuladas con interleucina (IL-3). Los precursores mieloides comunes para el 
linaje granulocítico y monocítico, al ser estimulados con el factor estimulante de 
colonias de granulocito-macrófago (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de 
macrófago (M-CSF) e interactuar con el estroma de los órganos hematopoyéticos 
dan lugar a los promonoblastos y generan la progenie monocito-macrófago (Duque 
C. et al., 2007). 

Los macrófagos ayudan a mantener la homeostasis durante el desarrollo 
embrionario y durante toda la vida. La diversidad y la superposición de señales en 
el microambiente pueden generar un espectro de fenotipos y funciones de 
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macrófagos in vivo. Se cree que los fenotipos de los macrófagos de activación 

clásicos (M1) y alternativos (M2) se encuentran en los extremos de este espectro. 
La liberación de patógenos o patrones moleculares asociados al patógenos (PAMP) 
o patrones moleculares asociados al daño (DAMP) e IFN-γ durante la infección o 
lesión tisular promueve la activación clásica de los macrófagos y asegura la 
esterilidad del tejido. Por el contrario, la IL-4 producida por los linfocitos Th2 durante 
las respuestas inmunes a las infecciones parasitarias o alérgenos activa de manera 
alternativa a los macrófagos, promoviendo la curación y reparación de la herida 
(Jablonski et al., 2015). 

2.1.1.-Macrófagos clásicamente activados o M1 
 

El fenotipo M1 se caracteriza por la expresión de altos niveles de citocinas 
proinflamatorias, alta producción de intermedios reactivos de nitrógeno y oxígeno, 
promoción de la respuesta Th1 y una fuerte actividad microbicida y tumoricida 
(Sica., 2012). 

La respuesta común de los macrófagos a las infecciones bacterianas implica 
principalmente la regulación positiva de los genes implicados en la polarización M1. 
Estos incluyen genes que codifican citocinas tales como TNF, IL-6, IL-12, IL-1β, 
receptores de citocinas tales como IL-7R e IL-15RA, quimiocinas tales como CCL2, 
CCL5 y CXCL8, y el receptor de quimiocinas CCXR7. Otros genes regulados 
asociados a M1 codifican las enzimas indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenasa y NO-
sintasa 2 (NOS2), que están implicadas en la actividad microbicida de los 
macrófagos, y moléculas coestimuladoras, tales como CD80 y CD86. Es probable 
que esta robusta activación con desplazamiento M1 corresponda a la señal de 
alarma común contra las bacterias inducidas en los macrófagos, ya que la mayoría 
de estos genes se inducen independientemente de las especies bacterianas (Benoit 
et al., 2008). 

2.1.2.- Macrófagos alternativamente activados o M2 
 

Se considera que los macrófagos M2 están implicados en la contención del 
parásito y en la promoción de la remodelación tisular y la progresión tumoral, para 
tener funciones inmunorreguladoras. Se caracterizan por una actividad fagocítica 
eficiente, alta expresión de moléculas depuradoras, la expresión de receptores de 
manosa (MMR) y galactosa, producción de ornitina y poliaminas a través de la ruta 
de la arginasa, y algunas citocinas IL-12 low IL-10 hi IL-1decoyR hi IL-1RA hi fenotipo 
(Sica et al., 2012).Los macrófagos M2 incluyen al menos tres subconjuntos: se 
propone denominar como M2a, inducido por IL-4 o IL-13; M2b, inducido por inmuno-
complejos y agonistas de TLR o TGF-β como activador alternativo, otros autores 
consideran que esta citocina induce el fenotipo M2c y receptores de IL-1, inducido 
por IL-10 y hormonas glucocorticoides (Benoit et al., 2008). Dentro de los genes 
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típicos de la polarización de los M2 encontramos; receptor de manosa ( MMR), α de 
resistina (RENTLB ,Fizz1 ), y quitinasa 3-like 3 (Chi3l3 , Ym1 ) (Sica et al., 2012) 
mientras que PDL2 (también llamado B7DC o CD273) se expresa principalmente 
en células hematopoyéticas (células dendríticas y macrófagos con respuesta Th2) 
por lo tanto consideramos a algunos  macrófagos estimulados, donde los receptores 
más comunes para PDL2 son IFN tipo 1 y 2, las citocinas de cadena simple 
(IL1,IL17.IL15,IL21) y GMCSF ( Vargas- Rojas et al., 2008). 

Muchos de los factores producidos por los macrófagos M2 actúan a favor de 
la progresión tumoral, estimulando el crecimiento tumoral (por ejemplo, factor de 
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento fibroblástico 1 (FGF1) y factor 
de crecimiento transformante beta 1 (TGFβ1), angiogénesis (por ejemplo, endotelio 
vascular factor de crecimiento A (VEGFA)) y remodelación de la matriz (p. ej., FGF1, 
fibrina y metalopeptidasas de la matriz (MMP), (Edin et al., 2012). 

2.2.-Macrófagos Asociados a Tumores (TAM´s) 
 

Las células inflamatorias están presentes en el microambiente tumoral de la 
mayoría de los cánceres y se ha informado que afectan el medio de los mediadores 
inflamatorios y las señales de proliferación celular, la angiogénesis y la 
remodelación tisular de maneras que podrían promover la progresión tumoral. (Edin 
et al., 2012).  Los macrófagos asociados a tumores (TAM´s) son derivados de los 
monocitos circulantes o los macrófagos tisulares residentes, que constituyen el 
mayor infiltrado leucocitario encontrado dentro del estroma de muchos tipos de 
tumores (Yan-Cun Liu, et al., 2014). Los TAM´s interactúan con una amplia gama 
de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas en el microambiente tumoral, los 
cuales son importantes para su diferenciación a los diferentes fenotipos que difieren 
en sus funciones según el tipo de tumor con el que están asociados. Los macrófagos 
asociados a tumores, presentan diferentes fenotipos dentro de las cuales se 
encuentran los M1, los cuales favorecen la respuesta inflamatoria, o bien pueden 
diferenciarse en fenotipos de activación alternativa como los M2 que participan en 
la reparación de tejidos con una función anti inflamatoria (Figura 4) (Capace, et al., 
2013), en respuesta a las diferentes señales del ambiente tumoral (IL-4, IL-10, IL-
13, TGF-β, M-CSF) contribuyendo al desarrollo del tumor y su progresión 
(Wenjuan.,et al., 2015). Donde los TAM´s a menudo se reportan con un fenotipo 
M2, sin embargo, se ha reportado que los factores secretados de las células con 
CCR no inducian una respuesta completa M1 o M2 de macrófagos, sino que los 
TAM´s de un fenotipo "mixto" M1 / M2. Se ha demostrado previamente que una 
mayor densidad de macrófagos podría explicar el papel positivo de los macrófagos 
en él CCR lo cual a su vez podría contribuir a una respuesta inflamatoria (Edin et 
al., 2012). 
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 Los TAM´s se encuentran dentro y alrededor de la mayoría de los tumores, 
los cuales pueden liberar numerosos factores que podrían influir en el 
comportamiento de las células tumorales y otras células del estroma tumoral. La 
capacidad de los macrófagos para adaptarse a su entorno ha llevado a la 
identificación de dos fenotipos polarizados principales de macrófagos (Edin et al., 
2012). Los TAM´s expresan y liberan numerosos factores de crecimiento  pro 
angiogénicos como: VEGF, factor de crecimiento de células endoteliales derivado 
de plaquetas / timidina fosforilasa (PDEC-GF / TP), factor de crecimiento de 
fibroblastos-2 (FGF-2), factor de crecimiento transformante-α / β (TGF-α / β), factor 
de necrosis tumoral-α (TNF-α), IL-1/6/8, factor activador de plaquetas α (PAF-α), 
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), granulocito (G) -CSF, GM-
CSF, PDEC-GF / TP y quimiocinas (Solís et al., 2015) . En respuesta a la hipoxia, 

los TAM´s se acumulan en tumores, a su vez, estimulan la sobreexpresión de 
factores proangiogénicos, secretados por todos los componentes del microambiente 
tumoral (fibroblastos, células endoteliales y mastocitos), y células cancerosas, 
potenciando la señal angiogénica. Por lo tanto, los TAM´s, que secretan varios 
factores proangiogénicos, pueden inducir la remodelación tisular al producir 
activadores e inhibidores de proteinasas que pueden destruir la matriz extracelular, 
liberando factores unidos a la matriz [MMP-2, MMP-9, MMP-12 y ciclooxigenasa-2 
(COX -2)]. De esta manera, los TAM´s forman parte de los componentes 
fundamentales del microambiente que promueve el crecimiento mediado por la 
angiogénesis, favoreciendo la progresión tumoral, la invasión y la metástasis 
(Marech et al., 2016).  

Figura 4.- Imagen modificada de (Capace et al., 2013). 

Figura 4: La polarización fenotípica de los macrófagos en el 
microambiente tumoral. 
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Figura 4: La polarización fenotípica de los macrófagos en el microambiente 
tumoral. 

Los macrófagos pueden clasificarse esquemáticamente en dos clases principales 
según su polarización fenotípica: los macrófagos del fenotipo M1 en respuesta a M-
CSF, IFN γ, LPS y otros productos microbianos, mientras que se diferencian en M2 
en presencia de TGF-β , VEGF,  M-CSF, CCL2, IL-4, IL-10, IL-13, glucocorticoides 
y complejos inmunes / ligandos de TLR. M1 y M2 muestran diferentes funciones. 
Los macrófagos M1 pueden desencadenar la respuesta inmune Th1 y ejercer 
actividad citotóxica hacia los microorganismos ingeridos y las células cancerosas. 
Los macrófagos M2 activan la respuesta inmune Th2 y promueven la angiogénesis, 
la remodelación tisular y la progresión tumoral. Imagen modificada de (Capace et 
al., 2013). 

2.3.-Macrófagos Asociados a Tumores en el Cáncer Colorrectal 

 
Con respecto al papel de los TAM´s en el CCR, los resultados publicados no 

han sido concluyentes. En los modelos murinos y humanos de CCR, se ha 
demostrado una relación entre la angiogénesis y los TAM´s en la progresión 
tumoral. Algunos estudios clínicos también han informado que una infiltración de 
TAM´s en el CCR se asoció con un aumento del angiogénesis, una diferenciación 
más pobre, etapas tumorales avanzadas y una mayor tasa de metástasis 
ganglionares (Zhong X. et al., 2018). TAM´s de un fenotipo M2, se han asociado con 
una disminución de la supervivencia en pacientes con melanoma, cáncer de mama, 
el riñón y el cáncer de vejiga (Solís et al., 2015), sin embargo, esto podría no ser 
cierto para todos los tipos de cánceres ya que se ha demostrado previamente que 
un aumento de la densidad de los macrófagos en el CCR se correlaciona con un 
mejor pronóstico (Cavnar MJ. et al.,2017) también en cáncer de estómago los 
pacientes han sido reportados con un mejor pronóstico al presentar un elevado 
número de TAM´s. (Edin S. et al., 2012). Por el contrario, pocos estudios clínicos 
han descrito que el aumento de TAM´s en el frente de invasión de las células 
tumorales se correlaciona con un menor número de metástasis y un mejor 
pronóstico, por lo que no se sabe si se juega un papel dual el cual podría depender 
del balance de citocinas pro o antiinflamatorias, sus concentraciones relativas, la 
expresión de receptores de citocinas y el estado de activación de las células 
circundantes. (Fuente M. L. et al., 2017).  
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3.-Vía JAK / STAT  
 

Las proteínas STAT son activadas diferencialmente de una manera 
dependiente del contexto en respuesta a factores de crecimiento, citocinas u otros 
ligandos polipeptídicos. Tienen papeles importantes en procesos fundamentales, 
incluyendo proliferación, desarrollo, diferenciación, inflamación y apoptosis. La 
activación de STAT´s se inicia por la fosforilación sobre un residuo crítico de tirosilo 
(Khandaker et al., 2008). 

 La activación de JAK estimula la proliferación celular, la diferenciación, la 
migración celular y la apoptosis. Estos eventos celulares son críticos para la 
hematopoyesis, el desarrollo inmune, el desarrollo y la lactancia de las glándulas 
mamarias, la adipogénesis, el crecimiento sexualmente di mórfico y otros procesos.       
Previsiblemente, las mutaciones que reducen la actividad de la ruta JAK / STAT 
afectan estos procesos. Por el contrario, las mutaciones que activan 
constitutivamente o no regulan correctamente la señalización de JAK causan 
enfermedad inflamatoria, eritrocitosis, gigantismo y una variedad de leucemias 
(Bousoik E., et al., 2018). 

La activación de JAK ocurre después de la multimerización del receptor 
mediada por ligando porque dos JAK se ponen en proximidad cercana, lo que 
permite la trans-fosforilación. Los JAK activados posteriormente fosforilan objetivos 
adicionales, incluidos tanto los receptores como los sustratos principales, STAT. Las 
STAT son factores de transcripción latentes que residen en el citoplasma hasta que 
se activan. Los siete STAT de mamíferos tienen un residuo de tirosina conservado 
cerca del extremo C que está fosforilado por los JAK. Las STAT fosforilada ingresan 
al núcleo por un mecanismo que depende de la importación de α-5 (también llamado 
nucleoproteína interactor 1) y la vía de importación nuclear de Ron. Una vez en el 
núcleo, Las STAT dimerizadas se unen a secuencias reguladoras específicas para 
activar o reprimir la transcripción de genes diana. Por lo tanto, la cascada JAK / 
STAT proporciona un mecanismo directo para traducir una señal extracelular en una 
respuesta transcripcional (Abbas, 2004) (Figura 5). 
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Figura 5: Vía de señalización de las JAK/STAT 

Figura 5: Vía de señalización de las JAK/STAT (modificado de Abbas; 
2004). 

Las proteínas STAT son activadas diferencialmente de una manera 
dependiente del contexto en respuesta a factores de crecimiento, citocinas u otros 
ligandos poli peptídicos. Tienen papeles importantes en procesos fundamentales, 
incluyendo proliferación, desarrollo, diferenciación, inflamación y apoptosis. La 
activación de STATs se inicia por la fosforilación sobre un residuo crítico de tirosilo 
(Khandaker et al., 2008). 

El transductor de señales y activador de la transcripción 1 (STAT1) se 
encarga de regular la expresión de los genes implicados en la división celular y la 
apoptosis, siendo importante para el desarrollo de la respuesta Th1 y la activación 
clásica del macrófago mediando la respuesta del IFN-γ (Becerra et al., 2013). 

Evidencias recientes han mostrado que STAT1 puede participar de manera 
importante en la movilización y activación de los monocitos circulantes que 
contribuyen a la acumulación de TAM´s durante el cáncer (Van et al., 2014). 

3.1.- STAT1 en la inflamación y el cáncer colorrectal  

 
Un primer estudio de la expresión de STAT1 en la IBD informó un aumento 

de los niveles de STAT1 en el tejido intestinal tanto de la (colitis ulcerativa) CU como 
de la Enfermedad de Crohn (EC). Activando STAT1 fue aumentando la presencia 
de en monocitos y granulocitos (Schreiber et al., 2002). Otra investigación reveló 
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niveles más altos del total, pero no fosfo-STAT1 en células dendríticas (CD) (Mudter 
et al., 2005). Del mismo modo, la expresión del gen STAT1 fue elevada en pacientes 
con EC en un estudio genómico de expresión génica (Wu F. et al., 2007). 

Se pueden hacer diferentes sugerencias sobre cómo esto podría ser 
funcionalmente relevante. Aunque se informó una mejoría de la colitis experimental 
en una evaluación inicial con ratones STAT1 knockout (STAT1-/-) y tras la inhibición 
farmacológica específica de STAT1 en células T (Wu X. et al., 2012). Por el 
contrario, algunas pruebas sugieren que varias moléculas con propiedades 
antiinflamatorias causan una disminución de la fosforilación de STAT1 en los 
linfocitos (Tao F.et al., 2013). Además, el butirato del metabolito bacteriano inhibe 
la activación de JAK2 inducida por IFN-γ y la posterior señalización de STAT1, lo 
que podría interpretarse como un mecanismo potencial de diafonía entre el micro 
bioma entérico y el sistema inmune intestinal. 

STAT1 también se ha propuesto como importante en CAC. Aquí, parece 
tener una función protectora como fibroblastos intestinales normales, pero 
fibroblastos no activados o fibroblastos de pacientes con IBD, activan STAT1 en 
células de cáncer de colon y de ese modo inhiben el crecimiento de las células 
tumorales (Kaler P.et al., 2014). Aún no se han realizado más estudios que aborden 
directamente el CAC, pero se pueden hacer algunas deducciones a partir de los 
hallazgos relacionados con el cáncer colorrectal (CCR) en general ya que estos 
hallazgos involucran moléculas que también regulan la inflamación. Por ejemplo, la 
mutación KRAS frecuente en células CCR conduce a la inactivación de STAT1 y la 
insensibilidad subsiguiente de las células tumorales a los efectos antitumorales de 
IFN-γ (Klampfer L.et al., 2003). 

El papel preciso de STAT1 en la Enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) 
sigue sin estar claro ya que está implicado en las vías pro y antiinflamatorias. Por lo 
tanto, la regulación positiva de la expresión de STAT1 en la IBD humana podría 
verse como un defecto primario que contribuye al desarrollo de la inflamación 
intestinal o como el intento secundario del sistema inmune para limitar la 
inflamación. Sin embargo, parece que la activación de STAT1 en los linfocitos más 
bien favorece el desarrollo de la IBD, mientras que su fosforilación en los 
macrófagos y las células epiteliales parece beneficiosa con respecto a la inflamación 
intestinal. Las variaciones sobre este tema de roles diferenciales en las células 
adaptativas e innatas reaparecerán varias veces en el curso de la señalización JAK 
/ STAT en la IBD (Zundler; F.; Neurath Markus., 2016). 

 Esto está en contraste con los hallazgos en un modelo de ratón, donde la 
activación de STAT1 fue crítica para el desarrollo espontáneo de CCR en ratones 
deficientes en SOCS1, probablemente a través de la inducción de enzimas que 
conducen al estrés oxidativo. La conexión que une la activación de STAT1 con la 
producción de especies reactivas de oxígeno también se ha establecido en 
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macrófagos peritoneales murinos in vitro. Sin embargo, en otro modelo murino de 

cáncer de colon, la formación de pólipos intestinales fue igual en animales con 
deleción STAT1 en comparación con ratones que expresan STAT1, y SOCS1 
también se ha propuesto como un oncogén mediando su efecto a través de STAT1-
down regulation. En conclusión, el papel de STAT1 para el desarrollo del cáncer 
sigue siendo controvertido y requiere más estudios (Zundler; F. Neurath Markus., 
2016). 

3.2.-STAT1 y su relación con los TAM´s 
 

Por lo cual al se evaluó el papel que juegan los TAM´s en el desarrollo 
tumoral, vemos que STAT1 podría estar jugando un papel importante en la 
movilización y activación de los monocitos circulantes que contribuyen a la 
acumulación de los TAM´s durante el cáncer colorrectal. Sin embargo, no ha sido 
descrito con claridad cuál es la función que lleva a la diferenciación y mantenimiento 
de los fenotipos; proinflamatorio y antiinflamatorio, en presencia del cáncer 
colorrectal asociado a colitis. Para evaluar estos cambios se consideró el papel de 
los TAM´s en presencia de macrófagos extraídos de medula ósea (BM), para 
observar el perfil predomínate dentro de los TAM´s.  

Reportes previos en el laboratorio, usando un modelo experimental de cáncer 
de colon asociado a colitis CAC el cual utiliza AOM/DSS (Tanaka et al., 2003), han 
demostrado que el desarrollo tumoral (denotado por un mayor número y tamaño de 
adenocarcinomas) en animales deficientes en STAT1 es mucho más rápido y 
extenso, y se encuentra acompañado de un infiltrado importante de macrófagos, en 
comparación con el encontrado en animales Wild Type (WT). Esta información 
sugiere que la ausencia de STAT1 podría estar asociada con un menor 
reclutamiento de macrófagos supresores de tumores y por lo tanto un mayor 
desarrollo de adenocarcinomas colorrectales (León-Cabrera, et al., 2018). 

Sin embargo, se desconoce el rol que juega STAT1 en el reclutamiento y 
diferenciación de TAM´s durante el desarrollo del cáncer de colon. Así mismo las 
señales derivadas del epitelio intestinal y los mecanismos moleculares que 
determinan el reclutamiento y el fenotipo de activación de los TAM´s durante la 
progresión de colitis a cáncer aún no se conocen con claridad. 
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4.-HIPOTESIS 

Factores derivados de tumores desarrollados en animales deficientes en STAT1-/- 
inducirán cambios en macrófagos hacia un fenotipo permisivo para el crecimiento 
tumoral. 

 

4.1.-Objetivo general: 
 

Evaluar alteraciones en el fenotipo de macrófagos in vitro en respuesta a macerados 
de tumores colorrectales en dependencia de STAT1. 

4.1.2.-Objetivos específicos: 
 

1. Obtener tumores colorrectales en diferentes etapas de desarrollo de animales 
silvestres y deficientes en STAT1 (STAT1-/-). 

2. Diferenciar in vitro monocitos de médula ósea a macrófagos adherentes bajo el 
estímulo de la citocina M-CSF.  

3. Estimular in vitro macrófagos con estímulos asociados a M1, M2 y con macerados 
de tumores colorrectales en etapas tempranas y tardías de desarrollo provenientes 
de animales silvestres o STAT1-/-.  

4. Analizar por citometría de flujo la expresión de marcadores de superficie 
asociados con macrófagos M1 y M2.  

5. Determinar la producción de óxido nítrico en los sobrenadantes de los cultivos. 

6. Evaluar cambios en la expresión de iNOS y Arginasa en los macrófagos bajo los 
diferentes estímulos. 
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5..-MATERIALES Y METODOS 
 

5.1.-Material Biológico  
 

Se utilizaron ratones machos, WT (silvestres) y STAT 1-/-de fondo genético 
BALB/c de ocho semanas de edad, los cuales se mantuvieron en un ambiente libre 
de patógenos en el Bioterio de la FES-Iztacala, UNAM.  

5.2.-Inducción del cáncer experimental 
 

Para el desarrollo del cáncer de colon asociado a colitis (CAC), los ratones 
fueron inyectados con 12,5 mg/kg de Azoximetano (AOM) (Sigma, EE.UU.) vía intra-
peritoneal diluido en solución salina fisiológica (Sigma, EE.UU..); Cinco días más 
tarde, se administró Dextrán Sulfato de Sodio (DSS), (MW: 35 000 a 50 000, MP 
Biomedicals. Solón, Ohio, EE.UU.). Al 2% disuelto en el agua potable durante 7 
días. Después, los ratones se mantuvieron con agua normal durante 14 días y se 
sometieron a dos ciclos más de DSS. Los ratones fueron sacrificados los días 40 
(etapa temprana del desarrollo tumoral) y 68 (etapa tardía del desarrollo) para la 
extracción de tumores, para lo cual se extrajo el colon, se lavó para eliminar 
cualquier residuo de heces fecales, una vez lavado se cortó con sentido proximal 
hacia el distal (esto considerando proximal a la parte cercana al ciego y distal la 
parte más alejada del ciego) para abrir y tener la parte interna expuesta, los tumores 
obtenidos se encontraban de la parte media-proximal, y se tomaron muestras de 0.5 
cm. 

5.3.-Porcentaje de peso corporal y DAI de los ratones 

  
Para llevar un indicio de cómo se desarrolla el CAC en los ratones, fueron 

monitoreados dos veces por semana durante el modelo experimental esto se llevó 
acabo tomando el peso corporal de los ratones donde el peso inicial fue considerado 
como el 100%. Mientras que el índice de daño de la enfermedad se realizó siguiendo 
el protocolo propuesto por (Dae-Sung et al., 2013). El cual sirve para determinar la 
severidad de la UC (colitis ulcerativa) durante el tratamiento de AOM/DSS. Para 
esto se llevó acabo con la supervisión constante de los ratones a lo largo del 
tratamiento, tomando en cuenta tanto la pérdida de peso corporal expresado en 
porcentaje, como las condiciones de las heces fecales, considerando los 
parámetros donde 0= a no  presentar daño o heces normales y 3 es el grado más 
alto de daño (figura 8), donde vemos desde diarrea hasta sangrado rectal o 
inclusive prolapso rectal, siendo esto el mayor daño el cual se observa 
principalmente en los ratones STAT1-/- en las etapas más avanzadas del 
tratamiento (3 ciclo de la aplicación de del DSS o en el sacrificio del día 68).  
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5.4.-Obtención de macerados de tumores de etapa temprana y tardía. 

  
Los tumores obtenidos al momento de los sacrificios se maceraron con ayuda 

del politron en tubos eppendorf, de 1.5 ml, esto se llevó acabo con solución salina 
estéril con inhibidores de proteasas al [1×] (Complete ™, mini, cóctel inhibidor de la 
proteasa libre de EDTA. Tabletas provistas en (EASYpacks by Roche), se 
centrifugaron a 13000 rpm por 15 min a 4°C y se recolectó el sobrenadante el cual 
fue conservado a -70°C, hasta su uso. Los sobrenadantes fueron cuantificados 
usando el método de Lowry, (tabla 1) en el cual se usa, una curva patrón con una 
Solución Standard de seroalbumina bovina (1 mg/ml), para posterior mente colocar 
las muestras con los reactivos de Lowry (Carbonato sódico al 2% en NaOH 0.1 M 
B: Sulfato cúprico al 1%: Tartrato sódico-potásico al 2%). En el momento de su uso 
se mezclan 50ml de A con 50 ml de B más 5µl de muestra a analizar; donde solo se 
usaron los reactivos A y B, al obtener la coloración azul, pasados los 5 min de 
reposo. Donde en complejo coloreado se desconoces su composición, presenta dos 
máximos de absorción a las longitudes de onda de 560 y 680 nm. La elección de 
una u otra depende de la concentración proteica de la muestra estudiada, los 
tumores obtenidos son de los ratones WT+AOM/DSS y STAT1-/- AOM/DSS tanto 
de etapas tempranas como de etapas tardías.  

Tabla 1.- Tabla de cuantificación de proteínas por el método de Lowry. en la 
tabla se muestran las concentraciones en mg/ml para posteriormente convertirla a 
µg a las concentraciones que se requieran. 

Solution A:(µ) 
Sol. Stock 

10mg/ml de BSA 

Solución B:(µl) 
      Buffer de la muestra 

 

 
Concentración 

mg/ml 

0 200 0 
10 190 0.5 
20 180 1 
40 160 2 
60 140 3 

100 100 5 
120 80 6 
160 40 8 

 

Para corroborar el estado de las proteínas presentes en los macerados se 
llevó acabo un gel de integridad de proteínas, con esto obtuvimos las 
concentraciones a utilizar posteriormente tanto la concentración de 25 µg y 50 µg, 
Por medio de la técnica de electroforesis en gel; la cual se lleva acabo para separar 
fragmentos de ADN (u otras macromoléculas, como ARN y proteínas) por su tamaño 
y carga. La electroforesis consiste en aplicar una corriente a través de un gel que 
contiene las moléculas de interés. Con base en su tamaño y carga, las moléculas 
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se desplazarán por el gel en diferentes direcciones o a distintas velocidades 
indicando que las moléculas que quedan más arriba en el gel serán las de mayor 
tamaño (por ejemplo, el DNA), así mismo las moléculas de menos peso molecular 
serán las moléculas más pequeñas. 

5.5.-Diferenciación de macrófagos a partir de células de la médula ósea.  
 

Se extrajeron los dos fémures y las tibias de ratones de los grupos WT y 
STAT 1-/-, los huesos se mantuvieron en solución salina estéril y posteriormente se 
desinfectaron en etanol al 70% durante un minuto y se colocaron un minuto más en 
medio DMEM. Se cortaron los huesos por ambos extremos y se extrajo la medula 
por perfusión con solución salina estéril, se centrifugaron a 1500 rpm ×10 min a 4°C. 
Posteriormente se decantó el sobrenadante y se obtuvo una pastilla, la cual fue re- 
suspendida en 5ml de medio de cultivo (DMEM completo (Medio + SBF + 
Antibiótico)). Para el conteo celular en la cámara de Neubauer se colocó una 
proporción (1:1) 10µl de Azul Tripano y 10µl de la muestra de células. La 
concentración celular se ajustó a 5×10⁶ de células totales en una placa de seis 
pozos con medio de cultivo (DMEM completo, 3ml/pozo) y se le agregaron 20 ng/ml 
de factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) (Murine M-CSF cat.#315-
02- PEPROTECH) el medio para diferenciación celular, se cambió el medio cada 
72hr. Se cultivaron durante siete días a 37ºC con una atmósfera de CO2 AL 5%. 

5.6.-Administración de los diferentes estímulos 

 

Con el objetivo de recuperar la mayor cantidad de células, estas se 
removieron con ayuda de raspadores celulares (Fisherbrand™). Posteriormente 
fueron recuperadas las células en un tubo de 50 ml el cual se centrifugo a 1500 rpm 
×10 min. Después de recuperar las células se determinó el número y la viabilidad al 
contarlas en la cámara de Neubauer con azul tripano. Un total de 5×105 células 
previamente diferenciadas fueron sembradas por pozo en placas de 12 pozos con 
medio de cultivo DMEM completo (medio de cultivo + antibiótico + SBF) con los 
estímulos (Tabla 2). Después de 72 hrs. se obtuvieron los sobrenadantes para 
determinar la producción de óxido nítrico de los cultivos. Las células se despegaron 
de la placa para análisis posteriores. 

 

Tabla 2.- Tabla de los grupos de células diferenciadas con los estímulos y 
sus concentraciones. 

 

Grupos de células diferenciadas  Concentración de estímulos 

CTR  

LPS 1µg/ml 

LPS+IFN γ 50 ng/ml 

IL4/IL13 20ng/ml de cada uno 
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WT +AOM/DSS 
Etapa temprana (TE) y Etapa tardía (TA) 

 

25µg 

50µg 

25µg +LPS 

25µg +IL4/IL13 

STAT1-/- +AOM/DSS 
Etapa temprana (TE) y Etapa tardía (TA)  

25µg 

50µg 

25µg +LPS 

25µg +IL4/IL13 

 

5.7.-Análisis por citometría de flujo 
 

Las células obtenidas se lavaron con 50 µl de buffer de FAC´s (0.5% BSA en 
PBS). Posteriormente, se procedió al bloqueo de las regiones Fc de las células con 
ayuda del anticuerpo CD16/CD32 incubándolas durante 15 minutos a 4°C, 
enseguida se lavaron las células con buffer de FAC´s y se centrifugaron a 1500 rpm 
durante 10 minutos. Al finalizar el centrifugado, de las células se retiró el 
sobrenadante y se resuspendieron las muestras para que enseguida se agregaran 
los anticuerpos anti-ratón CD11b, F4/80, PD-L2 y MMR (BioLegend). Los 
anticuerpos se mezclaron perfectamente con ayuda de un vortex y se incubaron a 
4°C durante 30 minutos en completa oscuridad. Se lavó con 500µl de buffer de 
FAC´s (filtrado) centrifugar a 2500 rpm ×10 minutos a 4°C; se repitió una vez más 
el lavado, una vez realizados ambos lavados se decantan los tubos y se re 
suspenden las células en EDTA 0.5%; agregando así 500µl de FAC´s y 500µl de 
EDTA. Para finalizar, las células nuevamente fueron lavadas con buffer de FAC´S y 
centrifugadas a 1500 rpm y se resuspendieron en un volumen final de      350µl. 
Inmediatamente las células se analizaron en el citómetro “(Invitrogen 
Attune NxT flow cytometer)” y con el software “FlowJo V10”. 

5.8.- Extracción de RNAm y RT-PCR 
 

Con la finalidad de evaluar cambios en la expresión de genes de interés a 
nivel de tejido se decidió obtener el RNA total para que a partir del mRNA se 
procediera a la síntesis de DNA complementario (cDNA) y con base en éste, evaluar 
los cambios en la expresión de genes mediante una RT-PCR. Se añadió trizol a las 
células que recibieron los diferentes tratamientos. Posteriormente se agregaron   
200µl de cloroformo frío (-20°C) por cada ml de trizol utilizado y se homogenizó con 
ayuda de un vortex durante 30 segundos, enseguida la muestra ya homogenizada 
se dejó reposar durante 10 minutos para después centrifugar a 13,000 rpm durante 
15 minutos a 4°C. La fase acuosa (RNA) se separó cuidadosamente y se colocó en 
un tubo nuevo, inmediatamente después se le agregó a cada muestra un volumen 
de isopropanol frío (-20°C) equivalente al obtenido en la fase acuosa y se mezcló 
manualmente por inversión para posteriormente dejarlo precipitar toda la noche a 
4°C. El RNA se centrifugó a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C, y la pastilla se 
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lavó con un gradiente de etanol al 100%, 80% respectivamente, adicionando 400 µl 
de etanol, re suspendiendo la pastilla manualmente por inversión, centrifugando a 
13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y decantando el sobrenadante para cada 
lavado. Finalmente se prosiguió al secado de la pastilla para eliminar el exceso de 
etanol durante 1 hora y se resuspendió la misma en 20 µl de H2O MilliQ con DEPC 
(Dietilpirocarbonato) al 0.01%. El RNA se cuantificó con ayuda del (Epoch™ Multi-
Volume multi-sample Spectrophotomer Systemy) se verificó su integridad mediante 
una electroforesis en gel de agarosa. La síntesis de cDNA se realizó usando el 
kit (M-MLV RT, INVITROGEN) siguiendo las instrucciones del proveedor.  

 
La reacción de PCR se llevó a cabo usando el kit (Amplificasa Taq DNA 

polimerasa, BioTechMol) en un volumen final de 25 µl utilizando 1 µg de cDNA bajo 
las condiciones que se indican en la Tabla 3. 

 
Tabla 3: Condiciones utilizadas para procesar muestras mediante PCR.  

 
Proceso  Temperatura (°C)  Tiempo  No. De ciclos  

Desnaturalización inicial  94  1 min  1  
Desnaturalización  95  30 seg    

35  
Alineación o anillamiento  Tm° específica  30 seg  

Extensión  72  30 seg  
Extensión final  72  7 min  1  

 
Se evaluó la expresión de genes asociados al perfil de macrófagos M1 (iNOS, 

TNF-α,) y M2 (Arginasa-1, Fizz-1). Se usó como gen constitutivo GAPDH. Las 
secuencias de los primers, las condiciones utilizadas durante la reacción, así como 
el tamaño del amplicon se muestran en la Tabla 4.  

 
Tabla 4: Secuencias de los primers utilizados para el gen constitutivo 

(GAPDH), genes de interés (iNOS, TNF-a, Arginasa-1, Fizz-1) y genotipo de STAT1. 
Temperaturas de alineación (Tm) y Tamaño del producto (pb).   
 

 

Gen 

Temperatura 
de 

alineación 
(TM) 

Amplicon (pb)  

Secuencia 5´ --- 3´ 

GAPDH 56°C 201 F CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC 

R CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC 

iNOS 62°C 449 F CTG GAG GAG CTC CTG CCT CAT G 

R GCA GCA TCC CCT CTG ATG GTG 

TNF-α 59°C 307 F GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCA TTG C 

R ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG 

Arginasa-
1 

54°C 250 F CAG AAG AAT GGA AGA GTC AG 

R CAG ATA TGC AGG GAG TCA CC 

Fizz-1 65°C 290 F GGT CCC AGT GCA TAT GGA TGA GAC CAT AG 
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R CAC CTC TTC ACT CGA GGG ACA GTT GGC AGC 

R ACA ATC GAG GCC ACG CAG GT 

STAT1 52°C 172 WT-R CTG ATC CAG GCA GGC GTT 

Común F TAA TGT TTC ATA GTT GGA TAT CAT 

 

 

5.9.-Determinación de nitritos en los sobrenadantes. 
 

 La cuantificación de nitritos en las muestras se realizó, para saber la cantidad 
de nitrógeno secretado por las células en tratamiento, esto por el método de Griess. 
Se preparó una curva estándar con una serie de concentraciones de la solución de 
nitritos 200µl de NaNO2 el cual se diluirá con 100µl de solvente (medio de cultivo 
complete DMEM) obteniendo así una concentración de 1000µM. Que se coloca en  
una placa de 96 pozos donde colocaron 100µl de la solución de Griess que contiene 
(solución A= naptilen diamina dihidrocloro en H2O + solución B= Salfanilamida en 
5% de H3PO4) más la solución estándar de nitritos previamente preparada; mientras 
que para la absorbancia de las muestras se colocaron  100 µl de las muestras de 
cada uno de los grupos estimulados  y 70 µl de solución de Griess,; dando como 
tonalidad un color rosado en los grupos que se produce la liberación de óxido nítrico, 
y dejando reposar por periodos de 5 min hasta cumplir los 20 minutos. Entre cada 
periodo se lee la placa a 540nm; en un lector de micro placas para obtener la 
absorbancia (Multiskan Ascent 96/384 Plate Reader - MTX Lab Systems); los datos 
obtenidos serán analizados estadísticamente en EXCEL. 

5.10.-Análisis estadístico 
 

Los datos fueron analizados mediante la ayuda del software “GraphPad Prism 6”, 
aplicando un análisis de ANOVA de una vía, seguido de una prueba de Tukey con 
múltiples comparaciones. Un valor de  (P<0.05, 95%) se consideró como 
significativo.  

 
 

 

 

 

http://www.mtxlsi.com/multiskan_ascent.htm
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          6.-Resultados 

  

6.1.-Inducción del cáncer de colon asociado a colitis  
 

Con el objetivo de evaluar el desarrollo del cáncer de colon asociado a colitis 
en animales silvestres y deficientes en STAT1 se usó el modelo experimental que 
utiliza AOM y DSS como inductor del cáncer. Se registraron cambios en el peso 
corporal y en el índice de daño de la enfermedad (DAI) dos veces por semana 
durante 68 días.  

Se observó que los grupos control tanto los WT como los STAT1-/-, 
mantienen el peso corporal y aumentan de peso ya que estos ratones se mantienen 
sin la administración del tratamiento. Por el contrario, tenemos a los grupos con 
tratamiento WT+AOM/DSS y STAT1-/-  AOM/DSS; en los cuales vemos que 
presentan una mayor pérdida de peso durante la administración del tratamiento al 
día 40 una semana después de la segunda administración del DSS, con respecto a 
los grupos CTR (grupo control). Al comparar los grupos con tratamiento nos damos 
cuenta que la pérdida de peso de los ratones STAT1-/-+AOM/DSS es mayor en 
comparación con los ratones WT+AOM/DSS ya que al día 54 se aprecia una pérdida 
de peso mayor en los ratones STAT1-/-+AOM/DSS en comparación con los ratones 
WT+AOM/DSS esta condición se mantiene hasta el día 68 del experimento (Figura 
6). 
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Figura 6: Cambios en el peso corporal expresado en porcentaje respecto al peso 
inicial, a lo largo del tratamiento (día 40 etapa temprana (TE) y día 68 etapa tardía 
(TA)) de ratones macho WT y STAT1-/-  durante 3 ciclos correspondientes a la 
inducción de CAC, con el modelo AOM+DSS en los grupos (WT CTR, WT 
+AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-+AOM/DSS). Los datos fueron registrados 
dos veces por semana durante 68 días, los datos corresponden a 5 animales por 
grupo los cuales representan el promedio ±DS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Cambios en el peso corporal expresado en porcentaje respecto al peso inicial, a lo largo del tratamiento (día 40 etapa temprana 
(TE) y día 68 etapa tardía (TA)) 
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6.2.-Análisis del índice de daño de la enfermedad (DAI) durante el CAC 

 

Al evaluar el índice de daño de la enfermedad (DAI) en el modelo de 
AOM/DSS, en los grupos (WT CTR, WT +AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-
+AOM/DSS) durante el desarrollo del CAC, se observó que los grupos control (CTR) 
se mantienen en 0 indicándonos así que nuestros grupos controles no presentan 
daño en el intestino. Sin embargo, el grupo STAT1-/- + AOM/DSS comienza a 
presentar daño desde el día 15 y así se mantiene la condición mostrando mayor 
DAI durante todo el desarrollo del experimento.  En las etapas tempranas (TE) día 
40 y tardías (TA) día 68 del desarrollo tumoral el DAI fue mayor indicando sangrados 
y diarreas esto se presenta principalmente en la presencia del DSS, en comparación 
con el grupo de WT+AOM/DSS donde el máximo daño es de 1 a lo largo de todo el 
experimento (Figura 7). 

 

Figura 7: Índice de daño de la enfermedad DAI, 0= sin daño; 1= heces 
blandas; 2= diarreas; 3= diarrea con sangrado, en ratones WT y STAT 1-/-   sin y 
con tratamiento de AOM/DSS, durante 3 ciclos correspondientes a la inducción del 
CAC. Los datos fueron registrados dos veces por semana durante 68 días, los datos 
corresponden a 5 animales por grupo los cuales representan el promedio ±DS.  

 

 

Figura 7: Índice de daño de la enfermedad DAI 
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6.3.-Obtención de tumores de etapas temprana (TE) y tardías (TA) del 
desarrollo tumoral. 

 

Para la obtención de tumores, se obtuvo el colon de los animales de cada 
uno de los grupos (WT CTR, WT +AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-
+AOM/DSS) durante diferentes etapas del desarrollo tumoral. Una semana después 
del segundo ciclo de DSS (día 40) se consideró como etapa temprana y dos 
semanas después del tercer ciclo de DSS como etapa tardía (día 68) (Figura 8B). 
Al analizar el colon al día 40 se observó que los animales STAT1-/-+AOM/DSS 
presentaron enrojecimiento, sangre y heces reblandecidas, así como un mayor 
número de tumores distribuidos de la zona media a distal en comparación con los 
animales WT +AOM/DSS (Figura 8B). A los 68 días se determinó que los dos 
grupos presentaron tumores en un número similar, 13 tumores para WT+AOM/DSS 
y de 12 tumores para STAT1-/-+AOM/DSS en promedio sin presentar diferencias 
significativas entre los grupos, estos tumores se ven distribuidos de la zona media 
a la distal del colon (Figura 8A). Sin embargo, se determinó que los tumores de los 
animales STAT1-/-+AOM/DSS fueron de mayor tamaño y se distribuyeron en mayor 
extensión en comparación con los ratones WT +AOM/DSS (Figura 8B).  

Figura 8.-Imagen representativa del colon durante el sacrifico en etapas 
tempranas (TE) y tardías (TA) A) Imágenes representativas de los colon de los 
diferentes grupos (WT CTR, WT +AOM/DSS, STAT1-/- CTR y STAT1-/-+AOM/DSS) 
en etapa temprana (TE) día 40 y etapa tardía (TA) día 68. B) Media de tumores por 
animal para el grupo WT+AOM/DSS  a los 68 días. 

 

Figura 8: Imagen representativa del colon durante el sacrifico en etapas tempranas (TE) y tardías (TA) 
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6.4.-Cuantificación e integridad de las proteínas en los macerados 
tumorales.  

 

Para determinar si en los macerados tumorales durante las diferentes etapas 
se encontraban proteínas y si estas estaban integras al momento de ponerlas con 
los cultivos celulares se analizó la integridad proteica en geles de acrilamida. En el 
gel se muestra que las proteínas si están presentes en los extractos tumorales, 
obtenidos a partir de la inducción del CAC de las etapas TE y TA de ratones WT 
+AOM/DSS y STAT1 -/- + AOM/DSS (Figura 9A y 9B). Se puede observar que se 
tienen presentes proteínas tanto de alto peso molecular como de bajo peso 
molecular; esto nos indica que las proteínas presentes de los extractos de tumor de 
etapa temprana (TE) si están integras para ambos grupos, tanto WT+AOM/DSS y 
STAT1-/-+AOM/DSS donde cada una de las muestras proviene de un individuo por 
lo tanto para cada grupo se tienen 3 muestras Figura 9A. En la Figura 9B 
correspondiente a macerados de etapa tardía se observa que de igual manera las 
proteínas están integras ya que tenemos las proteínas de alto peso molecular y las 
de bajo peso molecular de ambos grupos WT+AOM/DSS y STAT1-/-+AOM/SS con 
4 muestras cada grupo. En el gel de integridad de proteínas, resulta interesante que 
las bandas proteicas provenientes de animales diferentes presentan en algunos 
casos patrones distintos. En este caso no se analizaron las diferencias entre 
ratones, pero resultaría interesante tomar en cuenta el tamaño del tumor y su efecto 
en la diferenciación de los macrófagos.  
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Figura 9: Gel de integridad de proteínas 

Figura 9.- Gel de integridad de proteínas, tomadas de los extractos 
tumorales obtenidos a partir de la inducción del CAC de las etapas tempranas (TE) 
y tardías (TA) de ratones WT +AOM/DSS y STAT1 -/-+AOM/DSS. A) Proteínas 
provenientes de los extractos tumorales de (TE) de ratones WT+AOM/DSS y 
proteínas provenientes de los extractos de tumor (TE) de ratones STAT1-/-
+AOM/DSS, 3 muestras por grupo. B) Proteínas provenientes de los extractos 
tumorales de (TA) de ratones WT+AOM/DSS y proteínas provenientes de los 
extractos de tumor (TA) de ratones STAT1-/-+AOM/DSS cada grupo con 4 
muestras. Cada muestra representa a los extractos tumorales de un solo ratón. 
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6.5.-Diferenciación y estimulación de células de la médula ósea (CMO). 
 

Un elemento importante para evaluar los diferentes estímulos con las 
interleucinas y los macerados de tumores, son los macrófagos derivados de médula 
ósea (MDMO). Para ello se efectuó la extracción de medula ósea de animales WT, 
la cual contiene células pluripotenciales que pueden ser diferenciadas a 
macrófagos, por factores de crecimiento y diferenciación específicos, en este caso, 
por medio del Factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF). En la Figura 
10, se muestran las células de medula ósea (CMO) más el M-CSF a una 
concentración de 20ng/ml, al día 1 que no están diferenciadas, al día 3 tenemos el 
segundo estimulo de las CMO+MCSF donde comienzan a presentar la forma 
alargada y las células se adhieren al fondo de la placa característica de los 
macrófagos y por ultimo tenemos las CMO+MCSF al día 7 en donde se observan 
células de forma estrellada y alargada bien adheridas a la placa correspondientes a 
la morfología de macrófagos.  

Figura 10.-  Diferenciación de células de medula ósea (CMO) a Macrófagos 
con Factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) a 20ng/ml. A) Células 
provenientes de médula ósea sin diferenciar ya que al día 1 se coloca el 1° estimulo 
B) Macrófagos diferenciados a partir de médula ósea con el 2° estímulo de MCSF. 
C) células diferenciadas a macrófagos después del 3° estimulo de MCSF. Células 
en medio de cultivo DMEM completo a 37ºC en una atmosfera de CO2 al 5% 
(Microscopio óptico; a un aumento de 20 x). 

Figura 10: Diferenciación de células de medula ósea (CMO) a Macrófagos con Factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF). 
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6.6.-Macrófagos silvestres estimulados con macerados tumorales de 
etapas tempranas y tardías. 

 

Una vez que se determinó que las células de medula ósea se habían 
diferenciado a macrófagos a partir de factor estimulante de colonias de macrófagos 
M-CSF se les agregaron los estímulos: LPS, LPS+IFNγ, IL4+IL13 y los macerados 
de los tumores de la etapa temprana (TE) y de la etapa tardía (TA) a diferentes 
concentraciones: WT AOM/DSS 25µg, WTAOM/DSS 50µg, STAT1-/- AOM/DSS 
25µg y STAT1-/- AOM/DSS 50µg. Además, para determinar qué efecto tenían los 
macerados tumorales sobre la respuesta de las células a otros estímulos, estos se 
administraron a diferentes concentraciones junto con LPS o IL-4/IL-13: 
WT+AOM/DSS 25µg + LPS, WT+AOM/DSS 25µg + IL-4/IL-13, STAT1-/- AOM/DSS 
25µg + LPS y STAT1-/- AOM/DSS 25µg + IL-4/IL-13. El lipopolisacarido (LPS) y el 
interferón gamma (IFNγ) son factores estimulantes que favorecerán la 
diferenciación a macrófagos M1, por el contrario, las interleucinas 4 (IL-4) y 13 (IL-
13) son usadas para favorecer a los macrófagos con un perfil M2.  

En la figura 11 se muestran los macrófagos que recibieron los estímulos 
tanto de las interleucinas como los macerados de tumor después de 48hr. Figura 
11A donde en el grupo control CTR  tenemos la presencia de células previamente 
diferenciadas no vemos cambios en los macrófagos, LPS células diferenciadas más 
lipopolisacaridos a 1µg/ml, no presenta un cambio muy claro al observar la placa no 
hay presencia de tantas células, LPS+IFNγ células diferenciadas más 
lipopolisacaridos a 1µg/ml más interferón a 50ng/ml, al igual en el tratamiento con 
LPS se ven menos células; IL4/IL13 células diferenciadas, mas  IL4=20ng/ml + 
IL13=20ng/ml; vemos un aumento de células  y la morfología de los macrófagos se 
ve más definida; WT AOM/DSS 25µg (TE): diferenciadas más extracto de tumor del 
día 40 a 25µg; las células se mantienen diferenciadas y se ven en buen estado; WT 
AOM/DSS 25µg (TA):  células diferenciadas más extracto de tumor del día 68 a una 
concentración de 25µg; las células se ven en buen estado y con un morfología 
definida, , WT;AOM/DSS 50µg (TE): células diferenciadas más extracto de tumor 
del día 68 a una concentración de 50µg; las células no se ven del todo latentes 
WT;AOM/DSS 50µg (TA): células diferenciadas más extracto de tumor del día 68 a 
una concentración de 50µg; las células no se ven del todo latentes, STAT1-/- 
AOM/DSS 25µg  (TE) : células diferenciadas más extracto de tumor del día 40 a 
25µg;  las células no se ven latentes y no parecen estar completamente adheridas, 
STAT1-/-; AOM/DSS 25µg (TA): células diferenciadas más extracto de tumor del día 
68 a una concentración de 25µg; se observa un mayor número de células con una 
buena latencia,  STAT1-/- AOM/DSS 50µg  (TE):  células diferenciadas más extracto 
de tumor del día 40 a una concentración de 50µg; las células se ven poco definidas  
STAT1-/- AOM/DSS 50µg (TA):  células diferenciadas más extracto de tumor del día 
68 a una concentración de 50µg; las células se pueden ver sin embargo se observa 
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un menor número de células. En la Figura 11B se observan las células con los 
extractos de tumor de los WT+AOM/DSS y los STAT1-/-+AOM/DSS ambos en una 
concentración de 25 µg de etapa temprana más los controles positivos LPS e 
IL4/IL13, para posteriormente poder identificar tanto al perfil M1 y M2. Esto se llevó 
acabo para corroborar que las células presentes en el cultivo se habían diferenciado 
a macrófagos y que la presencia de los diferentes estímulos, no afectaban a las 
células ya que el aumento celular era proporcional al grupo control.  

 



 
 

 
33 

 

 

Figura 11: Células diferenciadas a macrófagos estimuladas de ratones provenientes de WT (Balb/c),con los diferentes grupos 
control y los extractos de tumores tanto de WT y STAT1-/- 
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Figura 11. -Células diferenciadas a macrófagos estimuladas de ratones 
provenientes de WT (BALB/c) con los diferentes grupos control y los extractos 
de tumores tanto de WT y STAT1-/- (tumores de las etapas temprana y tardía 
días 40 y 68) donde cada uno de los pozos contiene 5×105 células; A) comenzando 
por la esquina superior izquierda tenemos; CTR: células sin estimulo WT 
diferenciadas con MCSF; LPS: células diferenciadas más lipopolisacaridos a 
1µg/ml; LPS+IFNγ: células diferenciadas más lipopolisacaridos a 1µg/ml más 
interferón gamma a 50ng/ml; IL-4+IL-13: células diferenciadas, mas  IL4=10ng/ml + 
IL13=10ng/ml; WT AOM/DSS 25µg  (TE): diferenciadas más extracto de tumor del 
día 40 a 25µg; WT AOM/DSS 25µg  (TA):  células diferenciadas más extracto de 
tumor del día 68 a una concentración de 25µg; WT;AOM/DSS 50µg (TA): células 
diferenciadas más extracto de tumor del día 68 a una concentración de 50µg; 
STAT1-/- AOM/DSS 25µg  (TE) : células diferenciadas más extracto de tumor del 
día 40 a 25µg ; STAT1-/-; AOM/DSS 25µg (TA): células diferenciadas más extracto 
de tumor del día 68 a una concentración de 25µg; STAT1-/- AOM/DSS 50µg  (TA):  
células diferenciadas más extracto de tumor del día 68 a una concentración de 50µg; 
B) WT; AOM/DSS 25µg (TE)+LPS: células diferenciadas más extracto de tumor del 
día 40 a una concentración de 25µg; STAT1-/-;AOM/DSS 25µg (TE)+IL4/IL13: 
células diferenciadas más extracto de tumor del día 40 a una concentración de 25µg; 
STAT1-/-;25µg (TE)+LPS: células diferenciadas más extracto de tumor del día 40 a 
una concentración de 25µg; STAT1-/-;25µg (TE)+IL4/IL13: células diferenciadas 
más extracto de tumor del día 40 a una concentración de 25µg . Cada pozo con 2 
ml de medio completo (DMEM+SBF). (Se observó en un microscopio óptico a 20×). 

6.7.-Determinación de la producción de Óxido Nítrico en los 
sobrenadantes de los cultivos. 

 

 Después de administrar los diferentes estímulos se determinó la producción 
de óxido nítrico (ON) en los sobrenadantes de las células (Figura 12). Como era de 
esperarse se demostró que los grupos con LPS o LPS+IFNγ presentaron una mayor 
producción de ON en comparación al grupo control. Los grupos con macerados 
tumorales no mostraron una producción significativa de ON. Sin embargo, los 
grupos con macerados tumorales que además recibieron LPS fueron capaces de 
producir ON, indicando que la presencia del macerado tumoral no inhibe su 
capacidad de respuesta a un estímulo como el LPS (Figura 12). La producción de 
nitritos está más relacionada con los M1 y siendo el LPS uno de los indicadores de 
este perfil vemos que hay una mayor producción en los grupos que lo presentan 
(LPS, LPS+IFNγ; WT+AOM/DSS 25µg (TA)+LPS y STAT1-/-+AOM/DSS 25µg 
(TA)+LPS).  
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Figura 12: Determinación de óxido nítrico por el método de Griess,           
en los grupos (CTR, LPS, LPS+IFNγ, IL4/IL13**, WT+AOM/DSS 25µg (TE)**, 
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6.8.-Evaluación de cambios en la expresión de marcadores asociados a 
macrófagos M1 o M2 en respuesta a los diferentes estímulos, en células 
diferenciadas a partir de medula ósea de animales WT. 

 

Para corroborar que efectivamente las células presentes en el cultivo se 
habían diferenciado a macrófagos en presencia de M-CSF y si la presencia de los 
diferentes estímulos, así como de los macerados tumorales no afectaban su 
diferenciación, se llevó a cabo un análisis por citometría de flujo (Figura 13A). Para 
ello se escogieron los marcadores como CD11b+ (molécula de adhesión propia de 
monocitos) y F4/80 (glicoproteína expresada en macrófagos murinos también 
conocido como EMR1 o Ly71). En la Figura 13B se observa el porcentaje de células 
CD11b+F4/80+ en donde el 96% de las células en el cultivo corresponden a 
macrófagos de manera independiente al estímulo que fue administrado. Estos 
resultados indican que las células se diferenciaron de manera adecuada y que el 
cultivo por 48h en particular con los macerados tumorales no afectó su 
diferenciación y viabilidad. 
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FIGURA 13.- Análisis por citometría de flujo de macrófagos 
diferenciados a partir de células de medula ósea (CMO) provenientes de 
ratones WT y estimuladas. A) Imágenes representativas de dot plot. % de células 
Cd11b+F4/80+. B) Grupos analizados por citometría de flujo: (CTR, LPS, 
LPS+IFNγ, IL-4+IL-13, WT+AOM/DSS-25µg (TE), WT+AOM/DSS-25µg (TA), 
WT+AOM/DSS 50µg(TA), STAT1-/-+ AOM/DSS-25µg (TE), STAT1-/-+AOM/DSS-
25µg(TA), STAT1-/-+AOM/DSS-50µg (TA), WT+AOM/DSS-25µg(TE)+LPS, STAT1-
/-+AOM/DSS-25µg (TE)+IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25µg(TE)+LPS, STAT1-/-
+AOM/DSS-25µg(TE)+IL4/IL13). La adquisición se realizó en el quipo (Invitrogen 
Attune NxT flow cytometer). 

Figura 12: Análisis por citometría de flujo de macrófagos diferenciados a partir de células de medula ósea (CMO) y estimuladas 
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Para determinar si los macrófagos diferenciados que estuvieron en contacto 
con los macerados tumorales provenientes de diferentes etapas de desarrollo de 
animales silvestres (WT) o deficientes en STAT1-/-, afectaban la expresión de 
marcadores de superficie relacionados con macrófagos alternativos, se analizó por 
citometría de flujo cambios en la expresión del marcador de superficie PDL2. En la 
Figura 14 A se muestra la estrategia experimental para seleccionar la región 
CD11b+F4/80+PDL2+. En la Figura 14 B se observan los gráficos representativos 
de las células estimuladas con los diferentes tratamientos marcadas con los 
anticuerpos F4/80+ PDL2+. En la figura 14B y 14C se observa que los grupos CTR, 
LPS, LPS+IFNγ expresan en un muy bajo porcentaje PDL2, por el contrario, y como 
era de esperarse más del 65% de los macrófagos estimulados con IL-4/IL-13 
expresan de manera importante PDL-2 lo que coincide con un fenotipo M2. En los 
grupos que recibieron IL-4/IL13 junto con los macerados tumorales provenientes de 
animales WT o STAT1-/- no se afectó la respuesta a estas citocinas mostrando 
porcentajes elevados en la expresión de PDL-2 (>60% células F480+PDL2+). De 
manera interesante, los macrófagos estimulados con 50µg de macerados tumorales 
de un ratón STAT1-/-+AOM/DSS de etapa tardía aumentaron la expresión de PDL-
2 en comparación con las células control (5.50 en el CTR vs 8.85 en STAT1-/- 
+AOM/DSS 50µg (TA). Sin embargo, no se observan diferencias significativas.  
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FIGURA 14.- Análisis por citometría de flujo de células de medula ósea 
(CMO) provenientes de ratones WT diferenciadas y estimuladas.A) Plot´s de la 
estrategia experimental para llevar acabo el análisis de la citometría de flujo           
B)Para el análisis de citometría se hizo el análisis de los tratamientos (CTR, LPS, 
LPS+IFNγ, IL-4+IL-13*, WT+AOM/DSS-25µg (TE), WT+AOM/DSS-25µg (TA)*, 
WT+AOM/DSS-50µg (TA), STAT1-/-+AOM/DSS-25µg (TE), STAT1-/-+AOM/DSS-
25µg (TA), STAT1-/-+AOM/DSS-50µg (TA), WT+AOM/DSS-25µg (TE)+LPS, 
WT+AOM/DSS-25µg (TE)+IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25µg (TE)+LPS; STAT1-
/-+AOM/DSS-25µg (TE)+IL4/IL13) de las células CD11b+ se seleccionaron las 
F4/80+PDL2+ (perfil alternativo). C) Porcentaje de células CD11b+F4/80+PDL2+. 
p<0.05 * p<0.01** p<0.001*** 
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6.9.-El estímulo con macerados tumorales favorece la expresión de FIZZ1 y 
disminuye la TNFα en los macrófagos. 

 

Para determinar si los macerados tumorales afectaban la expresión de 
marcadores asociados a macrófagos M1 como iNOS y TNFα o M2 como arginasa-
1 y FIZZ1, se llevó a cabo un análisis por medio de un RT-PCR. En la Figura 15A, 
B, C se observa que las células estimuladas con LPS y LPS/IFNγ expresan de 
manera importante iNOS y TNFα, por el contrario, las células estimuladas con 
IL4/IL13 expresan en mayor medida Arginasa y en menor proporción TNFα (Figura 
15A, D). De manera interesante, los macrófagos estimulados con macerados 
tumorales de ratones silvestres disminuyen la expresión de TNFα e iNOS mientras 
que promueven una importante expresión de Fizz1 respecto al grupo control (Figura 
15A, B y E). Estos resultados indican que los macerados tumorales inciden en la 
expresión de marcadores característicos de los macrófagos y podrían favorecer un 
perfil M2. 

 

 

 Figura 13: Análisis de la expresión de marcadores asociados a macrófagos M1 y M2 en los macrófagos que 
recibieron los diferentes estímulos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.- Análisis de la expresión de marcadores asociados a macrófagos 
M1 y M2 en los macrófagos que recibieron los diferentes estímulos. A) Imagen 
representativa de la expresión de iNOS, TNF-α, arginasa y FIZZ1 en macrófagos 
con los tratamientos CTR, LPS+IFNγ, IL4/IL13, WT+AOM/DSS 25µg (TA) y 
WT+AOM/DSS 50µg donde tenemos a GAPDH como gen constitutivo. En la Figura 
B) tenemos la gráfica que muestra la expresión de TNFα, C) iNOS, D) arginasa-1, 
E) Fizz1. p<0.05 * p<0.01** p<0.001***. 
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6.10.-Macrófagos STAT1-/- estimulados con macerados tumorales de etapas 
tempranas y tardías.   

 

Con el objetivo de analizar el efecto de los macerados tumorales en 
macrófagos provenientes de animales STAT1-/-, se obtuvieron células de medula 
ósea las cuales se cultivaron con M-CSF durante 7 días. Posteriormente, se 
pusieron en contacto con los diferentes estímulos: LPS, LPS+IFNγ, IL4+IL13 o con 
los macerados tumorales de etapas tempranas (TE) o tardías (TA) provenientes de 
animales WT o STAT1-/-.  

En la figura 16 se muestran las células diferenciadas a macrófagos con los 
diferentes estímulos a las 48 hr, en donde se observa la morfología típica de 
macrófagos en respuesta a los diferentes tratamientos. Células de médula ósea 
provenientes de animales WT o STAT1-/- cuando se cultivan con M-CSF proliferan 
y se diferencian a macrófagos de manera similar.    

Figura 14: Células de médula ósea de ratones STAT1-/- cultivadas con M-CSF 
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Figura 16.- Células de médula ósea de ratones STAT1-/- cultivadas con        
M-CSF durante 7 días y que posteriormente recibieron los diferentes estímulos. 
Comenzando por la esquina superior izquierda tenemos;A) CTR, LPS, LPS+IFNγ, 
IL-4+IL-13,WT+AOM/DSS-25µg (TE), WT+AOM/DSS-25µg (TA), WT+AOM/DSS-     
50µg(TA),STAT1-/-+AOM/DSS-25µg (TE), STAT1-/-+AOM/DSS-25µg(TA), STAT1-
/-+AOM/DSS-50µg(TA) B) WT+AOM/DSS-25µg (TE)+LPS, STAT1-/-+AOM/DSS-
25µg(TE)+IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25µg (TE)+LPS, STAT1-/-+AOM/DSS-
25µg(TE)+IL4/IL13. Se observó en un microscopio óptico a un aumento de 20×. 

6.10.1.-Evaluación de cambios en la expresión de marcadores asociados a 
macrófagos M1 o M2 en respuesta a los diferentes estímulos, en células 
diferenciadas a partir de medula ósea de animales deficientes en STAT1 
(STAT1-/-). 

 

Para corroborar que efectivamente las células presentes en el cultivo se 
habían diferenciado a macrófagos en presencia de M-CSF y si la presencia de los 
diferentes estímulos, así como de los macerados tumorales no afectaban su 
diferenciación por tratarse de animales deficientes en STAT1, se llevó a cabo un 
análisis por citometría de flujo (Figura 17A). Para ello se escogieron los marcadores 
CD11b+ (molécula de adhesión propia de monocitos) y F4/80 (glicoproteína 
expresada en macrófagos murinos también conocido como EMR1 o Ly71). En la 
Figura 17B se observa el porcentaje de células CD11b+F4/80+ en donde el 60% de 
las células en el cultivo corresponden a macrófagos de manera independiente al 
estímulo que fue administrado. Sin embargo, es importante mencionar que estas 
células no se diferenciaron con la misma eficiencia que las células provenientes de 
un animal WT ya que apenas el 13% fue positivo para el marcador CD11b. De este 
13% el 62.7% fueron F4/80+.  
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FIGURA 17.- Análisis por citometría de flujo de macrófagos 
diferenciados a partir de células de medula ósea (CMO) provenientes de 
ratones STAT1-/- y estimuladas. A) Imágenes representativas de Plot´s. B) % de 
células Cd11b+F4/80+: (CTR, LPS, LPS+IFNγ, IL4/IL13, WT+AOM/DSS-25µg(TE),                                        
WT+AOM/DSS-25µg(TA), WT+AOM/DSS-25µg(TA)+LPS, WT+AOM/DSS-25µg 
(TA) IL4/IL13, STAT1-/-+AOM/DSS-25µg (TE), STAT1-/-+AOM/DSS+25µg(TA), 
STAT1-/-+AOM/DSS-25(TA) LPS, STAT1-/-+AOM/DSS-25µg(TA)+IL4/IL13. La 
adquisición se realizó en el quipo (Invitrogen Attune NxT flow cytometer). 

 

 

 

 

Figura 15: Análisis por citometría de flujo de macrófagos diferenciados a partir de células de medula ósea 
(CMO) provenientes de ratones STAT1-/- y estimuladas 
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Para determinar si los macrófagos diferenciados que estuvieron en contacto con los 
macerados tumorales provenientes de diferentes etapas de desarrollo de animales 
deficientes en STAT1-/-, afectaban la expresión de marcadores de superficie 
relacionados con macrófagos alternativos, se analizó por citometría de flujo cambios 
en la expresión del marcador de superficie PDL2. En la Figura 18 A se muestra la 
estrategia experimental para seleccionar la región CD11b+F4/80+PDL2+.  En la 
Figura 18 B se observan los gráficos representativos de las células estimuladas con 
los diferentes tratamientos marcadas con los anticuerpos F4/80+ PDL2+. En la 
figura 18B y 18C se observa que los grupos CTR, LPS, LPS+IFNγ expresan en un 
muy bajo porcentaje PDL2, por el contrario, y como era de esperarse un promedio 
del 20% de los macrófagos estimulados con IL-4/IL-13 expresan de manera 
importante PDL-2 lo que coincide con un fenotipo M2. En los grupos que recibieron 
IL-4/IL13 junto con los macerados tumorales provenientes de animales WT o 
STAT1-/- no se afectó la respuesta a estas citocinas mostrando porcentajes 
elevados en la expresión de PDL-2 (>20% células F480+PDL2+). De manera 
interesante, los macrófagos estimulados provenientes de medula ósea de ratones 
STAT1-/-, vemos que se ven disminuidos de manera importante y no se observan 
diferencias significativas, esto probablemente se deba al poco número de células 
que se diferenciaron. Sería interesante evaluar si la deficiencia en STAT1 afecta la 
diferenciación de células CD11b. 
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FIGURA 18.- Análisis por citometría de flujo de células de medula ósea  
(CMO) provenientes de ratones STAT1-/- diferenciadas y estimuladas, A) Plot´s 
de la estrategia experimental para llevar acabo el análisis de la citometría de flujo 
B)Para el análisis de citometría se hizo el análisis de los tratamientos(CTR, LPS, 
LPS+IFNγ, IL-4+IL-13*, WT+AOM/DSS 25µg (TE), WT+AOM/DSS 25µg (TA)*, 
WT+AOM/DSS 50µg (TA), STAT1-/-+AOM/DSS 25µg (TE), STAT1-/-+AOM/DSS 
25µg (TA). STAT1-/-+AOM/DSS 50µg (TA), WT+AOM/DSS 25µg (TE)+LPS, 
WT+AOM/DSS 25µg (TE)+IL4/IL13, STAT1-/- AOM/DSS25µg (TE)+LPS, STAT1-/-
+AOM/DSS 25µg (TE)+IL4/IL13) de las células CD11b+ se seleccionaron las 
F4/80+PDL2+ (perfil alternativo). C) Porcentaje de células CD11b+F4/80+PDL2+. 
p<0.05 *. 

Figura 16: Análisis por citometría de flujo de células de medula ósea  (CMO) provenientes de ratones STAT1-/- 
diferenciadas y estimuladas 
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Discusión 
 

En este estudio se mostró que la inducción de CAC con AOM+DSS no se 
desarrolla de la misma manera en animales silvestres (WT) y deficientes en STAT1 
(STAT1-/-). Los ratones STAT1-/- podrían ser más susceptibles, ya que presentaron 
una reducción en el peso corporal considerable y un mayor índice de daño de la 
enfermedad en comparación a los animales silvestres. Estudios previos en el 
laboratorio mostraron que los animales STAT1-/- durante el desarrollo del CAC 
presentan un aumento en la inflamación, en la formación de tumores, así como en 
la proliferación de las células epiteliales en el colon, indicando que STAT1 actúa 
como una molécula supresora de tumores durante el cáncer colorrectal (León-
Cabrera et al., 2018).  El hecho de que los tumores se desarrollen de manera más 
rápida en deficiencia de STAT1, sugiere que el microambiente tumoral es distinto y 
que puede ser propicio para favorecer el crecimiento de estos. Los macrófagos 
asociados a tumores (TAM´s) son el principal componente de los infiltrados 
leucocitarios en el estroma de varios tumores y son reguladores clave entre la 
inflamación y el cáncer (Cavnar MJ et al., 2017). Los macrófagos residentes de 
tejido circundante son reclutados dentro y alrededor del tumor mediante la secreción 
de moléculas quimio-atrayentes y factores de crecimiento (CSF-1/M-CSF, GM-CSF, 
VEGF y CCL2/MCP-1) derivadas de células tumorales. Sin embargo, cuando el 
tumor llega a desarrollarse por completo, monocitos circulantes llegan a infiltrarse 
dentro del tejido tumoral mediante la liberación de CCL2 por parte de las células 
tumorales y llegan a madurar a TAM´s. Además, existe evidencia que sugiere que 
los macrófagos derivados de monocitos y los macrófagos residentes de tejido 
pueden coexistir dentro del estroma tumoral. Por lo tanto, en este trabajo se estudió 
si los macerados tumorales obtenidos de diferentes etapas dentro del crecimiento 
tumoral podrían influir en la diferenciación de los macrófagos utilizando marcadores 
propios de macrófagos M1 o M2.    

La obtención de tumores tanto de las etapas tempranas como tardías día 40 
y 68 respectivamente, se obtuvieron a partir del modelo experimental (Tanaka et al; 
2009- León-Cabrera 2017), sin embargo, en este modelo la etapa temprana es el 
día 20 para este experimento consideramos el día 40 como etapa temprana debido 
que en esta etapa ya tenemos tumores establecidos; y el objetivo es saber si los 
macrófagos están involucrados en el desarrollo tumoral y el microambiente, y cuál 
es el perfil predominante en este microambiente dentro de los TAM´s. 

Al obtener extractos de tumor vimos la integridad de las proteínas, donde las 
proteínas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio que 
tenga un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de 
desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La velocidad de migración 
es proporcional a la relación entre las cargas de la proteína y su masa. Cuanto 
mayor carga por unidad de masa más rápida será la migración. Empleando geles 
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de sílice o de acetato de celulosa y aplicando las proteínas en una zona estrecha 
en torno a los electrodos se pueden determinar diferencias de carga neta (carga 
total/masa) entre proteínas (Chen et al; 2010). Por lo tanto, si las bandas quedan en 
la parte más cercana al corrimiento sabremos que son proteínas de alto peso 
molecular y por el contrario si se alejan más podremos decir que son de menos peso 
molécula (Bandow J. et al., 2008). En esta ocasión lo único que nos interesaba era 
saber si estaban integras por lo cual nuestro criterio fue que si aprecian las bandas 
quiere decir que las proteínas estaban en buen estado.  

Por otro lado, tenemos la diferenciación de macrófagos derivados de medula 
ósea (MDMO), se trabajó este grupo celular por la plasticidad que presentan incluso 
después de la diferenciación, esto les permite adaptarse a un entorno cambiante y 
aun así cumplir con sus funciones inmunitarias (Ruweka et al., 2014), Una vez 
diferenciadas las células de medula ósea a macrófagos a partir de factor estimulante 
de colonias de macrófagos; se les agregan estímulos de citocinas como LPS, 
LPS+INFγ, IL4+IL13 y los macerados de los tumores son del día 40 y 68 de la 
inducción del CAC, tanto para los ratones WT como los ratones STAT 1-/-. Los 
lipopolisacaridos (LPS) son usados para diferenciar un perfil M1, interferón (IFNγ) 
ya que es un factor estimulante de macrófagos, interleucina-4 (IL-4) usado para 
identificar a los macrófagos con un perfil M2; ya que  actúa como antiinflamatorio al 
bloquear la síntesis de IL-1, TNF-α, IL-6 y la proteína inflamatoria del macrófago y 
por último la interleucina-13 (IL-13) también usado para diferenciar el perfil M2; ya 
que modula la producción de IL-1, TNF IL-8 y de la proteína inflamatoria 
del macrófago. Estimula el crecimientoy la diferenciación de las células B, e inhibe 
las células Th1, así como la producción de citocinas inflamatorias (Marech et al., 
2016-Benoit et al.., 2008). Al colocarlos extractos de los tumores tanto de ratones 
WT (AOM) como los ratones STAT 1-/- (AOM); se busca entender el papel que 
juegan los macrófagos y saber hacia qué perfil se dirigen. 
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murinos, cambios fagolisosomales y aumento en la expresión de MHC II, CD86 y 
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 Para identificar las células se realizó el análisis por citometría, el cual se llevó 
a cabo a partir de la diferenciación de las células obtenidas de medula ósea y 
previamente diferenciadas con el M-CSF, y en presencia de los diferentes 
tratamientos en los cuales se incluyen los macerados de tumor; que incluyen a los 
TAM´s; por lo cual inferimos que los TAM´s están involucrados en la  liberación de 
numerosos factores como las citocinas los factores de crecimiento que influyen en 
el comportamiento de las células tumorales. Se considera que los monocitos tienen 
plasticidad funcional y fenotípica que les permite diferenciarse en dos estados de 
polarización: los macrófagos M1 y M2, dependiendo del entorno de las citocinas en 
el microambiente tumoral (Lundholm. et al., 2015). En este análisis tenemos los 
anticuerpos que van desde los que marcamos monocitos circulantes hasta los 
anticuerpos particulares para los macrófagos M2; donde CD11B (para monocitos); 
F4/80 (para macrófagos); MMR receptor de manosa o CD206 (macrófagos de perfil 
alternativo M2) y PDL2-PE o B7-DC se denomina también ligando de muerte 2 
programado (macrófagos alternativos M2) marcadores de superficie celular, donde 
se hizo el análisis en conjunto para CD11B+F4/80+ obteniendo así las doble 
positivas el cual fue el indicativo de que efectivamente lo macrófagos con 
tratamiento estaban presentes  aproximadamente en un 95%. (Duque et al., 2007-
Souza., 2014). El marcador PDL2 es uno de los más utilizados para la identificación 
de los macrófagos M2 ya que se ha demostrado que monocitos circulantes 
estimulados en presencia de IL-4 expresan cantidades importantes de PDL-2 y se 
consideran como macrófagos alternativos (Mahesh G.U. et al., 2014 -N. Rozali. E.et 
al., 2012).  En nuestros experimentos las células CTR no mostraron un aumento en 
la expresión de PDL-2, por el contrario, como era de esperarse los macrófagos 
estimulados con IL4/IL3 expresaron cantidades importantes. Se observó que una 
vez que se colocaban los tratamientos con extractos de tumor en los grupos vemos 
que hay un ligero aumento en la expresión de PDL-2 en los tratamientos de etapa 
tardía con una concentración de 50µg tanto en los extractos de tumor provenientes 
de ratones WT y STAT1-/-, sugiriendo que los componentes presentes en los 
macerados tumorales pueden influir en la diferenciación de los macrófagos en el 
microambiente tumoral 

En el análisis de RT-PCR vemos que la expresión de genes relacionados con 
los TAM´s y su polarización de los macrófagos hacia un fenotipo proinflamatorio 
(M1) o antiinflamatorio (M2), en respuesta a los diferentes tratamientos (CTR, 
LPS+IFNγ, IL4/IL13, WT+AOM/DSS 25µg (TA) y WT+AOM/DSS 50µg), vemos la 
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expresión de genes relacionados con ambos perfiles basándonos en trabajos 
previos donde vieron que los esplenocitos adherentes enriquecidos para 
macrófagos se cultivaron con o sin lipopolisacárido (LPS), una combinación de 
interferón (IFNγ) y factor de necrosis tumoral (TNFα) o interleucina (IL-4). Donde el 
papel de marcadores M1, fueron el óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), IL-6, IL-
1β y TNF-α y M2, incluyendo arginasa-1 (Arg1), Ym1 y encontrado en la zona 
inflamatoria 1 (FIZZ1) (Mahbub S.et al., 2012), donde vemos que efectivamente el 
grupo control positivo (LPS+IFNγ) para el perfil M1 se denota un aumento 
considerable con respecto a los otros tratamientos obteniendo así diferencias 
significativas comparadas para iNOS (McNeill et al; 2015); siendo así que para 
TNFα vemos un aumento en el control positivo lo cual concuerda con estudios 
previos, siendo aquí el dato interesante el cual nos lleva a inferir que se está 
expresando un perfil M1 en el control positivo (Campos M. et al., 2006). Para ver la 
expresión de los macrófagos M2 se tomó en cuenta la expresión de los genes 
arginasa-1 y Fizz1, al medir la arginasa-1 se sabe que está implicada en relación 
con SOCS1 para que los macrófagos se conviertan en M2 secretando expresando 
así la ARG-1 (Briken V. ; M. Mosser  D. 2011), en los resultados presentados vemos 
una ligera elevación de ARG-1 en los grupos (WT+AOM/DSS 25µg (TA) y 
WT+AOM/DSS(TA) 50µg) sin embargo no vemos diferencias significativas entre los 
grupos; el otro gen implicado en la diferenciación de los M2 es FIZZ1 producen en 
grandes cantidades en la inflamación alérgica y en otros estados patológicos en los 
que prevalece una respuesta de Th2 altamente polarizada; donde vemos que los 
tratamientos con extractos de tumor (WT+AOM/DSS 25µg (TA) y 
WT+AOM/DSS(TA) 50µg); son los únicos que están expresando este gen (Mahbub 
S.et al., 2012); lo cual podría ser interpretado que al presentar la expresión de 
ambos genes tenemos la presencia de TAM´s sinembrago no podríamos asegurar 
en qué medida se están expresando tanto los M1 como los M2 ya que ambos son 
extractos de etapa tardía,  y vemos ambos perfiles expresados en ambos extractos 
de tumor. 

 

 

 

 

 

Conclusión 
 

 Durante la inducción del CAC los ratones deficientes en STAT1-/- 
presentaron un desarrollo tumoral acelerado acompañado de un mayor 
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índice de daño de la enfermedad, una mayor pérdida de peso corporal y la 
aparición de un número importante de tumores en etapas tempranas (día 40) 
en comparación con animales WT. 

 La proliferación y la viabilidad celular de los macrófagos cultivados en 
presencia de macerados tumorales provenientes de ratones WT o STAT1-/- 
no se vio afectada por la presencia de estos.  

 En el gel de integridad de proteínas, resulta interesante que las bandas 
proteicas provenientes de animales diferentes presentan en algunos casos 
patrones distintos. En este caso no se analizaron las diferencias entre 
ratones, pero resultaría interesante tomar en cuenta el tamaño del tumor y 
su efecto en la diferenciación de los macrófagos. 

 No se observaron diferencias en la producción de ON en respuesta a los 
macerados tumorales.  

 En los macrófagos estimulados con macerados de tumores desarrollados en 
animales WT, la expresión de TNF-α (relacionada con la activación clásica) 
se vio disminuida, mientras que la expresión de FIZZ1 (relacionada con la 
activación alternativa) se vio favorecida.   

 Se obtuvo un menor porcentaje de células CD11b+ a partir de la 
diferenciación de células de médula ósea STAT1-/-. 

 En macrófagos deficientes en STAT1 no se observaron diferencias en 
respuesta a los macerados tumorales.  

 Estos resultados sugieren que los tumores WT o STAT1-/- interaccionan de 
manera directa con los macrófagos e influyen de manera diferente en la 
diferenciación de estas células. Esto podría tener implicaciones importantes 
en el inicio y/o la progresión tumoral.      
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