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Resumen 
El transductor de señales y activador de la trascripción 1 (STAT1) regula la 

señalización intracelular en respuesta a interferones tipo I (IFN-α/β) y II (IFN-γ). Este 

factor de transcripción controla diferentes procesos celulares, entre ellos, diversos 

mecanismos antitumorales como muerte celular, inhibición de la angiogénesis, 

arresto del ciclo celular y activación de la respuesta inmune antitumoral.  

En pacientes con cáncer colorrectal (CRC), la translocación de STAT1 al 

núcleo se ha relacionado con aumento de la supervivencia global y supervivencia 

especifica de la enfermedad, mientras que la expresión alta de mRNA de STAT1 se 

ha asociado con mayor supervivencia global. Por otra parte, un estudio realizado en 

el modelo de cáncer de colon asociado a colitis (CAC) inducido por Azoximetano 

(AOM)/ Dextrano Sulfato de Sódico (DSS) demostró que los ratones deficientes de 

STAT1 presentan desarrollo tumoral acelerado. En el CAC, los mediadores 

producidos por el infiltrado inflamatorio favorecen el establecimiento de tumores a 

través del daño al DNA y la activación de factores protumorales como β-catenina, 

NF-B y STAT3. De manera interesante, se observó que, durante el progreso del 

CAC, los ratones STAT1-/- presentan incremento de neutrófilos en sangre y bazo, 

sugiriendo que estas células juegan un papel importante en el desarrollo del CAC 

en ausencia de STAT1.  

Los neutrófilos asociados a tumor (TANs) son una población celular 

heterogénea que promueve o inhibe el desarrollo tumoral dependiendo de su 

activación. Hasta ahora, se ha reportado que la actividad antitumoral de los 

neutrófilos es sostenida por un ambiente rico en IFN-β, mientras que su actividad 

protumoral se mantiene a través de la señalización por TGF-β. No obstante, su 

participación en el desarrollo de CAC es controversial debido a que se ha sugerido 

que los neutrófilos inhiben el desarrollo tumoral mediante el control de la microbiota, 

sin embargo, estas células también producen mediadores inflamatorios que 

favorecen el desarrollo de tumores como las especies reactivas del oxígeno (ROS), 

IL-1β, IL-6 y TNF-α. 
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Utilizando el modelo murino AOM/DSS, el presente estudio evaluó la 

participación de los neutrófilos en el desarrollo de CAC en ratones deficientes de 

STAT1. Los resultados obtenidos demostraron que, hasta el día 48, el tamaño y 

número de tumores fue similar en los grupos STAT1-/- y WT. Sin embargo, en el día 

68 el grupo STAT1-/- presentó más tumores menores a 2 mm en comparación con 

el grupo WT, mientras que el número de tumores mayores a 2 mm fue similar en 

ambos grupos.  

Notablemente, los tumores del grupo STAT1-/- fueron más invasivos y 

presentaron sobre expresión de marcadores inflamatorios incluyendo β-catenina, 

NF-B y STAT3. Por otra parte, en el día 48 se observó mayor infiltración de 

neutrófilos y linfocitos T CD8+ en los tumores del grupo STAT1-/-. No obstante, en el 

día 68 el número de linfocitos T CD8+ disminuyo en el grupo STAT1-/-, mientras que 

el número de neutrófilos se mantuvo.  

De manera interesante, los neutrófilos de ratones deficientes de STAT1 

presentaron disminución en la producción de ROS y liberación de NETs, así como 

aumento de la supervivencia. Además, estas células suprimieron la proliferación de 

linfocitos T CD8+. Estos resultados sugieren que la formación de tumores en los 

ratones deficientes de STAT1 podría ser favorecida por la actividad supresora de 

los neutrófilos y la baja infiltración de linfocitos T CD8. 
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Abstract  
Signal Transducer and Activator of Transcription 1 mediates intracellular 

signaling in response to type I (IFN-α/β) and type II (IFN-γ) interferons. This protein 

controls a wide variety of cellular processes, including several antitumor 

mechanisms such as apoptosis induction, angiogenesis inhibition, cell cycle arrest 

and the regulation of antitumor immunity.  

In colorectal cancer patients, translocation of STAT1 to the nucleus improves 

both overall survival and disease specific survival while high expression of STAT1 

mRNA enhances overall survival. Moreover, in colitis associated cancer (CAC) 

model induced by AOM/DSS, absence of STAT1 accelerates tumor formation.  

In CAC, mediators produced by inflammatory infiltrate enhance tumor growth 

through DNA damage and activation of protumor transcription factors such as β-

catenin, NF-B and STAT3. Interestingly, in AOM/DSS model, STAT1-/- mice 

showed increased neutrophils in the blood and in spleen. This suggest that 

neutrophils may play an important role in CAC development.  

Tumor associated neutrophils are a heterogeneous cell population that 

promote or inhibit tumor growth depending on their activation. Previous studies 

suggest that antitumor activity of neutrophils is sustained by an IFN-β-rich 

environment, while their protumor activity is maintained through TGF-β signaling. 

However, the role of neutrophils in CAC remains unclear. Several reports suggest 

that neutrophils inhibit CAC progression by controlling the microbiota. However, 

these cells also produce CAC-promoting inflammatory mediators such as ROS, IL-

1β, IL-6 and TNF-α.  

In this work, we evaluated the participation of neutrophils in AOM/DSS model 

in STAT1 deficient mice. Our results did not reveal differences in tumor size and 

number in both STAT1-/- and WT mice at day 48. However, on day 68 tumors smaller 

than 2 mm increased in STAT1-/- mice compared with WT counterparts, while there 

were not differences in tumors larger than 2 mm.  
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Moreover, STAT1-/- tumors exhibited high invasiveness and overactivation of 

inflammatory markers such as β-catenin, NF-B and STAT3. Furthermore, STAT1-/- 

mice showed high recruitment of neutrophil and CD8+ lymphocytes into the tumors 

at day 48. In contrast, CD8+ lymphocytes decreased in STAT1-/- tumors at day 68, 

while there were not differences in neutrophils number.  

Interestingly, STAT1-/- neutrophils showed ROS and NETs downregulation 

and increased lifespan. In addition, they suppressed CD8+ lymphocyte proliferation. 

Our results suggest that tumor formation in STAT1-/- mice was supported by 

neutrophil-mediated CD8+ suppression. 
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Introducción  
El transductor de señales y activador de la transcripción 1 (STAT1) regula la 

señalización intracelular de los interferones tipo I (IFN-α/β) y II (IFN-γ)1. La 

activación de esta proteína controla diferentes procesos celulares, entre ellos, 

diversos mecanismos involucrados en el desarrollo de cáncer. Aunque evidencias 

recientes sugieren que STAT1 puede actuar como un promotor de tumores, 

generalmente se considera un supresor de tumores debido a que induce muerte 

celular, inhibe la angiogénesis, impide el progreso del ciclo celular y juega un papel 

central en la activación de la respuesta inmune antitumoral2-4.  

En pacientes con CRC, la translocación de STAT1 al núcleo se ha 

relacionado con aumento de la supervivencia global5,6 y supervivencia especifica de 

la enfermedad7, mientras que la expresión alta de mRNA de STAT1 se ha asociado 

con mayor supervivencia global8. Por otra parte, un estudio realizado en el modelo 

de cáncer de colon asociado a colitis (CAC) inducido por AOM/DSS demostró que 

los ratones deficientes de STAT1 presentan desarrollo tumoral acelerado9. 

 En el CAC, los mediadores producidos por el infiltrado inflamatorio favorecen 

el establecimiento de tumores a través del daño al DNA y la activación de factores 

protumorales como β-catenina, NF-B y STAT310,11. De manera interesante, se ha 

observado que, durante el progreso del CAC, los ratones STAT1-/- presentan 

incremento de neutrófilos en sangre y bazo9. Esto sugiere que el desarrollo de CAC 

en ausencia de STAT1 podría promover la producción y reclutamiento de neutrófilos 

y que estas células posiblemente juegan un papel importante en el desarrollo de 

esta enfermedad.    

Los neutrófilos asociados a tumor (TANs) son una población celular 

heterogénea12 que promueve o inhibe el desarrollo tumoral dependiendo de su 

estado de activación13-15. Hasta ahora, se ha reportado que la actividad antitumoral 

de los neutrófilos es sostenida por un ambiente rico en IFN-β16,17, mientras que su 

actividad protumoral se mantiene a través de la señalización por TGF-β13,18. No 

obstante, la participación de los neutrófilos en el desarrollo de CAC es controversial 
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debido a que se ha sugerido que los neutrófilos pueden inhibir el desarrollo tumoral 

mediante el control de la microbiota19,20, sin embargo, estas células también 

producen mediadores inflamatorios que favorecen el desarrollo de tumores 

incluyendo ROS, IL-1β, IL-6 y TNF-α21,22. 

Utilizando el modelo AOM/DSS, el presente estudio evaluó la participación 

de los neutrófilos en el desarrollo de CAC en ratones deficientes de STAT1. Los 

resultados obtenidos demostraron que los neutrófilos de ratones STAT1-/- adquieren 

características diferencias fenotípicas que podrían favorecer el establecimiento de 

tumores a través de la supresión de la respuesta inmune antitumoral. 

1. Transductor de señales y activador de la transcripción 1 
STAT1α (91 kDa) está conformado por siete dominios evolutivamente 

conservados incluyendo el dominio N-terminal, super enrollado, de unión a DNA, de 

enlace, Src homologo 2, de acoplamiento a fosfotirosinas y de transactivación23. Un 

splicing alternativo elimina parte del dominio de transactivación y genera la proteína 

incompleta STAT1β (84 kDa). Al perder el sitio de fosforilación serina 727, esta 

proteína se considera transcripcionalmente inactiva3,4. 

La activación de STAT1 puede ser mediada por factores de crecimiento24 y 

citocinas como IL-2725 e IL-3526, sin embargo, los principales activadores de esta 

proteína son los interferones de tipo I (IFN-α/β) y II (IFN-γ). La unión de los 

interferones de tipo II a sus receptores IFNGR1 y 2 conduce a la fosforilación de la 

cinasa Jano 1 (JAK1) y JAK2. Esta interacción promueve la formación de 

homodímeros de STAT1 que se transportan al núcleo para unirse a las secuencias 

gamma activadas (GAS). Por otra parte, los interferones de tipo I activan a los 

receptores IFNAR1 y 2, facilitando la fosforilación de las proteínas JAK1 y Tirosina 

cinasa 2 (TYK2). Esta reacción favorece la formación de heterodímeros STAT1-

STAT2 que se unen al factor regulador de interferón (IRF) y forman el factor 3 

genético estimulado por interferón (ISGF3). Finalmente, este factor es transportado 

al núcleo y se une al elemento de respuesta sensible al interferón (ISRE) 

promoviendo la expresión de genes asociados a mecanismos antivirales y 

antitumorales24.  
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Después de su activación, STAT1 puede sufrir otras modificaciones como 

acetilaciones que contrarrestan la activación mediada por interferones27 y 

glicosilaciones que sostienen las funciones de este factor de transcripción28. 

Además, otras cinasas como las proteínas cinasas activadas por mitógeno p38 (p38 

MAPK)29, la proteína cinasa C delta (PKC δ)30 y el inhibidor del factor nuclear kappa-

B cinasa subunidad épsilon (IKK-ε)31 mejoran la actividad de STAT1 a través de la 

fosforilación del sitio serina 727. 

La regulación negativa de STAT1 se realiza de manera directa a través de su 

desfosforilación por la proteína inhibidora de la activación de STAT 1 (PIAS1)32 y de 

manera indirecta mediante la inhibición de las proteínas JAK por los supresores de 

la señalización de citocinas (SOCS)33. 

1.1 Participación de STAT1 en cáncer 

La activación de STAT1 deriva en la transcripción de más de 2000 genes que 

controlan una gran variedad de procesos celulares34. Evidencia reciente sugiere que 

STAT1 promueve la formación de tumores a través de la transcripción de proteínas 

antiapoptóticas como los inhibidores de la apoptosis 1 (IAP-1), IAP-2 y el factor 

asociado al receptor de TNF 1 (TRAF1)35. Además, STAT1 favorece la expresión 

de mediadores inflamatorios como la ciclooxigenasa 2 (COX2)36,37 y la enzima óxido 

nítrico sintasa inducible (iNOS)38,39. Por otra parte, promueve el reclutamiento de 

células mieloides supresoras (MDSCs)40,41, controla la actividad supresora de los 

macrófagos asociados a tumor (TAMs)42 e incrementa la expresión del ligando de 

muerte programada 1 (PDL1) en leucocitos y células tumorales43,44.  

A pesar de los reportes que describen a STAT1 como un promotor de 

tumores, este factor de trascripción aún es considerado un supresor de tumores 

debido a que promueve la muerte celular a través de la inducción de ligandos de 

muerte (FasL45 y TRAIL46), la activación de caspasas47 y la represión de proteínas 

antiapoptóticas (BCL-2)48. Además, inhibe la angiogénesis al moderar la expresión 

de metaloproteinasas de matriz (MMP)49 e impide el progreso del ciclo celular 

mediante la regulación de p5350 y cinasas dependientes de ciclinas (CDK)51. Por 

otra parte, STAT1 juega un papel central en la activación de la respuesta inmune 
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antitumoral, ya que participa en la maduración y la actividad citotóxica de las células 

NK52, mejora la presentación de antígeno al aumentar la expresión de moléculas 

que forman el complejo principal de histocompatibilidad (MHC-I)53, favorece el 

establecimiento de la respuesta inmune Th154 y promueve la actividad antitumoral 

de los macrófagos a través de la expresión de iNOS55. 

La actividad de STAT1 como promotor o supresor de tumores varía en 

función del tipo de cáncer. En linfoma, mesotelioma pleural y cáncer de cabeza y 

cuello esta proteína actúa como un promotor de tumores. Mientras que, en 

melanoma, cáncer de esófago, cáncer de pulmón y cáncer gástrico este factor de 

transcripción es descrito como un supresor de tumores. No obstante, en cáncer de 

mamá y cáncer colorrectal, el papel de STAT1 es controversial3,4.    

1.2 Participación de STAT1 en cáncer colorrectal 

Estudios realizados en muestras de pacientes revelan que la expresión de 

STAT1 puede tener diversos efectos en el desarrollo de CRC. Se ha reportado que 

la translocación de STAT1 al núcleo se relaciona con aumento de la supervivencia 

global5,6 y supervivencia especifica de la enfermedad7, mientras que la expresión 

alta de mRNA de STAT1 se asocia con mayor supervivencia global8. Por otra parte, 

en tumores con inestabilidad de microsatélites (MSI) la expresión de STAT1 en 

etapas tempranas de la enfermedad se ha vinculado con reducción de la 

supervivencia global56. Finalmente, la activación de STAT1 favorece el crecimiento 

de tumores con mutaciones en KRAS, favoreciendo la resistencia a fármacos57. 

Estudios realizados en el modelo murino de CAC, inducido por AOM/DSS, 

demuestran que STAT1 participa como un supresor de tumores durante el 

desarrollo de CAC. Se ha demostrado que los defectos en la activación de STAT1 

se asocian a mayor establecimiento de tumores58,59. Además, los ratones 

deficientes de STAT1, muestran inflamación intestinal grave, desarrollo tumoral 

acelerado y mayor porcentaje de neutrófilos en sangre y bazo9 
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2. Desarrollo del cáncer de colon asociado a colitis 
A nivel mundial el CRC es el tercer cáncer más común en hombres y el 

segundo en mujeres, mientras que es la tercera causa de muerte por cáncer en 

hombres y la cuarta en mujeres. En México el CRC ocupa el segundo lugar en 

incidencia en hombres y el cuarto en mujeres, así mismo, es el cuarto cáncer más 

mortal en ambos sexos60.    

 El 15% de los casos de CRC surgen a partir de enfermedades hereditarias 

como el síndrome de Lynch y poliposis asociadas a mutaciones en los genes APC 

y MUTYH61,62. El 85% restante surge esporádicamente y se asocia con diversos 

factores como la obesidad, el sedentarismo, el consumo de alcohol y tabaco, bajo 

consumo de fibra, alto consumo de carnes rojas/procesadas, alteraciones en la 

microbiota y las enfermedades inflamatorias intestinales como la enfermedad de 

Crohn y la colitis ulcerativa (UC)62,63. Los pacientes con UC tienen mayor 

probabilidad de desarrollar CAC, una variante del CRC donde la inflamación crónica 

del intestino juega un papel central. De manera interesante, la probabilidad de 

desarrollar CAC se eleva en función del tiempo en que se realizó el diagnóstico de 

UC, aumentando un 2% a los 10 años, 8% a los 20 años y 20% a los 30 años63-65. 

En condiciones de homeostasis, el intestino se encuentra protegido por una 

barrera de mucinas rica en péptidos antimicrobianos e inmunoglobulina A, esto 

impide el contacto directo de la microbiota intestinal con la barrera epitelial66. 

Además, el intestino se encuentra en un estado de tolerancia inmunológica 

sostenido por citocinas como TGF-β, IL-10 e IL-22 (Fig. 1C) que son producidas 

principalmente por linfocitos T reguladoras, macrófagos residentes, células 

dendríticas CD103+, células NK y células linfoides innatas tipo 2 (ILC2) (Fig. 1D)67. 

En la enfermedad inflamatoria intestinal, la pérdida de moléculas de adhesión como 

E-cadherina, provoca la ruptura de la barrera epitelial y la interacción de la 

microbiota con el sistema inmune. Esta interacción promueve el establecimiento de 

procesos inflamatorios patológicos que favorecen el desarrollo de CAC10,66.  
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En las primeras etapas de la inflamación intestinal, es posible observar 

diferentes poblaciones celulares como las células dendríticas, linfocitos Th, 

linfocitos T CD8+, macrófagos M1 y neutrófilos (Fig. 1D)68. Estos últimos generan 

daño al DNA a través de la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) y 

reactivos intermediarios del nitrógeno (RNI) (Fig. 1C). Estos agentes son capaces 

de oxidar nucleótidos (p. ej. Guanina a 8-oxoguanina) provocando transversión de 

bases, formación de sitios abásicos y ruptura de una o dos cadenas de DNA69.  

 

Figura 1. Mecanismos del desarrollo de cáncer de colon asociado a colitis. Cambios 

histológicos en el colon (A) surgen como consecuencia de la acumulación de mutaciones y otros 

eventos genéticos (B), asociados a la inflamación crónica del intestino (C) mediada, principalmente, 

por células del sistema inmune(D).  
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Los daños generados por agentes oxidantes favorecen el establecimiento de 

mutaciones. En el CAC, las primeras alteraciones suceden en el gen TP53 y son las 

más frecuentes al presentarse en el 50-85% de los casos. Por otra parte, las 

alteraciones en APC (16-21%), KRAS (11-20%) y SMAD4 (11-17%) son menos 

frecuentes70-72. Notablemente, las mutaciones en CRC y CAC difieren en orden y 

frecuencia de aparición. Otras alteraciones genéticas, recientemente descritas en 

CAC, son la MSI y la inestabilidad cromosómica (CIN) que se presentan en el 15% 

y 85% de los casos, respectivamente70,73(Fig. 1B). 

El progreso de la inflamación intestinal genera cambios en el infiltrado 

inflamatorio. En etapas avanzadas, este infiltrado se compone de linfocitos T 

citotóxicos (CTLs), linfocitos Th2 y Th17, células dendríticas, células NK, 

macrófagos M2 y neutrófilos (Fig. 1D)68. Estas poblaciones celulares modulan el 

microambiente intestinal a través de la producción de citocinas como TNF-α, IL-6, 

IL-1β, IL-23 e IL-17. Diversos reportes sugieren que estos mediadores inflamatorios 

promueven el desarrollo de CAC a través de la activación de factores de 

transcripción como NF-B, -catenina y STAT3, favoreciendo la sobrevivencia de 

las células tumorales (Fig. 1C)11,70,74,75. 

En células epiteliales β-catenina interactúa con el complejo TCF/LEF y activa 

la transcripción de genes que regulan la proliferación celular. Además, NF-B 

transcribe genes como ciclina D1 y BCL-2. Así mismo, STAT3 favorece la expresión 

de c-Myc, Mcl-1, ciclina D1 y BCL-2. Por otra parte, la expresión de NF-B y STAT3 

en leucocitos favorece el establecimiento de un microambiente inflamatorio66,75.    

La acumulación de mutaciones y la activación de proteínas oncogénicas provoca la 

expansión clonal de las células del epitelio intestinal. En consecuencia, la evolución 

gradual de la displasia promueve cambios a nivel histológico desde la formación de 

criptas aberrantes (displasia indefinida), adenomas pequeños (displasia de bajo 

grado), adenomas grandes (displasia de alto grado), hasta el establecimiento de 

adenocarcinomas invasivos10,73(Fig. 1A).  
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3. Neutrófilos 
Los neutrófilos son células pequeñas de 10 a 15µm, tienen núcleo 

segmentado y citoplasma rico en gránulos que contienen péptidos antimicrobianos 

y enzimas76. En ratón, los neutrófilos son identificados por los marcadores de 

membrana CD11b, Ly6C y Ly6G, sin embargo, estos marcadores también son 

expresados por las MDSCs granulocíticas (G-MDSCs)77. Debido a que las G-

MDSCs son consideradas una población de neutrófilos inmaduros78, en el presente 

estudio la población CD11b+ Ly6C+ Ly6G+ será referida como neutrófilos. 

La producción de neutrófilos se lleva a cabo en la médula ósea en un proceso 

controlado por el eje IL-23/IL-17/G-CSF79. Durante la granulopoyesis, los 

precursores de neutrófilos expresan altos niveles del receptor CXCR4 cuya 

interacción con el ligando CXCL12 facilita su retención en médula ósea. Aquí, los 

precursores maduran hasta diferenciarse en neutrófilos que serán liberados al 

torrente sanguíneo ante la estimulación del receptor CXCR2 por alguno de sus 

ligandos (CXCL1 y CXCL2)80. Los neutrófilos permanecen en circulación durante 

seis a diez horas. Si estos no son reclutados al foco de infección, son reciclados al 

reingresar a médula ósea en un proceso mediado por CXCR479.  

Ante un estímulo, los neutrófilos son reclutados al foco inflamatorio a través 

de diversos factores quimiotácticos como CXCL1, CXCL2, el factor activador de 

plaquetas (PAF), leucotrieno B4 (LTB4), el componente C5 del sistema del 

complemento y el péptido N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF)81. Una vez en 

el tejido, los neutrófilos pueden ser activados a través de receptores de 

reconocimiento de patrón (PRRs) que identifican PAMPs y DAMPs o mediante 

receptores de opsoninas que reconocen el componente C3b del sistema del 

complemento o la fracción cristalizable de las inmunoglobulinas82. Además, la 

estimulación por citocinas juega un papel importante en la activación y 

funcionamiento de los neutrófilos. Las principales funciones efectoras de los 

neutrófilos involucran la fagocitosis, degranulación, producción de ROS, producción 

de citocinas y liberación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs)83.  
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Los neutrófilos son considerados un marcador de la inflamación aguda 

debido a que son de las primeras células que se reclutan al foco inflamatorio y que, 

hasta hace poco, se consideraban células de vida media corta (3-24h)15. No 

obstante, estudios recientes sugieren que estas células juegan un papel importante 

en procesos de inflamación crónica, demostrando plasticidad fenotípica12 y una vida 

media de 5 o más días84. 

Con el descubrimiento de la plasticidad fenotípica de los neutrófilos, diversos 

trabajos se enfocaron en el estudio de esta población celular durante procesos 

inflamatorios crónicos, entre ellos el cáncer. La presencia de TANs ha sido 

reportada en diversos tipos de cáncer como el carcinoma bronqueoloalveolar, 

melanoma metastásico, carcinoma renal, cáncer de pulmón de células pequeñas y 

cáncer colorrectal. Hasta ahora, la evidencia sugiere que el papel de estas células 

es variado al promover o inhibir el desarrollo tumoral dependiendo de su 

activación13-15.  

3.1 Funciones antitumorales de los neutrófilos 

Los neutrófilos con funciones antitumorales se han descrito como células 

maduras de núcleo segmentado, pequeños, con gran capacidad de migración, 

fagocitosis muy activa y estallido respiratorio agresivo12.  

Los principales mecanismos citotóxicos de los neutrófilos involucran la 

apoptosis inducida por el daño a DNA generado por ROS85, la apoptosis 

dependiente de contacto mediada por Fas Ligando 86 y la trogocitosis, proceso 

donde los neutrófilos fagocitan parte de la membrana plasmática de células 

tumorales opsonizada por anticuerpos y generan su muerte por necrosis (Fig. 2)87.  

Recientemente se demostró que las funciones antitumorales de los neutrófilos son 

controladas, principalmente, por la respuesta a IFN-β. Se ha señalado que IFN-β 

inhibe la angiogénesis a través de la represión de genes como VEGF y MMP9 en 

los TANs70,85. Así mismo, se demostró que esta citocina controla el reclutamiento 

de neutrófilos al tumor, inhibiendo la expresión de CXCR2 y CXCR417,88. 
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Figura 2. Funciones antitumorales de los neutrófilos. Los mecanismos antitumorales de los 
neutrófilos incluyen la trogoptosis y la inducción de apoptosis a través de ROS y ligando FAS. Estas 
funciones son sostenidas por un ambiente rico en IFN-β que es generado por células epiteliales 
dañadas que secretan esta citocina como señal de alarma.  

3.2 Funciones protumorales de los neutrófilos 

Los neutrófilos protumorales se han identificado como células maduras con 

núcleo segmentado o células inmaduras con núcleo en banda (G-MDCS); ambas 

son grandes, tienen poca capacidad migratoria, fagocitosis reducida y estallido 

respiratorio débil. Además, estos neutrófilos se han asociado a procesos 

inflamatorios crónicos debido a que presentan vida media larga12. Las principales 

funciones protumorales de los neutrófilos son sostenidas por un ambiente rico en 

TGF-β18, estas incluyen la generación de mutaciones mediante el daño a DNA 

generado por ROS89, la activación de factores de transcripción que promueven la 

proliferación y sobrevida de las células tumorales (NF-κB90, PI3K/AKT91 y MAPK92) 

y la supresión de CTLs93. Además, la liberación de NETs puede favorecer la 

metástasis al promover la transición epitelio mesénquima a través de la degradación 

de la matriz extracelular por medio de la MMP9 y la elastasa de neutrófilo (NE)94.  
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Figura 3. Funciones protumorales de los neutrófilos. Los mecanismos protumorales de los 

neutrófilos incluyen la generación de mutaciones a través del daño al DNA mediado por ROS, la 

degradación de la matriz extracelular mediante la liberación de proteasas por NETosis, la activación 

de factores protumorales a través de la producción de citocinas y la supresión de la respuesta inmune 

antitumoral. Estas funciones son sostenidas por un ambiente rico en TGF-β que es generado por 

linfocitos T reguladoras y macrófagos M2. 

La producción de citocinas genera retroalimentación entre neutrófilos y 

células tumorales. Por una parte, los neutrófilos, a través de la producción de IL-6, 

IL-17, IL-1β y TNF-α activan vías de señalización como NF-κB, MAPK, PI3K/AKT y 

STAT3 en las células tumorales66,95. Así mismo, otros productos de los neutrófilos 

como la oncostatina 6 (OSM) y VEGF favorecen la formación de nuevos vasos 

sanguíneos96. Por otra parte, las células tumorales promueven el reclutamiento de 

neutrófilos al tumor por medio de la producción de G-CSF, CXCL1 y CXCL597. 
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3.3 Neutrófilos en cáncer colorrectal 

La relación de la proporción neutrófilos/linfocitos (NLR) en sangre de 

pacientes con cáncer colorrectal ha sido utilizada como un factor pronóstico del 

grado de desarrollo tumoral y sobrevida del paciente. Diversos estudios han 

reportado que valores altos de NLR, por aumento en la proporción de neutrófilos, 

predicen un estadio tumoral más avanzado y menor esperanza de vida98,99. Por otra 

parte, la infiltración de neutrófilos al tumor ha sido objeto de discusión. Mientras que 

algunos reportes asocian un mayor número de neutrófilos intratumorales con menor 

supervivencia global, otros estudios sugieren que la presencia de neutrófilos 

intratumorales en estadios tempranos favorece la supervivencia global de los 

pacientes100,101.      

En el modelo de CAC AOM/DSS, el papel de los neutrófilos también resulta 

controversial. Por una parte, se reportó que estas células inhiben el desarrollo 

tumoral a través del control de la microbiota intestinal19. Así mismo, la deficiencia 

de neutrófilos CD177+ se relaciona con un aumento en el establecimiento de 

tumores102. Por otra parte, se demostró que los neutrófilos favorecen la formación 

de tumores a través de la activación del eje IL-1β/IL-621,22.  Además, la eliminación 

de esta población celular deriva en la reducción del tamaño y número de tumores22. 

Finalmente, la regulación de la microbiota intestinal, a través de antibióticos, 

previene el daño tisular mediado por neutrófilos infiltrantes20. 

4 Regulación de los neutrófilos por STAT1 
Al ser activado por interferones de tipo I y II STAT1 se ha relacionado con la 

respuesta inmune antiviral103. Sin embargo, diversos reportes demuestran su 

participación en procesos inflamatorios que involucran la expresión de quimiocinas, 

diferenciación y muerte de leucocitos y producción de ROS y RNI104. 

La regulación que ejerce STAT1 sobre las principales quimiocinas 

reconocidas por los neutrófilos (CXCL1, CXCL2) depende de la población celular 

observada. Se ha reportado que en células β-pancreáticas, STAT1 coopera con NF-

B para aumentar la producción de estas quimiocinas105. Por otra parte, en 

macrófagos STAT1 actúa como un represor de la transcripción de estas 
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proteínas106,107. Además, se observó acumulación de neutrófilos en sangre, bazo y 

tumores de ratones STAT1-/- sometidos a modelos de cáncer de mama108 y CRC9.  

Hasta ahora la participación de STAT1 en la activación de los neutrófilos ha sido 

poco estudiada. No obstante, se ha observado la fosforilación de este factor de 

transcripción en neutrófilos activados con LPS109. Por otra parte, se ha demostrado 

que la incubación de neutrófilos con IFN-γ potencia su actividad cuando éstos se 

encuentran ante un segundo estímulo110. Entre los principales efectos que ejerce 

IFN-γ sobre los neutrófilos se encuentra el aumento de la producción y liberación de 

citocinas como TNF-α, IL-6 e IL-1β, el incremento de la producción de ROS a través 

de la sobreexpresión de las subunidades p47phox y gp91phox de la NADPH oxidasa y 

el mejoramiento de la capacidad fagocítica mediante la sobreexpresión de los 

receptores CD16/32110-112. Por otra parte, se ha observado que la ausencia de IFN-

γ genera defectos en la liberación de NETs113, mientras que los interferones tipo I y 

II inducen la liberación de NETs en neutrófilos maduros114. 

Recientemente se ha comprobado que los neutrófilos tienen una vida media de 5 

días o más. De manera interesante, los interferones de tipo I, II y G-CSF alargan la 

vida de estas células en un proceso mediado por la fosforilación de STAT1 y 

STAT3112,115. Estos descubrimientos abrieron paso al estudio de los neutrófilos en 

procesos de inflamación crónica, donde, se demostró que IFN-γ induce la expresión 

de PDL1 en esta población celular116-118.   
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Justificación 
En el CAC, los mediadores producidos por el infiltrado inflamatorio favorecen el 

establecimiento de tumores a través del daño al DNA y la activación de factores 

protumorales como β-catenina, NF-B y STAT310,11. De manera interesante, en un 

modelo murió de CAC inducido por AOM/DSS se observó que los ratones STAT1-/- 

presentan desarrollo tumoral acelerado e incremento de neutrófilos en sangre y 

bazo, sugiriendo  que el desarrollo de CAC en ausencia de STAT1 podría promover 

la producción y reclutamiento de neutrófilos y que estas células posiblemente juegan 

un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad. No obstante, la 

participación de los neutrófilos en el desarrollo de CAC es controversial debido a 

que se ha sugerido que estas células inhiben el desarrollo tumoral mediante el 

control de la microbiota19,20, sin embargo, estas células también producen 

mediadores inflamatorios que favorecen el desarrollo de tumores incluyendo ROS, 

IL-1β, IL-6 y TNF-α21,22. Es por esto que el presente estudio evaluó la participación 

de los neutrófilos en el desarrollo de CAC en ratones deficientes de STAT1, 

utilizando el modelo de CAC-AOM/DSS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
19 

 

Hipótesis 
STAT1 promueve el reclutamiento, activación y muerte de los neutrófilos, por lo 

tanto, los neutrófilos deficientes de STAT1 presentarán diferencias funcionales que 

favorecerán el desarrollo de cáncer de colon asociado a colitis.  
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Objetivo general 
Analizar la participación de neutrófilos deficientes de STAT1 durante el 

desarrollo de cáncer de colon asociado a colitis. 

Objetivos particulares 
1. Comparar la gravedad en el desarrollo de CAC en ratones silvestres y 

ratones STAT1-/-. 

2. Evaluar el reclutamiento de neutrófilos durante el desarrollo de CAC en 

ratones silvestres y ratones STAT1-/-. 

3. Establecer las diferencias funcionales entre los neutrófilos de ratones 

silvestres y ratones STAT1-/-.  

4. Determinar si las funciones efectoras de neutrófilos de ratones silvestres y 

STAT1-/- favorecen o inhiben el desarrollo de CAC. 
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Material y métodos  
1. Manejo animal 

Se emplearon ratones hembra silvestres (WT) y STAT1-/- (Anexo1) con fondo 

genético BALB/c de ocho a diez semanas de edad que se mantuvieron en ambiente 

libre de patógenos en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala 

(FESI), Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Los animales se 

alimentaron con Purina Diet 5015 (Purina) y agua ad libitum. Todos los 

procedimientos experimentales y manejo animal se llevaron a cabo bajo las 

recomendaciones de la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio de 

los Institutos Nacionales de la Salud (EE. UU)119. y fueron aprobados por el Comité 

de Ética de la FESI-UNAM (CE/FESI/042017/1168) (Anexo 2).   

2. Desarrollo de cáncer de colon asociado a colitis 

Para el desarrollo de CAC se utilizó el modelo AOM/DSS120,121. Ratones WT 

y STAT1-/- recibieron una sola dosis de AOM 12.5 mg/kg (Sigma-Aldrich, EE. UU) 

mediante inyección intraperitoneal. Cinco días después, los ratones se sometieron 

a tres ciclos de DSS. Cada ciclo consistió en la administración de DSS 2% en agua 

ad libitum (MW: 40 000, Alfa, Canadá) durante siete días y un periodo de descanso 

con agua regular ad libitum durante 14 días.  

Los ratones se monitorearon y se pesaron una vez por semana. Además, se 

obtuvieron muestras de sangre por punción en cola los días 28, 48 y 68. Al finalizar 

el segundo (día 48) y tercer ciclo (día 68), los ratones se sacrificaron en cámara de 

CO2 y se realizó la disección del bazo y colon. El colon se lavó con solución 

fisiológica (SF) para la cuantificación y medición del diámetro de tumores con ayuda 

del microscopio estereoscópico. Posteriormente, se dividieron en secciones que se 

usaron en el análisis histológico y de proteínas. Por otra parte, los bazos se 

perfundieron en SF con agujas 25G x 16 mm. 
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3. Análisis histológico 

3.1 Procesamiento del tejido 

Secciones longitudinales del colon se fijaron en paraformaldehído al 4% 

durante 24 h. Los tejidos se deshidrataron en etanol/xilol absoluto y se incluyeron 

en parafina (Leica Geosystems, Switzerland). Posteriormente, se obtuvieron 

secciones de 5 µm de espesor y se montaron en portaobjetos previamente tratados 

con Poli-L-lisina (1:10) (Sigma-Aldrich, EE. UU). Finalmente, se eliminó la parafina 

a 58 °C122. 

3.2 Análisis histopatológico  

Las muestras se rehidrataron en una serie de concentraciones descendentes 

de etanol. Posteriormente, se tiñeron con hematoxilina-eosina (Sigma-Aldrich, EE. 

UU)123 para visualizar la morfología o con el colorante azul alcian (Merck Millipore, 

EE. UU)124 para observar células caliciformes. Finalmente, las muestras se 

deshidrataron en una serie de concentraciones ascendentes de etanol y las 

laminillas se cubrieron con cubreobjetos empleando el medio de montaje entellan. 

El análisis histopatológico se realizó utilizando las guías Colorectal tumors: The 

histology guide125 y Colorectal carcinoma: Pathologic aspects126 con apoyo del atlas 

Histology Guide virtual microscopy laboratory127. 

3.3 Inmunohistoquímica  

Las muestras se rehidrataron en una serie de concentraciones descendentes de 

etanol. Posteriormente, se realizó la recuperación antigénica en buffer DIVA (pH 6) 

(1:10) (BioCare Medical, EE. UU), calentando en olla de presión (100 °C-15 min). 

Para evitar choque térmico, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente. 

Después, se realizó el bloqueo de peroxidasa endógena con H2O2 al 3% en metanol 

y el bloqueo de uniones inespecíficas con albumina sérica bovina (BSA) al 2% en 

PBS. Posteriormente, se procedió a la incubación con los anticuerpos primarios 

respectivos (Tabla 1) toda la noche a 4 °C. 
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en Inmunohistoquímica. 
Anticuerpo Isotipo Marca Dilución 

Anti-E-Cadherina Rabbit IgG Cell Signalling 1:200 

Anti-β-Catenina (activa) Rabbit IgG Cell Signalling 1:1000 

Anti-Ly6G Rat IgG Tonbo 1:100 

HRP anti-Rabbit IgG Policlonal Biolegend 1:500 

HRP anti-Rat IgG Policlonal Tonbo 1:500 

 

Al siguiente día, los tejidos se incubaron con los anticuerpos secundarios 

acoplados a peroxidasa de rábano (HRP) correspondientes al isotipo del anticuerpo 

primario (Tabla 1) durante 1 h a temperatura ambiente. El revelado se realizó con el 

sustrato diaminobencidina (7 min) (Thermo Fisher Scientific). Finalmente, las 

muestras se deshidrataron en una serie de concentraciones ascendentes de etanol 

y se montaron en medio entellan. Todas las imágenes se obtuvieron en el 

microscopio óptico Axio Vert.A1 (Carl Zeiss) bajo el objetivo 20x y se analizaron 

cuatro campos de cada muestra empleando el programa ImageJ.   

4. Análisis de proteínas 

4.1 Extracción de proteínas 

Una vez que se extrajo el colon, se obtuvo una sección de aproximadamente 

0.5 cm y se congeló con nitrógeno líquido para su almacenamiento a -70 °C. La 

extracción de proteínas se realizó empleando el RNA/DNA/Protein Purification Plus 

Kit (Norgen Biotek Corp, Canadá) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. 

La cuantificación de proteínas se realizó utilizando el Pierce BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific, EE. UU) siguiendo las instrucciones del inserto. 

4.2 Western blot 

Todas las muestras fueron ajustadas a una concentración de 30 µg en buffer 

de carga 6x y se realizó electroforesis SDS-PAGE con geles de poliacrilamida al 

10% en presencia de SDS. Para este procedimiento se utilizó la cámara Mini-

PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) con buffer de corrida (Tris 25 mM, SDS 0.1%, glicina 

250 mM) a 90 V, 150 mA durante dos horas. Se empleo el marcador de peso 

molecular de amplio rango (Bio-Rad laboratories, EE. UU).  
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en Western blot. 
Anticuerpo Isotipo Marca Dilución 

Anti- β-actina Rabbit IgG Cell Signalling 1:1000 

Anti-pSTAT3 Rabbit IgG Cell Signalling 1:1000 

Anti-p NF-B (p65) Mouse IgG Cell Signalling 1:1000 

HRP anti-Rabbit IgG Policlonal Biolegend 1:500 

HRP anti-Mouse IgG Policlonal BIolegend 1:500 

 

Las proteínas separadas por peso molecular se transfirieron a membranas 

de nitrocelulosa (Bio-Rad laboratories, EE. UU) en cámara húmeda Mini omniPAGE 

Sub Blot (Cleaver Scientific, Ltd) y buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 

mM, Metanol 20 %) durante 100 min a 80 V. Posteriormente, las membranas se 

bloquearon con leche al 10% (Bio-Rad laboratories, EE. UU) a temperatura 

ambiente durante 2 h y se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 2) a 4 °C 

toda la noche.  

Se agregaron los anticuerpos secundarios acoplados a HRP 

correspondientes (Tabla 2) y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Para 

la detección de proteínas se utilizó el reactivo de quimioluminiscencia West Femto 

Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las indicaciones 

del fabricante. La señal se detectó con el equipo Alliance Q9 (UVITEC, UK) y se 

realizó el análisis densitométrico con ayuda del software NineAlliance (UVITEC, 

UK). Finalmente, el análisis densitométrico se realizó tomando como referencia la 

proteína constitutiva β-catenina. 

5. Citometría de flujo 

5.1 Procedimiento general de tinción 

Se tomaron 1x106 células de las muestras de bazo, tumor y ensayos de 

supresión. Las células se lavaron agregando 1 mL de buffer FACS (PBS, Suero 

Bovino Fetal 2%, EDTA 2mM), se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min y se 

eliminó el sobrenadante. Para bloquear uniones inespecíficas, se agregaron 0.5 μL 

de anticuerpo anti-CD16/32 diluidos en 25 μL de buffer FACS y se incubó durante 
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15 min a temperatura ambiente. A continuación, se agregaron 100 μL de la mezcla 

de anticuerpos de interés (Tabla 3) y se incubó durante 30 min a 4 °C.  

Para eliminar el exceso de anticuerpo, se realizó un lavado y el botón celular 

se suspendió en 500 μL de buffer FACS. Todas las muestras se procesaron en el 

equipo Attune NxT Flow Cytometer (Thermo Fischer Scientific). Se realizó el conteo 

absoluto de linfocitos T citotóxicos (CD3+, CD8+), monocitos (CD11b+, Ly6Chi) y 

neutrófilos (CD11b+, Ly6C+, Ly6G+) a través del método volumétrico128. El cálculo 

se realizó tomando como referencia el conteo de células en cámara de Neubauer y 

se utilizaron las siguientes formulas: 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

µ𝐿
=

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑣𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑉𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛 𝑔𝑟𝑎𝑏𝑎𝑑𝑜 
× 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛   

𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 

Todos los datos se analizaron en el programa FlowJo_V10, siguiendo la 

estrategia de análisis correspondiente (Fig. 4). 

 

Figura 4. Estrategia de análisis para citometría de flujo. (A) células mieloides y (B) células 

linfoides.  
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados en citometría de flujo. 
 Anticuerpo Fluorocromo Excitación/Emisión 

(nm) 
Dilución Marca 

C
él

ul
as

 
m

ie
lo

id
es

 Anti-CD11b APC-Cy7 638/790 1:1000 BD 

Anti-Ly6C BV711 405/711 1:1000 Biolegend 

Anti-Ly6G PE-Cy7 488/780 1:1000 Tonbo 

C
él

ul
as

 
lin

fo
id

es
 Anti-CD3 APC-Cy7 638/790 1:100 BD 

Anti-CD4 APC 638/660 1:100 Biolegend 

Anti-CD8 BV605 405/605 1:1000 Biolegend 

 

5.2 Citometría de flujo de células circulantes   

Se obtuvo sangre periférica por punción en cola de los ratones sometidos al 

modelo AOM/DSS en tubos vacutainer EDTA (BD, EE. UU.). A continuación, se 

colocaron 50 μL de sangre por muestra y se adicionaron 50 μL de buffer FACS y se 

bloquearon uniones inespecíficas. Posteriormente, se agregaron 100 μL de la 

mezcla de anticuerpos de interés (Tabla 3) y se incubó durante 30 min a 4 °C. 

Posteriormente, se agregaron 2 mL de solución hemolizante (Tris-HCl 0.15 M, 

NH4Cl 0.01 M, Ph 7.56) y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. 

Finalmente se realizaron dos lavados con 2 mL de buffer FACS, se decantó y se 

suspendió en 500 μL. 

5.3 Citometría de flujo de células obtenidas de bazo 

A las muestras de bazo se les agregaron 5 mL de solución hemolizante y se 

incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. A continuación, se agregaron 5 

mL de SF y se centrifugó a 1500 rpm por 10 min. Las células se suspendieron en 

medio RPMI completo para su conteo en cámara de Neubauer. Para finalizar se 

siguió el protocolo general de tinción anteriormente mencionado. 

5.4 Citometría de flujo de células obtenidas de tumor 

Se extrajo el colon de los ratones sometidos al modelo AOM/DSS y se diseccionaron 

los tumores. Se realizaron cinco lavados con Solución Salina Balanceada de Hank 

(HBSS) sin calcio y sin magnesio para retirar mucinas. Posteriormente, se incubaron 

las muestras en HBSS/SBF 2%/EDTA 2 mM durante 30 min, en agitación, a 37 °C. 
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A continuación, los tumores se cortaron en porciones menores a 2 mm y se 

incubaron en medio RPMI completo que contenía DNAsa 40 µg/mL (Sigma-Aldrich, 

EE. UU) y Colagenasa IV 0.5 mg/mL (Sigma-Aldrich, EE. UU) durante 30 min, en 

agitación a 37 °C. 

La suspesión obtenida se filtró en Falcon Cell Strainer de 100 µm y 40 µm 

(BD, EE. UU) y se colocó en un gradiente de Percoll (Formerly GE Healthcare Life 

Sciences) manteniendo una interfase a una concentración de 30% y 70%. La 

muestra se centrifugó a 1500 rpm durante media hora y se recuperaron las células 

presentes entre ambas concentraciones de Percoll. Las células se lavaron dos 

veces agregando medio RPMI completo y centrifugando a 1500 rpm durante 10 min. 

Finalmente, las células se suspendieron en medio RPMI completo para su conteo 

en cámara de Neubauer y su procesamiento conforme al protocolo general de 

tinción anteriormente mencionado.   

6. Ensayo de supresión 
Se utilizó el ensayo de dilución del colorante CellTrace Violet Cell Proliferation 

Kit (Thermo Fischer Scientific) para comprobar la capacidad supresora de los 

neutrófilos. Para este ensayo se utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano 

previamente incubadas (24 h a 4°C) con anticuerpos anti CD3 (Biolegend Clona: 

17A2) (0.5 ug/mL) y anti CD28 (Tonbo Clona: 37.51) (1 ug/mL). A continuación, se 

marcaron células del bazo de ratones WT sanos con el colorante Cell Trace Violet 

y se colocaron 100 000 células por pozo en medio RPMI completo/β-mercaptoetanol 

0.5mM (GIBCO). La placa se incubó durante 4 h en condiciones estándar (37°C CO2 

5%). Al finalizar la incubación, a cada pozo con 100 000 células marcadas se le 

agregaron 25 000 (ensayo 4:1) o 50 000 (ensayo 2:1) neutrófilos aislados (96% de 

pureza) del bazo de ratones WT CAC día 68 o STAT1-/- CAC día 68. La placa se 

incubo durante 72 h en condiciones estándar y se realizó la tinción para linfocitos 

CD4+ y CD8+ (Tabla 4) siguiendo el protocolo general previamente mencionado. El 

análisis de datos se realizó en el programa FCS Express 7 (De Novo Software) para 

modelar y obtener el índice de proliferación.   
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados en ensayo de proliferación. 
Anticuerpo Fluorocromo Excitación/Emisión 

(nm) 
Dilución Marca 

Cell trace 
violet  

- 405/605 5 µM Thermo Fischer 

Anti-CD3 APC-Cy7 638/790 1:100 BD 

Anti-CD4 APC 638/660 1:1000 Biolegend 

Anti-CD8 BV621 405/605 1:1000 Biolegend 

6.1 Aislamiento y marcaje de células de bazo  

Se obtuvo el bazo de ratones WT sanos y se perfundieron en SF con agujas 

25G x 16 mm. Se agregaron 5 mL de solución hemolizante y se incubó durante 10 

min a temperatura ambiente. Después, se agregaron 5 mL de SF y se centrifugó a 

1500 rpm por 10 min. Las células se suspendieron en medio RPMI completo para 

su conteo en cámara de Neubauer. Posteriormente, 1x107 células se marcaron con 

el colorante CellTrace Violet Cell Proliferation Kit 10 µM ((Thermo Fischer Scientific) 

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Las células marcadas, se 

suspendieron en medio RPMI completo + β-mercaptoetanol 0.05 mM (Gibco). 

6.2 Aislamiento de neutrófilos por citometría de flujo   

Se extrajo el bazo de los ratones sometidos al modelo AOM/DSS y se 

perfundieron en SF con agujas 25G x 16 mm. Posteriormente, se agregaron 5 mL 

de solución hemolizante y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. A 

continuación, se agregaron 5 mL de SF y se centrifugó a 1500 rpm por 10 min. Las 

células se suspendieron en medio RPMI completo para su conteo en cámara de 

Neubauer.  

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en aislamiento celular por citometría de flujo. 
Anticuerpo Fluorocromo Excitación/Emisión 

(nm) 
Dilución Marca 

CD11b APC-Cy7 638/790 1:1000 BD 

Ly6C FITC 488/517 1:250 Biolegend 

Ly6G PE 488/576 1:200 Biolegend 

7AAD - 488/647 1:30 Tonbo 
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Se tomaron 1x107 células y se lavaron con 2 mL de buffer FACS. Para bloquear 

uniones inespecíficas, se agregaron 5 μL de anticuerpo anti-CD16/32 disueltos en 

250 μL de buffer FACS y se incubó durante 15 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se agregaron 1000 μL de la mezcla de anticuerpos de interés (Tabla 

5) y se incubó durante 30 min a 4 °C. Las muestras se suspendieron en 3.5 mL de 

buffer FACS y se purificaron con ayuda del sistema automatizado del equipo FACS 

Aria Fusion III (BD, EE. UU.). 

7. Ensayo funcional de neutrófilos  

7.1 Enriquecimiento de neutrófilos por selección negativa  

Se extrajeron fémures y tibias de ratones WT y STAT1-/- sanos y se colocaron 

en solución fisiológica. Posteriormente, los huesos se desinfectaron en etanol al 

70% durante un minuto y se mantuvieron en medio RPMI completo. Las muestras 

se perfundieron en SF con una aguja 25G x 16 mm y la médula ósea obtenida se 

centrifugó a 1500 rpm por 10 min. Se decantó el sobrenadante y la pastilla se 

suspendió en medio RPMI completo para su conteo en cámara de Neubauer.  

Para el enriquecimiento de neutrófilos se utilizó el EasySep Mouse Neutrophil 

Enrichment Kit (STEMCELL Technologies) siguiendo el protocolo sugerido por el 

fabricante. Finalmente, los neutrófilos (86% de pureza) se lavaron y suspendieron 

en medio RPMI completo.  

7.2 Medición de especies reactivas del oxígeno 

Se colocaron 1.5x106 neutrófilos, aislados de médula ósea, por pozo en una 

placa de 24 pozos y se agregó 1 mL de medio RPMI completo + 2′,7′-

Diclorofluoresceina diacetato (DCFH) 15µM (Sigma-Aldrich, EE. UU) + PMA 100 nM 

(Sigma-Aldrich, EE. UU). La placa se incubó durante 15 min en condiciones 

estándar. Posteriormente, las muestras se lavaron con 1 mL de buffer FACS y se 

realizó la tinción correspondiente (Tabla 6) siguiendo el protocolo general 

previamente descrito. 
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Tabla 6. Anticuerpos utilizados en ensayo DCFH. 
Anticuerpo Fluorocromo Excitación/Emisión 

(nm) 
Dilución Marca 

Anti-CD11b APC-Cy7 638/790 1:1000 BD 

Anti-Ly6C BV711 405/711 1:1000 Biolegend 

Anti-Ly6G PE-Cy7 488/780 1:1000 Tonbo 

DCFH - 488/529 15 nM Sigma-Aldrich 

 

7.3 Identificación de Trampas Extracelulares de DNA 

En portaobjetos tratados con Poli-L-lisina, se colocaron 10 000 neutrófilos en 

medio RPMI completo + LPS 1ug/mL + PMA 100 nM y se incubaron durante 18 h 

en condiciones estándar. Posteriormente, las células se fijaron con metanol y se 

realizó el bloqueo de uniones inespecíficas con BSA 2%.  Las células se tiñeron con 

el anticuerpo anti Ly6G acoplado al fluorocromo ficoeritrina   y se incubó durante 2 

h a 4 °C. A continuación, las muestras se prepararon en medio de montaje con 

DAPI, se observaron en el microscopio de fluorescencia Axio Vert.A1, Carl Zeiss y 

se identificaron células Ly6G positivas que presentaron liberación de NETs (hebras 

de DNA extra citoplasmáticas positivas para DAPI). Finalmente se realizó el conteo 

de las trampas en 4 campos diferentes de diferentes láminas. 

7.4 Evaluación de muerte celular en neutrófilos 

En placas de 24 pozos, se colocaron 1x106 células por pozo en 1 mL de 

medio RPMI completo y se incubó durante 24 h en condiciones estándar. 

Posteriormente, se realizó la tinción correspondiente (Tabla 7) siguiendo el 

protocolo general de tinción previamente descrito. 

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en ensayo de apoptosis. 
Anticuerpo Fluorocromo Excitación/Emisión 

(nm) 
Dilución Marca 

Anti-CD11b APC-Cy7 638/790 1:1000 BD 

Anti-Ly6C BV711 405/711 1:1000 Biolegend 

Anti-Ly6G PE-Cy7 488/780 1:1000 Tonbo 

Anti-Anexina V PE 488/576 1:20 Tonbo 

7AAD - 488/647 1:30 Tonbo 
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8. Análisis estadístico 
Los datos se analizaron comparando los grupos de ratones WT contra los 

ratones STAT1-/-. Se realizaron tres experimentos independientes con n igual a 

cuatro en el modelo AOM/DSS y dos experimentos independientes con n igual a 

cuatro para evaluar la funcionalidad de los neutrófilos. Se empleó la prueba 

estadística paramétrica ANOVA de dos vías y la prueba de comparación múltiple de 

Tukey para identificar las diferencias significativas. Todas las pruebas estadísticas 

se efectuaron bajo un valor alfa de 0.05 con ayuda del programa GraphPad Prism 

6.   
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Resultados  

1. La ausencia de STAT1 favorece el establecimiento de tumores 
Estudios previos indican que la translocación de STAT1 al núcleo y el 

aumento del mRNA de esta proteína se asocian con aumento de la supervivencia 

global en pacientes con CRC5,6,7,8. Además, en el modelo AOM/DSS se ha 

demostrado que la ausencia de STAT1 aumenta la gravedad de la inflamación 

intestinal y acelera el desarrollo tumoral9. Para confirmar estos hallazgos, el 

presente estudio utilizó el modelo AOM/DSS en ratones WT y STAT1-/-. 

 

Figura 5. Los ratones STAT1-/- muestran pérdida de peso moderada y sangrado hasta el día 
68. Para determinar diferencias en el desarrollo de la enfermedad, los ratones tratados con 
AOM/DSS (denotado como CAC) (A) se monitorearon y (B) se pesaron semanalmente; datos 

representativos de 3 experimentos independientes (media SD, n=4/grupo/experimento). Las 
diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de dos vías y prueba Tukey representan la 
comparación del grupo WT CAC contra STAT1-/- CAC. α=0.05 *p=0.02, **p=0.009, ****p<0.0001. 

Los grupos se monitorearon semanalmente para registrar signos clínicos 

como el sangrado y la pérdida de peso. Los ratones STAT1-/- mostraron pérdida de 

peso moderada (5%) y sangrado hasta el día 68. En contraste, los ratones WT 

manifestaron pérdida de peso considerable (12%) y sangrado desde el día 48 (Fig, 

5). Notablemente, en el día 48 la evaluación macroscópica del colon no exhibió 

diferencias significativas en el número y tamaño de los tumores (menores a 2 mm). 

No obstante, en el día 68 los ratones STAT1-/- presentaron mayor número de 

tumores menores a 2 mm, mientras que el número de tumores mayores a 2 mm fue 

similar en ambos grupos (Fig. 6). Estos resultados sugieren que la ausencia de 

STAT1 favorece el establecimiento de tumores.  
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Figura 6. La ausencia de STAT1 favorece el establecimiento de tumores. Para determinar 
diferencias en el desarrollo tumoral. (A) se extrajo el colon de ratones tratados con AOM/DSS. (B) 
Los tumores se contaron y midieron en el microscopio estereoscópico; datos representativos de 3 
experimentos independientes (media± SD, n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas 
obtenidas por prueba ANOVA de dos vías y prueba Tukey representan la comparación entre el 
número total de tumores del grupo WT CAC día 68 contra STAT1-/- CAC día 68 (barra negra) y el 
número de tumores menores a 2 mm del grupo WT CAC día 68 contra STAT1-/- CAC día 68 (barra 
azul). α=0.05 **p=0.004, ****p<0.0001. 

2. Los tumores STAT1-/- presentan mayor grado de desarrollo 
Debido a que las principales diferencias se observaron en el día 68, se realizó 

la evaluación histopatológica de los tumores en este punto del modelo. A través de 

la tinción hematoxilina-eosina se demostró que ambos grupos desarrollaron 

arreglos glandulares displásicos y núcleos hipercromáticos característicos del 

desarrollo de CAC. De manera interesante, el grupo STAT1-/- presentó mayor 

desarreglo glandular con tendencia a un estado indiferenciado. Además, se observó 

invasión a la submucosa y pérdida del estrato muscularis mucosae (Fig. 7A). Por 

otra parte, mediante la tinción azul alcián se determinó que la reducción de células 

caliciformes fue similar en ambos grupos (Fig. 7B). Estas observaciones 

demuestran que los ratones STAT1-/- presentan tumores con mayor grado de 

desdiferenciación. 
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Figura 7. Los tumores inducidos con AOM/DSS, en ratones STAT1-/-, tienen mayor grado de 
desarrollo. Para evaluar las diferencias en el desarrollo tumoral (A) se realizaron tinciones de 

hematoxilina-eosina para visualizar la morfología y (B) con el colorante azul alcian para observar 
células caliciformes. Datos representativos de 3 experimentos independientes (media± SD, 
n=4/grupo/experimento). Las flechas indican diferentes estructuras histológicas identificadas. Verde: 
arreglos glandulares con núcleos hipercromáticos, Azul: muscularis mucosae, Negro: arreglo 
indiferenciado, Rojo: invasión a la submucosa. Las diferencias significativas obtenidas por prueba 
ANOVA de una vía y prueba Tukey representan la comparación entre los grupos WT control contra 
WT CAC día 68 (barra roja), STAT1-/- control contra STAT1-/- CAC día 68 (barra azul). α=0.05 
****p=0.0001.    
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3. La ausencia de STAT1 promueve la activación de los factores STAT3 y 

NF-B        | .  
La pérdida de moléculas de adhesión, como E-cadherina, provoca la ruptura 

de la barrera epitelial abriendo paso al establecimiento de procesos inflamatorios 

patológicos que favorecen el desarrollo de CAC129. Por ende, la reducción de esta 

molécula fue evidente en los grupos sometidos al modelo AOM/DSS, sin embargo, 

no se observaron diferencias entre los grupos WT CAC 68 días y STAT1-/- CAC 68 

días (Fig. 8A).  

 

 

Figura 8. Los ratones STAT1-/- presentan sobre expresión de marcadores asociados a 
gravedad. Para confirmar la gravedad del CAC se realizaron inmunohistoquímicas y se identificaron 
diferentes marcadores moleculares asociados al desarrollo de CAC exacerbado como (A) la perdida 
de E- cadherina y (B) la activación de β-catenina. Datos representativos de 3 experimentos 
independientes (media± SD, n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por 
prueba ANOVA de una vía y prueba Tukey representan la comparación entre los grupos WT control 
contra WT CAC día 68 (barra roja), STAT1-/- control contra STAT1-/- CAC día 68 (barra azul) y WT 
CAC día 68 contra   STAT1-/- CAC día 68 (barra negra). α=0.05 *p=0.02, **p=0.008.  
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La acumulación de β-catenina en el citoplasma de las células tumorales es 

favorecida por la pérdida de E-cadherina y la inactivación del complejo proteico de 

destrucción de β-catenina. Dicho complejo promueve la degradación de este factor 

de transcripción a través de su fosforilación y destrucción en el proteasoma. Al no 

estar fosforilada, β-catenina se transloca al núcleo y promueve la transcripción de 

genes como c-myc y ciclina D1130. De acuerdo con lo esperado, se observó un 

incremento en la expresión de β-catenina activa en ambos grupos. No obstante, el 

aumento fue mayor en el grupo STAT1-/- CAC 68 días (Fig. 8B). De manera 

interesante, este grupo también exhibió un incremento en la expresión de ciclina D1 

(Fig. 9D). 

 

Figura 9. STAT1 impide la sobre activación de STAT3 y NF-B. Se realizó western blot (A) para 

identificar diferentes marcadores moleculares enriquecidos en los tumores STAT1-/- al día 68. Se 

muestran los gráficos de (B) la fosforilación de STAT3, (C) la fosforilación de NF-B (p65) y (D) la 
expresión de ciclina D1. Datos representativos de 3 experimentos independientes (media± SD, 
n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de una vía y 
prueba Tukey representan la comparación entre los grupos STAT1-/- control contra STAT1-/- CAC día 
68 (barra azul) y WT CAC día 68 contra   STAT1-/- CAC día 68 (barra negra). α=0.05 *p=0.04, 
**p=0.001.   
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La inflamación crónica del intestino representa un proceso fundamental en el 

desarrollo del CAC. Los cambios en el infiltrado inflamatorio generan diferencias en 

el microambiente intestinal a través de la producción de mediadores 

inflamatorios10,11. Estos mediadores favorecen la activación de proteínas que 

promueven el progreso tumoral incluyendo a STAT3 y NF-B. Estos factores de 

transcripción controlan procesos en común y regulan la expresión de proteínas 

antiapoptóticas, de ciclo celular, proliferación y angiogénesis131,132. De acuerdo con 

lo esperado, se observó que los ratones STAT1-/- CAC 68 días, presentaron mayor 

fosforilación de STAT3 y NF-B (p65), en comparación con sus contrapartes WT 

(Fig. 9B y 9C). En conjunto, estos resultados sugieren que la ausencia de STAT1 

favorece la activación de STAT3 y NF-B.  

4. Los ratones STAT1-/- exhiben reducción significativa de linfocitos T 
CD8+ intratumorales 
El sistema inmune evita el establecimiento de tumores a través de 

mecanismos citotóxicos llevados a cabo por células NK y CTLs. Los CTLs surgen a 

partir de la activación de linfocitos T CD8+ vírgenes mediante diversos estímulos 

incluyendo la presentación de antígeno133. Además, se ha demostrado que la 

estimulación con IFN-γ es necesaria para mantener el funcionamiento de estas 

células134,135,136,137. Estos hallazgos sugieren que STAT1 juega un papel importante 

en la activación y funcionamiento de los CTLs. Notablemente, los ratones STAT1-/- 

sometidos al modelo AOM/DSS, mantuvieron constante el número de linfocitos T 

CD8+ en sangre (Fig. 10B) y bazo al día 48 (Fig. 10D), en comparación con sus 

contrapartes WT, donde se obse4rva una disminución de esta población celular con 

respecto al tiempo. No obstante, en el día 68 no hubo diferencia entre el ratón WT 

y el deficiente en STAT1 ya que éste último presentó una reducción significativa de 

esta población celular (Fig. 10D). 
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Figura 10. Los ratones STAT1-/- presentan mayor número de linfocitos T CD8+ en sangre y 
bazo. Se realizó citometría de flujo con los marcadores CD3, CD4 y CD8 en (A y B) sangre y (C y D) 
bazo para identificar linfocitos T citotóxicos (CD3+ CD8+). Datos representativos de 3 experimentos 
independientes (media± SD, n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por 
prueba ANOVA de dos vías y prueba Tukey representan la comparación entre los grupos WT contra    
STAT1-/- (barra negra) y la comparación entre los diferentes tratamientos en los ratones STAT1-/- 
(barra azul). α=0.05 **p=0.005, ***p=0.0001, ****p<0.0001.  
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Contrario a lo esperado, en el día 48 los tumores de los ratones STAT1-/- 

presentaron mayor infiltración de linfocitos T CD8+ en comparación con los tumores 

de ratones WT. No obstante, para el día 68 la infiltración de linfocitos T CD8+ fue 

mayor en el grupo WT debido a que los tumores del grupo STAT1-/- exhibieron 

reducción de esta población celular (Fig. 11). Estas observaciones sugieren que en 

etapas tempranas del modelo (día 48) los linfocitos T CD8+ limitan el desarrollo de 

tumores en los ratones STAT1-/-. Sin embargo, en el día 68, la reducción de esta 

población celular se asocia con la formación de nuevos tumores. 

 

 
Figura 11. Los ratones STAT1-/- exhiben reducción drástica de linfocitos T CD8+ reclutados a 
tumor. Se realizó citometría de flujo con los marcadores CD3, CD4 y CD8 en tumor para identificar 
(A y B) linfocitos T citotóxicos (CD3+ CD8+). Datos representativos de 3 experimentos independientes 
(media± SD, n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de 
dos vías y prueba Tukey representan la comparación entre los grupos WT contra STAT1-/- (barra 
negra) y la comparación entre los diferentes tratamientos en los ratones STAT1-/- (barra azul). α=0.05 
*p=0.01, ****p<0.0001.   
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5. Los ratones STAT1-/- presentan mayor infiltración de neutrófilos en el 
tumor  
La reducción de linfocitos T CD8+ en los tumores de ratones STAT1-/- podría 

ser provocada por la presencia de células con actividad supresora. Diversos 

estudios realizados en ratones deficientes de STAT1 demuestran un aumento en el 

reclutamiento de células CD11b+ Ly6C+ Ly6G+7,108. Tomando en cuenta la 

plasticidad fenotípica de los neutrófilos y dada la controversia generada por la 

nomenclatura de estas células, la población CD11b+ Ly6C+ Ly6G+ será referida 

como neutrófilos.  

 
 
 
 



 
41 

 

 
Figura 12. Los ratones STAT1-/- tienen mayor número de neutrófilos en sangre y bazo. Se 
realizó citometría de flujo con los marcadores CD11b, Ly6C, Ly6G en (A, B y C) sangre y (D, E y F) 
bazo para identificar (B y E) monocitos (CD11b+ Ly6Chi) y (C y F) neutrófilos (CD11b+ Ly6C+ Ly6G+). 
Datos representativos de 3 experimentos independientes (media ± SD, n=4/grupo/experimento). Las 
diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de dos vías y prueba Tukey representan la 
comparación entre los grupos WT contra STAT1-/- (barra negra) y la comparación entre los diferentes 
tratamientos en los ratones WT (barra roja) y STAT1-/- (barra azul). α=0.05 *p=0.01, ***p=0.0006, 
****p<0.0001.   

En el presente estudio se observó que, durante el desarrollo de CAC, los 

ratones STAT1-/- presentan incremento de neutrófilos y reducción de monocitos 

Ly6Chi en sangre (Fig. 12B y 12C) y bazo (Fig. 12E y 12F). Así mismo, mediante 

citometría de flujo e inmunohistoquímica se demostró que los ratones STAT1-/-, 

sometidos al modelo AOM/DSS, presentan mayor infiltración de neutrófilos al tumor 

en comparación con el grupo WT (Fig. 13).  
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Figura 13. Los ratones STAT1-/- presentan mayor infiltración de neutrófilos a tumor. Se realizó 
(A) citometría de flujo con los marcadores CD11b, Ly6C y Ly6G e (C) inmunohistoquímica con el 
marcador Ly6G en tumor para identificar (B y D) neutrófilos. Datos representativos de 3 experimentos 
independientes (media ± SD, n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por 
prueba ANOVA de dos vías (B), ANOVA de una vía (D) y prueba Tukey representan la comparación 
entre los grupos WT contra STAT1-/- (barra negra) y la comparación entre los diferentes tratamientos 
en los ratones WT (barra roja) y STAT1-/- (barra azul). α=0.05 *p=0.01, **p=0.001, ***p<0.0001.  

 

6. Los neutrófilos deficientes de STAT1 suprimen la proliferación de 
linfocitos T CD8+  
En conjunto, los resultados anteriores apoyan que, en ausencia de STAT1, 

los neutrófilos reclutados al tumor podrían ser responsables de la supresión de los 

linfocitos T CD8+. Para comprobar esto, se analizó la proliferación de células de 

bazo (ratones WT sanos) en presencia de neutrófilos aislados del bazo de ratones 

WT CAC día 68 y STAT1-/- CAC día 68.   
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Figura 14. Los neutrófilos deficientes de STAT1 suprimen la proliferación de linfocitos T CD8+. 
Se realizaron cocultivos de células de bazo y neutrófilos aislados de bazos de ratones WT y STAT1-

/- en proporciones (B) 4:1 y (A y C) 2:1 para determinar el índice de proliferación de linfocitos T CD8+. 

Datos representativos de 2 experimentos independientes (media ± SD, n=4/grupo/experimento). Las 

diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de una vía y prueba Tukey representan la 

comparación entre los diferentes grupos α=0.05 *p=0.01, **p=0.001, ***p=0.0001.   
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En los cocultivos en proporción 4:1 (células de bazo:neutrófilos) se demostró 

que los neutrófilos provenientes de ratones WT y STAT-/- no suprimen la 

proliferación de linfocitos T CD8+ (Fig. 14B). Sin embargo, en los cocultivos en 

proporción 2:1 se observó que los neutrófilos del grupo STAT1-/- CAC día 68 

suprimen la proliferación de esta población celular (Fig. 14C).  

Notablemente, los neutrófilos provenientes de los grupos WT control y 

STAT1-/- control no suprimieron la proliferación de linfocitos T CD8+ en ninguna 

proporción. Estas observaciones sugieren que la actividad supresora de los 

neutrófilos depende de los estímulos generados durante el desarrollo del CAC en 

ausencia de STAT1 y del número de células que participan en el proceso. Esto 

coincide con el incremento de neutrófilos observado en los ratones deficientes de 

STAT1.   

7. Los neutrófilos deficientes de STAT1 muestran alteraciones en sus 
funciones efectoras 
STAT1 juega un papel importante en el reclutamiento, activación y muerte de 

los neutrófilos. Diversos reportes sugieren que la señalización por IFN-γ actúa como 

un potenciador de las funciones efectoras de los neutrófilos. Además, esta citocina 

mejora la transcripción de p47phox y gp91phox, subunidades de la NADPH oxidasa, 

enzima responsable de la producción de ROS110-112.  

A través del ensayo DCFH, se midió la producción y liberación de ROS en 

neutrófilos aislados de médula ósea de ratones WT y STAT1-/-. Mediante la 

estimulación con PMA 100 nM, se observó que en comparación con los neutrófilos 

WT, los neutrófilos deficientes de STAT1 presentaron menor producción de ROS 

intracelular (Fig. 15A y 15B) y disminución en la liberación de estas moléculas al 

medio (Fig. 15C). 
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Figura 15. Los neutrófilos deficientes de STAT1 tienen menor estallido respiratorio. A través 
del (A) ensayo DCFH se comparó la (B) producción y (C) liberación de ROS al medio. Datos 
representativos de 2 experimentos independientes (media ± SD, n=4/grupo/experimento). Las 
diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de dos vías y prueba Tukey representan la 
comparación entre los diferentes grupos α=0.05, **p=0.001.   

Además de participar en la destrucción de patógenos, se ha comprobado que 

las ROS juegan un papel importante en la inducción de NETs por la vía clásica138. 

Esto sugiere que la reducción de estos agentes oxidantes podría traducirse en una 

disminución de la liberación de estas trampas de DNA. Por otra parte, se ha 

demostrado que los interferones de tipo I y tipo II inducen la producción de NETs en 

neutrófilos maduros114.  

Para evaluar la producción de NETs, se estimularon neutrófilos aislados de 

médula ósea con PMA 100 nM + LPS 1 µg/mL durante 4 horas. A través de 

microscopia de fluorescencia, se observó que los neutrófilos deficientes de STAT1 

exhibieron menor producción de NETs en comparación con los neutrófilos WT (Fig. 

16). Este resultado contrasta con el papel protumoral descrito para las NETs, 

sugiriendo que estas estructuras no participan en el desarrollo de CAC inducido por 

AOM/DSS. Sin embargo, es importante realizar otros experimentos para confirmar 

esto.  
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Figura 16. Los neutrófilos deficientes de STAT1 liberan menos NETs. Se realizó 
inmunofluorescencia con anti-Ly6G y marcaje de DNA con DAPI para identificar NETs (flechas 
amarillas). Datos representativos de 2 experimentos independientes (media± SD, 
n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de una vía y 
prueba Tukey representan la comparación entre los diferentes grupos α=0.05, **p=0.001.   
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Hasta hace algunos años, los neutrófilos eran considerados células de vida 

media corta (3-24 h)15. No obstante, estudios recientes han demostrado que pueden 

vivir hasta 5 o más días84. Cómo se ha mencionado, STAT1 juega un papel medular 

en la promoción de muerte celular. No obstante, diversos reportes indican que los 

interferones de tipo I, tipo II y G-CSF alargan la vida de los neutrófilos110,111. En el 

presente estudio, se cultivaron neutrófilos sin estimular durante 24 h y se observó 

un mayor porcentaje de neutrófilos muertos en el grupo WT, en comparación con el 

grupo STAT1-/-. En conjunto, estos resultados sugieren que la ausencia de STAT1 

disminuye la actividad efectora de los neutrófilos y favorece su acumulación al 

promover su supervivencia.   

 

 

Figura 17. La ausencia de STAT1 favorece la sobrevida de neutrófilos no activados. Durante 
24 horas, se incubaron neutrófilos aislados de médula ósea de ratones WT y STAT1-/- en medio RPMI 
completo y se realizó citometría de flujo para los marcadores CD11b, Ly6C, Ly6G, Anexina V y 7AAD 
para determinar muerte celular. Datos representativos de 2 experimentos independientes (media± 
SD, n=4/grupo/experimento). Las diferencias significativas obtenidas por prueba ANOVA de una vía 
y prueba Tukey representan la comparación entre los diferentes grupos α=0.05, **p=0.001.  
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Discusión 
La presencia de STAT1 se considera como marcador de buen pronóstico en 

el CRC, ya que diversos estudios reportan que su translocación al núcleo y el 

aumento de su mRNA se traducen en mayor supervivencia global de los    

pacientes5-8. No obstante, evidencia reciente demuestra que en tumores con 

características específicas (MSI56 y mutaciones en KRAS57) este factor de 

transcripción se relaciona con un mal pronóstico. Esto sugiere que la participación 

de STAT1 varía en función de las características genéticas del CRC.  

El presente estudio evaluó el papel de STAT1 en el desarrollo de CRC bajo 

condiciones inflamatorias generadas por el DSS a través del daño a la barrera 

epitelial. En el modelo de CAC, inducido por AOM/DSS, se demostró que la 

ausencia de STAT1 favorece el establecimiento de tumores (Fig. 6). Notablemente, 

estos tumores exhibieron mayor grado de desdiferenciación y sobre expresión de 

marcadores asociados a gravedad, incluyendo β-catenina (Fig. 8), STAT3 y NF-B 

(Fig. 9). Una posible explicación es que STAT1 reprime la activación de estas 

proteínas. Por ejemplo, en fibroblastos STAT1 actúa como un antagonista de la 

activación de STAT3139, 140. Además, en líneas celulares de CRC la activación de 

STAT1 es inversamente proporcional a la activación de STAT36. Por otra parte, en 

células HeLa se observó que STAT1 se une al complejo TNFR1-TRADD e inhibe la 

activación de NF-B141. Finalmente, en hepatocitos la señalización por IFN-γ 

reprime la translocación de β-catenina al núcleo a través de la sobre expresión de 

la proteína DKK1, la cual inhibe la activación de la vía Wnt-β-catenina142. 

STAT1 controla diversos mecanismos que impiden el establecimiento de 

tumores, entre ellos, el arresto del ciclo celular a través de la degradación de ciclina 

D1 por vía del proteasoma y la activación de p5351. En el presente estudio, los 

ratones deficientes de STAT1 exhiben mayor expresión de ciclina D1 (Fig. 9). Esto 

sugiere que en ausencia de STAT1 ciclina D1 no es degradada por el proteasoma. 

Además, es importante destacar que STAT1 favorece la activación de STAT3 y NF-

B, factores de transcripción que promueven la transcripción de ciclina D1.  
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Otro mecanismo controlado por STAT1 es la muerte celular, esta proteína 

promueve la apoptosis mediante la transcripción y activación de caspasa 2, 3 y 745, 

así mismo, reprime la expresión de señales antiapoptóticas como algunas proteínas 

de la familia BcL248. No obstante, STAT1 también controla mecanismos apoptóticos 

extrínsecos incluyendo los mediados por el sistema inmune como la expresión de 

ligandos de muerte (FAS y TRAIL)46,47, la maduración y actividad de las células NK52 

y la regulación de la expresión del MCH-I, complejo necesario para la presentación 

de antígenos a los linfocitos T CD8+53. De manera interesante, los cambios 

identificados en el número y tamaño tumoral entre ratones WT y STAT1-/- (Fig. 6) 

coinciden con la disminución de células CD8+ en el tumor, particularmente a tiempos 

tardíos (Fig. 11). 

El papel de STAT1 en el funcionamiento de los linfocitos citotóxicos resulta 

complejo. Por una parte, la señalización por interferones de tipo I134 y tipo II135 no es 

necesaria para la expansión clonal de linfocitos T CD8+; sin embargo, esta señal es 

requerida para mantener su funcionamiento y promover la formación de células de 

memoria 134,135,136. Por otra parte, se ha demostrado que la señalización constante 

de estas citocinas puede deteriorar la respuesta citotóxica de esta población 

celular135 y suprimir su proliferación134,135. Ante estos reportes, resulta importante 

evaluar el reclutamiento, activación y funcionamiento de los linfocitos T CD8+ dentro 

del modelo de CAC inducido por AOM/DSS en ratones STAT1-/-.  

De manera interesante los ratones STAT1-/- presentaron mayor número de 

linfocitos T CD8+ en sangre, bazo y tumores al día 48, en comparación con los 

ratones WT (Fig. 10). No obstante, en el día 68, el número de células CD8+ decae 

en los tumores de ratones STAT1-/- (Fig. 11). Esto sugiere que en etapas tempranas 

del modelo (día 48) los linfocitos T CD8+ limitan el establecimiento de tumores en 

los ratones STAT1-/-. Sin embargo, en el día 68, la reducción de esta población 

celular podría favorecer la formación de nuevos tumores.  
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Los resultados demuestran un aumento en el número de neutrófilos en 

sangre, bazo y tumor, durante el desarrollo de CAC, en ausencia de STAT1 (Fig. 12 

y 13). Una posible explicación es que los ratones deficientes de STAT1 presentan 

mayor producción y movilidad de neutrófilos. Notablemente, diversos reportes 

demuestran un incremento de IL-17 en ausencia de STAT19,108,143,144. De manera 

interesante, esta citocina favorece la producción de G-CSF, proteína clave en la 

inducción de la granulopoyesis78,145. Por otra parte, trabajos realizados en 

macrófagos demuestran que STAT1 actúa como un represor de CXCL1 y CXCL2, 

quimiocinas implicadas en el reclutamiento de neutrófilos106,107. Además, STAT3 

favorece la expresión de CXCR2146. Sugiriendo que la relación STAT1/STAT3 es 

importante en la producción y movilización de neutrófilos.     

El presente estudio propone que en ausencia de STAT1, las células CD11b+ 

Ly6C+ Ly6G+ suprimen la actividad de los linfocitos T CD8+ (Fig. 14). No obstante, 

la expresión de estos marcadores engloba a las G-MDSCs y a los neutrófilos, 

generando controversia alrededor de la nomenclatura de esta población celular. 

Hasta hace algunos años, se pensaba que la principal diferencia entre estas células 

era que solo las G-MDSCs suprimían la activación de los linfocitos T. Sin embargo, 

evidencia reciente sugiere que existen subpoblaciones de neutrófilos con capacidad 

supresora12. Una limitante de este tipo de estudios es la dificultad de distinguir entre 

neutrófilos y G-MDSCs. A la fecha no existe un marcador o un método 

universalmente aceptado para hacerlo, y la literatura se basa en un panel de 

marcadores como el utilizado en este estudio, el cual incluye a ambos tipos 

celulares. 

Los principales mecanismos de supresión descritos en neutrófilos involucran 

la expresión de moléculas supresoras como PDL1 y la producción de ROS. Llama 

la atención que, de acuerdo con diferentes autores, la expresión de PDL1 en 

neutrófilos es dependiente de STAT143,44,116-118. Por otra parte, se ha sugerido que 

STAT1 juega un papel importante en la producción de ROS debido a que la 

señalización por IFN-γ favorece la expresión p47phox y gp91phox 110-112.  
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Esta propuesta coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio, 

donde, se demostró que los neutrófilos STAT1-/- muestran reducción de la 

producción y liberación de ROS, en comparación con los neutrófilos WT (Fig. 15). 

En conjunto, esto sugiere que otros mecanismos podrían estar involucrados en la 

supresión mediada por neutrófilos deficientes de STAT1-/-, incluyendo la producción 

de arginasa1147. 

Se ha comprobado que las ROS juegan un papel importante en la inducción 

de NETs por la vía clásica138. Coincidiendo con esto, en el presente estudio se 

observó que la producción de NETs se redujo en neutrófilos STAT1-/-. Estos 

resultados sugieren que los neutrófilos STAT1-/- tienen defectos en las principales 

funciones efectoras asociadas al control de patógenos. Por otra parte, la evidencia 

indica que el control de la microbiota impide el establecimiento de tumores en el 

modelo AOM/DSS20. Por esta razón, el presente estudio sugiere analizar la 

interacción de los neutrófilos STAT-/- y la microbiota intestinal en etapas tempranas 

del desarrollo de CAC. Aunque se ha descrito que las NETs tienen un papel 

protumoral, es importante recordar que estas estructuras se han asociado a 

procesos metastásicos y que en el modelo AOM/DSS no hay desarrollo de 

metástasis121.  

En el presente estudio, se cultivaron neutrófilos sin estimular durante 24 h y 

se observó un mayor porcentaje de neutrófilos muertos en el grupo WT, en 

comparación con el grupo STAT1-/-. Apoyando la idea que STAT1 juega un papel 

medular en la promoción de muerte de estas células. No obstante, es importante 

realizar estudios en neutrófilos activados, ya que diversos reportes indican que los 

interferones de tipo I y tipo II y G-CSF alargan la vida de los neutrófilos110,111. 

Finalmente, El presente estudio demostró que los mecanismos inmunes 

juegan un papel importante en el establecimiento de tumores, en ausencia de 

STAT1. No obstante, es importante tomar en cuenta los mecanismos que controla 

STAT1 en las células tumorales. Por esta razón, se siguiere el uso de ratones con 

silenciamiento selectivo de STAT1 incluyendo células epiteliales y células inmunes.    
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Conclusiones 
1. Los ratones deficientes de STAT1 presentan mayor desarrollo de tumores en 

el día 68 post inducción de tumores. 

2. La ausencia de STAT1 favorece la expresión de β-catenina, STAT3 y NF-B. 

3. Los tumores de ratones STAT1-/- presentan mayor infiltración de neutrófilos y 

menor de linfocitos T CD8+. 

4. Los neutrófilos deficientes de STAT1 suprimen la proliferación de linfocitos T 

CD8+. 

5. Los neutrófilos deficientes de STAT1 presentan disminución en la producción 

de ROS y liberación de NETs. Así como aumento de la sobrevida. 
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Perspectivas 
El presente estudio propone realizar el análisis de la formación de neutrófilos 

en médula ósea de ratones STAT1-/-, el estudio de la proporción CXCR4/CXCR2 y 

la producción de quimiocinas (CXCL1, 2 y 5) como posible explicación del aumento 

de neutrófilos en ratones deficientes de STAT1. Por otra parte, se propone el estudio 

de mecanismos de reparación del DNA y procesos apoptóticos en las células 

epiteliales deficientes de STAT1, para ampliar el conocimiento sobre el 

establecimiento de nuevos tumores. Además, se propone el análisis del 

microambiente tumoral y el balance STAT1/STAT3 en neutrófilos para entender la 

actividad supresora de esta población celular. Finalmente, se propone el uso de 

nuevas tecnologías como la secuenciación single Cell RNA, para entender las 

diferencias en el transcriptoma entre los neutrófilos WT y STAT1-/- (Fig. 18).  

   

 

Figura 18. Desarrollo de cáncer de colon asociado a colitis en ausencia de STAT1. Se muestran 

eventos comprobados en el modelo AOM/DSS (negro) y se proponen nuevos fenómenos para 

analizar (rojo).    
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Anexos 
Anexo 1: Genotipo de los ratones STAT1-/-. Para la creación de los ratones 

STAT1-/-, se insertó un casete resistente a neomicina que reemplazó 5.7 kb de la 

secuencia del gen de STAT1. Esta secuencia incluye tres exones y una porción de 

un aminoácido en posición 221-365, su alteración genera una proteína no funcional 

(The Jackson Laboratory). Para comprobar el genotipo de los ratones, se utilizaron 

los cebadores diseñados por The Jackson Laboratory, estos generan un producto 

de 141 bp para el gen WT y 320 bp para el gen con el casete resistente a neomicina. 

 

Cebador Secuencia 5´---> 3´ 
Mutante reverse  TGT GGT TTC CAA ATG TGT CAG 

Común TGC ACA TGA GTT TAT TCC ACC T 

Wild type reverse  GGC GAG AAG CTG AGC A 
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Anexo 2: Aprobación del comité de ética de la FESI-UNAM. Todos los 

procedimientos experimentales y manejo animal fueron aprobados por el Comité de 

Ética de la FESI-UNAM (CE/FESI/042017/1168). 
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