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Resumen 
 
El cáncer de mama es la principal causa de mortalidad por tumores en la población femenina. 
Debido a que se ha propuesto a la autofagia como un mecanismo de sobrevida en las células 
tumorales, actualmente existen estudios de inhibidores de autofagia en diversos tipos de cáncer. 
Al respecto, en cáncer de mama se ha reportado que el subtipo triple negativo (CMTN), es el 
más sensible a la inhibición de la autofagia. Recientemente, la autofagia se ha involucrado en la 
regulación de la secreción de diversas proteínas, específicamente, se ha observado que la 
inhibición de la autofagia promueve la secreción de citocinas proinflamatorias en distintos tipos 
celulares. En el presente trabajo, demostramos por primera vez, que la inhibición farmacológica 
y genética de la autofagia en las células de CMTN induce la secreción del factor inhibidor de la 
migración de macrófagos (MIF), una citocina protumorigénica. Este incremento en la secreción 
de MIF es dependiente de un incremento de las especies reactivas de oxígeno (ERO) inducida 
por la inhibición de la autofagia, que a su vez se relaciona con un incremento en la expresión de 
MIF, probablemente debido a la activación de factores de transcripción relacionados con las 
ERO. Además, el incremento en la secreción de MIF mediado por la inhibición de la autofagia 
promovió la sobrevida de las células que lo secretan e incrementó la migración de las células de 
cáncer de mama de manera paracrina. Al respecto, se encontraron mayores niveles de los 
receptores de MIF, CD74, CXCR2 y CXCR7 en líneas celulares tumorales, al compararlas con 
células no tumorigénicas, sugiriendo un papel importante de MIF en la señalización de las 
células de cáncer de mama. De manera importante, un análisis de la expresión de MIF en 
muestras de pacientes con cáncer de mama mostró que los subtipos asociados a una mayor 
proliferación son los que presentaron mayores niveles de expresión de MIF sugiriendo un papel 
importante de MIF en esta característica de malignidad. Finalmente, la secreción de MIF en las 
células de CMTN mediada por la inhibición de la autofagia provocó la polarización de 
macrófagos hacía el tipo M1, demostrando un papel importante de la secreción de MIF en la 
promoción de un microambiente inflamatorio. En conclusión, en este trabajo se demostró un 
papel importante de la secreción de MIF mediado por la inhibición de la autofagia en la 
promoción de la malignidad tanto de manera autocrina como señalizando a células vecinas. 
Nuestros datos sugieren que se debería evaluar el uso de una terapia de inhibición de autofagia 
en conjunto con algún inmunomodulador como el inhibidor de MIF como potencial blanco 
terapéutico en CMTN. 
  



Abstract 
 
Breast cancer is the main cause of cancer-related mortality in the female population. Since 
autophagy has been proposed as a survival pathway for cancer cells, autophagy inhibition is 
being investigated in various types of cancer. In this regard, triple negative breast cancer 
(TNBC) has been reported as the most sensitive breast cancer subtype to autophagy inhibition. 
Recently, autophagy has also been involved in the regulation of the secretion of several proteins, 
specifically, inhibition of autophagy promotes the secretion of pro-inflammatory cytokines in 
different cell types. In this work, we showed for the first time that in TNBC cells, the 
pharmacological and genetic inhibition of autophagy induced the secretion of macrophage 
migration inhibitory factor (MIF),  a pro-inflammatory cytokine with pro-tumorigenic functions. 
MIF secretion was dependent on an increase in reactive oxygen species (ROS) induced by the 
inhibition of autophagy, which was related to an increase in MIF expression probably due to the 
activation of transcription factors activated by ROS. Furthermore, MIF secretion mediated by 
the inhibition of autophagy promoted the survival of the cells autocrinally and increased the 
migration of breast cancer cells paracrinally. In this regard, higher levels of MIF receptors 
CD74, CXCR2 and CXCR7 were found in TNBC cell lines when compared with non-
tumorigenic epithelial cells, suggesting an important role for MIF in cancer cell signaling. 
Importantly, MIF expression analysis of samples from breast cancer patients showed that the 
breast cancer subtypes associated with increased proliferation are those with the highest levels 
of MIF expression. Finally, the secretion of MIF from TNBC cells mediated by the inhibition 
of autophagy contributed to M1 macrophage polarization, indicating an important role for the 
secretion of MIF in the promotion of an inflammatory microenvironment. In conclusion, in this 
work an important role for the secretion of MIF mediated by the inhibition of autophagy and its 
role on the promotion of malignancy was demonstrated. Our results suggest that autophagy 
inhibition along an immunomodulator such as a MIF inhibitor should be evaluated as a potential 
therapeutic target for TNBC. 
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Abreviaturas 
 
3MA, 3 metil adenina 
ABC, transportadores de casete de unión a ATP 
Acb1, proteína de unión a acil coenzima A 
AMP, adenosina monofosfato 
AMPc, adenosina monofosfato cíclico 
AMPK, proteína cinasa activada por AMP 
ATCC, colección de cultivos tipo americano 
ATG, proteína relacionada a autofagia 
ATP, adenosina trifosfato 
CXCR, receptor de quimiocinas CXC 
DMEM,  medio Eagle modificado de Dulbecco 
ADN, ácido desoxirribonucleico 
ELISA, ensayo por inmunoabsorción ligado a enzima 
h, hora 
HER2, receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 
IFN-y, interferon-gamma 
IL, interleucina 
LC3, proteína asociada a microtúbulos de cadena ligera 3 
LPS, lipopolisacárido 
MAPK, proteína cinasa activada por mitógenos 
MCP-1, proteína monocítica quimioatrayente 1 
MHC, complejo mayor de histocompatibilidad 
min, minutos 
ml, mililítro 
mM, milimolar 
MMTV, virus del tumor mamario de ratón 
mTOR, blanco de rapamicina en mamíferos 
NLRP3, dominio de pirina de la familia NLR 
PARP,poli ADP ribosa polimerasa 
PBS, amortiguador de fosfatos salino 
PE, fosfatidiletanolamina 
PI3K, fosfatidilinositol 3-cinasa 
PI3P, fosfatidilinositol 3-fosfato 
PMA, forbol-12-miristato-13-acetato 
PyMT, antígeno T medio de poliomavirus 
SQSTM1, sequestosoma 1 
STAT, transductor de señal y activador de transcripción 
STX17, sintaxina 17 
TNF, factor de necrosis tumoral 
ULK 1/2, cinasa similar a UNC-51 
µg, microgramo 
WT, del inglés wild type - tipo silvestre- 
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Introducción 
 
Cáncer de mama 
 
En México y en el mundo, el cáncer de mama ocupa el primer lugar en morbilidad y mortalidad 

por tumores malignos en la población femenina 1,2. Para su estudio y tratamiento, se ha 

clasificado en tres grupos histopatológicos: 1) positivos a receptores de estrógeno y 

progesterona, 2) positivos al receptor HER2 y 3) triple negativo, el cual no presenta ninguno de 

los receptores antes mencionados 3. Actualmente, la terapia endócrina que incluye inhibidores 

de la aromatasa o tamoxifeno se utiliza en el tratamiento de pacientes con cáncer de mama 

positivo a receptores hormonales 4. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor 

HER2, como el trastuzumab o el pertuzumab, se emplean en cáncer de mama positivo a este 

receptor 4. Y a pesar de que el cáncer de mama triple negativo (CMTN) representa una baja 

proporción de los tumores de cáncer de mama (20%), y responde al tratamiento con 

quimioterapia y radioterapia, son los que presentan mayor recurrencia y agresividad 5,6, y no 

cuentan con una terapia dirigida. 

Aunque, existen numerosos estudios que se están llevando acabo para encontrar tratamientos 

específicos para este subtipo de cáncer de mama, los más prometedores involucran inhibidores 

de mecanismos involucrados en la reparación del ADN (inhibidores de PARP) 7, antagonistas 

del receptor de andrógenos 7,8, inmunoterapias dirigidas contra receptores de evasión de la 

respuesta inmune, como antagonistas de PD-L1 9, inhibidores de los sitios activos β5 y β2 del 

proteasoma 10,11 e inhibidores de autofagia 12,13. 

Con respecto a este último, se ha observado que las células de CMTN son más sensibles a la 

inhibición de la autofagia que los otros subtipos de la enfermedad 13, provocando una 

disminución en su proliferación y un aumento en la muerte celular 13. Además, en estudios in 

vivo utilizando cloroquina (CQ) como neoadjuvante, se encontró una disminución en el 

establecimiento metastásico por las células de CMTN 14. Los trabajos anteriores sugieren que 

los estudios clínicos donde utilizan CQ o hidroxicloroquina (HCQ) junto con quimioterapia para 

el tratamiento de cáncer de mama 15 probablemente tendrán resultados prometedores en 

particular para pacientes con CMTN. 

 
 



Autofagia 
 
La macroautofagia (referida en adelante como autofagia) es un proceso celular que implica la 

formación de estructuras de doble membrana denominadas autofagosomas 16,17, las cuales llevan 

en su interior material celular como proteínas u organelos dañados que se van a degradar 

mediante la unión del autofagosoma con el lisosoma, denominado autolisosoma 18, los productos 

de esta degradación son reciclados como nutrientes 19. 

La autofagia ocurre en todas las células del organismo, pudiendo ser inducida por condiciones 

bajas de nutrientes o estrés celular, lo que le da una función importante en el mantenimiento de 

la homeostasis celular, así como en la sobrevida ante diversos tipos de estrés 20. Debido a su 

importancia, la autofagia se ha relacionado con procesos fisiológicos como el ejercicio y el 

envejecimiento; y alteraciones en la autofagia se ha relacionado a eventos patológicos como la 

neurodegeneración, enfermedades pulmonares, cardiovasculares y cáncer 20–22. 

La importancia de la autofagia en el desarrollo del organismo quedó demostrada en ratones 

deficientes en ATG5, la cual es una proteína importante para la formación de autofagosomas. 

Estos ratones mueren a las pocas horas de nacer, aún en condiciones adecuadas de alimentación 
23. En un trabajo posterior, se demostró que, si se les restablece la expresión de Atg5 en el sistema 

nervioso central, se evita la letalidad en estos ratones 24, lo que demostró una función importante 

de la autofagia en el desarrollo neuronal. 

En cuanto a ratones adultos, se observó que la eliminación condicional de Atg7 en el organismo 

completo produce anormalidades benignas en el hígado, alargamiento esplénico, degeneración 

testicular, disminución del tejido adiposo, disminución del número de neuronas piramidales y 

células de Purkinge, degeneración del tejido muscular y acumulación de lípidos en pulmón y 

riñones 25. Estos ratones mueren debido a una mayor susceptibilidad a infecciones o debido a 

neurodegeneración, además de que son incapaces de sobrevivir a la privación de nutrientes 25. 

Estos trabajos demuestran la importancia de la autofagia en el mantenimiento celular, su papel 

determinante en el adecuado desarrollo neuronal y en el mantenimiento de la sobrevida de las 

células y del organismo. 

 

 

 



Mecanismo celular de la autofagia 
 
El proceso de autofagia se ha dividido en una serie de pasos denominados iniciación, nucleación, 

expansión, fusión y degradación. Todos éstos regulados por proteínas denominadas ATG 17. La 

etapa de iniciación está regulada por el complejo de la cinasa ULK1/2 formado por ULK1/2, 

ATG13, FIP200 y ATG101. Este complejo puede ser activado por una fosforilación mediada 

por la actividad de AMPK, que a su vez puede ser activada por AMP, lo que permite una 

activación de la autofagia durante niveles bajos de energía (relación de AMP/ATP) 26 e inhibida 

por fosforilación inactivante por el complejo mTOR, sensor intracelular de aminoácidos que a 

su vez puede ser inhibido por rapamicina, un inductor de la autofagia 27. Una vez que se ha 

activado el complejo ULK1/2, el cual se localiza cerca del retículo endoplásmico, comienza la 

etapa de nucleación, en ésta, ULK1/2 fosforila a las proteínas del complejo de nucleación PI3K 

clase III activándolas y produciendo PI3P en el sitio de la formación del autofagosoma 26. La 

producción de PI3P sirve para la unión de otras proteínas ATG importantes para la formación 

del autofagosoma durante la etapa de elongación (Figura 1). 

Al respecto, se han caracterizado dos principales sistemas de conjugación indispensables para 

la expansión del autofagosoma: ATG5-ATG12 y LC3-PE, los cuales involucran sistemas 

proteicos similares a los sistemas de ubicuitinación siendo ATG12 y LC3 proteínas similares a 

la ubicuitina 17,28,29. De esta manera, el corte proteolítico de LC3 por ATG4, su activación por 

ATG7 y su posterior conjugación a PE por ATG3, da lugar a la proteína LC3II, la cual es 

importante para la unión de proteínas adaptadoras como p62/SQSTM1, NBR1, NDP52, OPTN, 

TAX1BP1 o NIX que llevan moléculas cargo al autofagosoma para su degradación mediante 

sus dominios de interacción a LC3 30. Cabe mencionar que LC3II se encuentra tanto en la 

membrana interna como externa del autofagosoma y su localización en estructuras punteadas o 

su cuantificación mediante Western Blot pueden utilizarse para evaluar la formación de los 

autofagosomas 31. La ausencia de alguna de las proteínas ATG compromete la formación del 

autofagosoma y el silenciamiento genético de las mismas puede ser utilizado para inhibir este 

proceso 32. 

Una vez que se ha formado el autofagosoma, este se puede unir al lisosoma dando lugar a una 

estructura denominada autolisosoma para la degradación de su contenido. En este punto, se 

pueden utilizar inhibidores farmacológicos que impiden la fusión y degradación de los 



autofagosomas como la cloroquina (CQ). Este es un fármaco lisosomotrófico que evita la 

acidificación del lisosoma bloqueando la última etapa de la autofagia, evitando la degradación 

de los autofagosomas e induciendo su acumulación 33. 

Por otro lado, los autofagosomas se pueden unir a otros organelos o la membrana citoplasmática 

para la secreción de su contenido 34 como se verá más adelante. Aunque el mecanismo por el 

que los autofagosomas se fusionan con diferentes membranas no se conoce completamente, se 

propone la participación de proteínas adaptadoras específicas presentes en la membrana externa 

del autofagosoma para unirse a su sitio blanco 35. Por ejemplo, se sabe que la proteína SNARE, 

STX17, es importante para que el autofagosoma se pueda unir con el lisosoma y se efectúe la 

degradación de su contenido para su posterior reciclaje 36.  

 

 

 
Figura 1. Esquema general del proceso de autofagia y algunos de sus reguladores. 
El complejo proteico ULK 1/2 es el que regula la iniciación de la autofagia. Este complejo está a su vez regulado 
positivamente por la actividad de AMPK, la cual se activa por una alta relación AMP/ATP y negativamente por el 
complejo mTOR, que se activa por la presencia de aminoácidos o la vía de señalización de PI3K/AKT. La 
activación de ULK 1/2 fosforila al complejo de nucleación PI3K clase III dando inicio a la formación del 
autofagosoma. Posteriormente, el proceso de elongación es llevado a cabo por dos sistemas de conjugación de tipo 
ubicuitina, los que ayudan a la formación de la membrana del autofagosoma. Finalmente, el autofagosoma se une 
al lisosoma para llevar a cabo la etapa de degradación. La autofagia puede ser inhibida mediante cloroquina, 
rapamicina, bafilomicina, 3MA, entre otros. Modificado de Cotzomi-Ortega I. et al. 2018. 

 
 
 
 



Papel de la autofagia en cáncer 
 
En diversos estudios se indica que la autofagia tiene efectos dependientes de la etapa del proceso 

tumoral 37,38. De tal manera que al ser un mecanismo que puede eliminar proteínas 

protumorigénicas como p62/SQSTM1 39 o mitocondrias dañadas, manteniendo niveles bajos de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) en las células normales, se propone que la autofagia tiene 

un papel antitumorigénico 40. Además, la autofagia puede promover un estado de senescencia 

en las células que presentan inestabilidad genómica, impidiendo su proliferación 41. 

Otros estudios donde se ha demostrado el papel antitumoral de la autofagia involucran 

alteraciones de genes Atg. En un análisis de tejidos tumorales de pacientes con cáncer de mama 

se detectó una perdida de heterocigocidad en el cromosoma 17q21 en el 41.1% de los cánceres 

de mama 42, que es donde se encuentra el gen beclin 1 relacionado a tumores espontáneos 43. En 

los ratones heterocigotos de este mismo gen se observó una mayor incidencia de tumores 

espontáneos en el pulmón, hígado y en el sistema linfático 44. 

Interesantemente, en un modelo tumoral por el virus de hepatitis B en los ratones sin expresión 

de beclin 1 se observó un mayor desarrollo de lesiones pre-malignas en el hígado, caracterizado 

por displasias 44. En otro estudio de silenciamiento de genes Atg en organismo completo como 

la eliminación sistémica en mosaico de Atg5 en ratones provocó el desarrollo de tumores 

benignos en hígado debido a la acumulación de mitocondrias dañadas y daño genómico 45. 

Lo anterior indica que la presencia de la autofagia inhibe la aparición de células tumorales, y se 

propone que es el daño en el ADN, la inestabilidad genómica y la acumulación de proteínas 

oncogénicas que en condiciones normales deberían ser degradadas en el autolisosoma, los 

promotores de la tumorigénesis. 

Interesantemente, en modelos de ratones donde existen mutaciones oncogénicas 

preestablecidas, como en un modelo de adenocarcinoma ductal pancreático con expresión de la 

proteína oncogénica KRAS, la inhibición de la autofagia produce lesiones intraepiteliales 

pancreáticas pre-malignas las cuales no avanzan hacia neoplasias intraepiteliales pancreáticas 
46. También, el silenciamiento de genes Atg en tejidos específicos, como la inactivación de Atg5 

en un modelo de cáncer de pulmón 47 o la eliminación condicional de Atg7 en un modelo de 

adenocarcinoma ductal pancreático 46 evitó la progresión tumoral, dependiente de la proteína 

p53, ya que la supresión de p53 reinicia la progresión tumoral 46,47. Esto indica que las células 



con una transformación oncogénica, la autofagia tiene una función protumoral 39,48. Al respecto, 

las células tumorales necesitan a la autofagia para poder sobrevivir en diversas condiciones 

adversas, como el estrés oxidativo 49, la hipoxia 50, la privación de nutrientes 51, la anoikis 52, el 

estrés al que se enfrentan durante la migración y la metástasis 53 y para sobrevivir a la terapia 54 

(Figura 2). 

Lo anterior ha originado que diversos estudios clínicos exploren la inhibición de este proceso 

como blanco terapéutico en diversos tipos de cáncer 12,15. Por ejemplo, se sabe que las células 

tumorales modificadas en la vía de RAS/MAPK son más susceptibles a la inhibición de la 

autofagia, aún en presencia de nutrientes 53,55, como se ha observado en cáncer de pulmón 56, 

páncreas 57, cerebro 58 o melanoma 59. En cuanto al cáncer de mama, se ha demostrado que el 

subtipo triple negativo es el más sensible a la inhibición de la autofagia 13, sugiriendo que, en 

este subtipo de cáncer de mama, la inhibición de la autofagia podría ser un potencial blanco 

terapéutico.  

En conclusión, el papel dual de la autofagia depende de la etapa tumoral y de los modelos 

tumorales estudiados, debido a que en una célula normal, la disminución o ausencia de la 

autofagia puede producir daño celular que derivaría en un evento oncogénico 44, 45 y por otro 

lado, en las células tumorales, la autofagia es necesaria para la progresión tumoral 46, 47. 

 

 
Figura 2. Papel dual de la autofagia en la progresión tumoral.  
El mecanismo de la autofagia ayuda a prevenir la aparición de las células tumorales. Sin embargo, cuando la 
célula tumoral ya está presente, se ha visto un papel importante de la autofagia en el crecimiento tumoral, 
migración, invasión, resistencia a la terapia, y metástasis. Modificado de Debnath J. 2011. 

 
 
 



Secreción mediada por la autofagia 
 
La secreción de proteínas denominada clásica o convencional, involucra la síntesis de proteínas 

con secuencia de localización al retículo endoplásmico rugoso, donde la mayoría de las 

proteínas mientras son sintetizadas son transportadas al interior de este organelo. Posteriormente 

pasan al aparato de Golgi, donde sufren modificaciones post-transduccionales y finalmente son 

dirigidas hacia el espacio extracelular a través de vesículas o gránulos secretorios 60. Sin 

embargo, existen proteínas secretadas que no tienen secuencia de localización para el retículo 

endoplásmico por lo que se secretan por una vía de secreción no convencional 61. 

En este sentido, existen diversos reportes que proponen que el proceso de autofagia estaría 

implicado en la secreción de diversas proteínas, ya que la secreción de éstas se inhibe al silenciar 

proteínas ATG (revisado en 34). Por ejemplo, en ratones sin expresión de Atg5, se ha observado 

una disminución en la secreción de lisozima en las células de Paneth, la cual se observó dentro 

de los autofagosomas cercanos a la cara apical de la membrana plasmática 62. Por otro lado, se 

ha observado que los autofagosomas se pueden unir al cuerpo multivesicular y posteriormente 

a la membrana plasmática, mediado por las proteínas relacionadas al tráfico vesicular Sec22b, 

Rab8A y Rab27A 63, promoviendo la secreción de citocinas como la IL-1β 64. También, se ha 

reportado que esta citocina puede ser secretada por la unión directa de los autofagosomas a la 

membrana plasmática mediante las proteínas Sec22b, SNAP23/29 y STX3/4 36. 

Otro mecanismo de secreción no convencional que involucra la inhibición de la autofagia es la 

acumulación de organelos dañados como mitocondrias e incremento de las ERO mitocondriales 

en el citoplasma 49, un evento importante para la activación del inflamasoma y la consecuente 

maduración de citocinas proinflamatorias de la familia de la IL-1 como IL-1β o IL-18 65,66 

(Figura 3). De igual manera, se ha reportado que las ERO son importantes  para la secreción del 

factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) inducido por la inhibición de la autofagia 
67, como quedó demostrado en los macrófagos activados con LPS 67, aunque se desconoce el 

mecanismo por el cual las ERO producen un incremento de la secreción de MIF. 

En resumen, el mecanismo de autofagia puede participar directamente en la secreción de 

diversas proteínas o, por el contrario, su inhibición puede también promover la maduración y 

secreción de algunas citocinas, dependiendo del contexto celular y la proteína que se vaya a 

secretar. 



Cabe mencionar que recientemente se ha observado que la proteína LC3 localizada en la 

periferia de la membrana de los cuerpos multivesiculares es importante para la formación de 

vesículas extracelulares 68. Este proceso es dependiente de una maquinaria de conjugación 

específica para la LC3 para cargar mayoritariamente proteínas de unión a el ARN en vesículas 

extracelulares para su posterior secreción, siendo un ruta principal de secreción no convencional 

dependiente de LC3 68. Este es un ejemplo en el cual algunos componentes de la maquinaria del 

proceso de autofagia, como la proteína LC3, son importantes para la secreción no convencional, 

independiente de autofagia. 

 

 
Figura 3. Propuesta de la secreción de proteínas relacionado a la autofagia. 
Se han descrito tres posibles mecanismos de secreción mediada por la autofagia, una está relacionada a la unión 
directa del autofagosoma con la membrana plasmática y está mediada por las proteínas Sec22b presentes en los 
autofagosomas y las proteínas SNAP23/29 y STX 3/4 presentes en la membrana plasmática. También se ha 
observado que los autofagosomas se pueden unir al sistema del cuerpo multivesicular y posteriormente, a la 
membrana plasmática, mediado por las proteínas Sec22b, Rab8A y Rab27A. Por otro lado, la inhibición de la 
autofagia incrementa los niveles de las ERO los cuales pueden activar el inflamasoma e inducir la activación y 
secreción de citocinas pro-inflamatorias o del MIF. Modificado de Cotzomi-Ortega I. et al. 2018. 

 
La importancia de la secreción de proteínas mediada por la autofagia en procesos tumorales 69 

ha quedado demostrada en un modelo de cáncer de mama modificado en RAS, donde la 



autofagia fue necesaria para la secreción de la IL-6, así como de las metaloproteinasas de matriz 

extracelular 2 y 9 53, proteínas involucradas en la inflamación, en la degradación de la matriz 

extracelular y por tanto, en la invasión celular. 

También se ha observado que la inhibición de la autofagia en las células de cáncer de mama 

mediante el silenciamiento de proteínas ATG disminuye la secreción de la IL-6 en las células 

dependientes de autofagia, pero incrementa la secreción de esta citocina en las células 

independientes de autofagia 70. Lo anterior indica que la secreción mediada por autofagia 

depende del contexto y tipo celular, por lo menos para la IL-6. 

También se ha reportado un papel importante para la secreción de citocinas mediada por la 

inhibición de la autofagia para la activación de células del sistema inmune 71. En este sentido, 

en un modelo de cáncer de mama de ratón, la inhibición de la autofagia por medio de un 

knockout condicional de la proteína FIP200 incremento la secreción de quimiocinas como 

CXCL9, CXCL10 y CXCL11 71, provocando un retardo del crecimiento tumoral debido a una 

disminución en la proliferación de las células tumorales 71. También se observó una reducción 

en la metástasis asociada a una inducción de células antitumorales, como la infiltración de las 

células T CD8+. Estos datos muestran el papel protumoral de la autofagia y su inhibición 

incrementó la secreción de quimiocinas que ayudan a reclutar células del sistema inmune 

antitumoral. Por lo que la inhibición de la autofagia podría ser un buen blanco terapeútico en 

cáncer de mama. 

 
Factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) 
 
MIF fue descubierto como un factor derivado de las células T capaz de inhibir la migración 

aleatoria de los macrófagos in vitro 72, posteriormente se demostró que esta citocina regula la 

activación de los macrófagos y la proliferación de las células T. Además de contra restar los 

efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides, lo que le confiere una actividad 

proinflamatoria 73 y recientemente se ha asociado a la progresión de diversos tumores 74. 

Se expresa en diversos tipos celulares como las células epiteliales, hematopoyéticas, 

endoteliales y mesenquimales 75. En el citoplasma, es almacenada en vesículas para ser secretada 

por una vía no convencional que involucra a la proteína p115 asociada con Golgi 76 y a los 

transportadores tipo ABC 77. 



Además, MIF es una citocina pleiotrópica que se ha relacionado a enfermedades inflamatorias 

crónicas o agudas, como el choque séptico, artritis reumatoide, aterosclerosis y el lupus 

eritematoso sistémico 78, asociada a un incremento en suero, fluido sinovial y cerebroespinal, 

debido a diversos polimorfismos en el gen de MIF que inducen una mayor expresión de esta 

citocina provocando una mayor susceptibilidad a las distintas enfermedades inflamatorias 

(revisado en 78). 

En cuanto al mecanismo de acción de MIF se sabe que funciona como homotrímero actuando 

de manera autocrina o paracrina, tanto como citocina y quimiocina, y además de presentar 

actividad enzimática de tautomerasa 79. Extracelularmente, MIF actúa a través de la unión con 

su receptor específico CD74 (cadena invariante del complejo mayor de histocompatibilidad 

clase II) con una KD de 9 nM 80, que posteriormente recluta a la proteína coactivadora CD44 81, 

induciendo la activación de PI3K/AKT o bien la de ERK, estimulando la proliferación celular, 

la inhibición de la apoptosis, la síntesis de citocinas proinflamatorias y promoviendo la 

migración celular 82. 

Con respecto a este receptor de MIF, se ha reportado que CD74 presenta una mayor expresión 

en las células tumorales de CMTN en comparación con los otros subtipos de esta enfermedad 
83. MIF también puede inducir quimiotaxis a través de los receptores no específicos CXCR2, 

CXCR4 y CXCR7 84, con una KD de 1.5, 19.8 y 5 nM respectivamente 75,82. En comparación a 

la KD del ligando endógeno de CXCR2, CXCL8 de 0.7 nM y para CXCR4 y CXCR7, CXCL12 

de 1.5 y 1 nM, respectivamente 84. Aunque MIF no es el ligando específico de estos receptores, 

puede promover la migración celular de los leucocitos, los fibroblastos y las células tumorales 
74. 

Otra característica importante de estos receptores es que pueden actuar en conjunto con el CD74 

en respuesta a la unión de MIF 82, lo que crea diversos complejos proteicos como CD74/CXCR2 

y CD74/CXCR4 los cuales pueden promover la activación de vías relacionadas a proteínas G y 

la estimulación de vías de ERK, PI3K y PLC-β. Por su parte, los complejos CD74/CXCR7 y 

CD74/CXCR4/CXCR7 pueden activar a la proteína β-arrestina-2 que promueve la migración y 

la proliferación celular 82. 

Estos complejos proteicos producen una mayor variabilidad de los efectos de MIF, esto depende 

del tipo celular. Interesantemente, en el CMTN, se ha reportado que el CXCL12, ligando de 

CXCR7, incrementa la migración de las células de CMTN y la ausencia de el CXCR7 en las 



células tumorales disminuye el crecimiento tumoral y la metástasis, debido a una disminución 

en la proliferación, la migración y la formación de vasos sanguíneos 85. A pesar de que en este 

estudio no se demostró el papel de MIF en la activación del receptor CXCR7, si se pudo observar 

la importancia del receptor CXCR7 en la progresión tumoral. 

En cuanto a la actividad enzimática de MIF, tiene homología con tres enzimas bacterianas, la 

oxalocrotonato tautomerasa, la 5 carboximetil-2-hidroximuconato isomerasa y la corismato 

mutasa 88 presentando actividad de D-dopacromo tautomerasa (DDT), fenilpiruvato tautomerasa 

y de tiol-proteina oxidoreductasa 86,87. 

Aunque el sustrato fisiológico para su actividad enzimática se desconoce 89, se ha demostrado 

que la hormona tiroidea tiroxina puede inhibir el sitio enzimático de MIF, lo que permite la 

modulación fisiológica de su actividad proinflamatoria y sus efectos severos en un proceso de 

sepsis 90. 

Por otro lado, también se han descrito efectos intracelulares de MIF mediante la unión a la 

proteína JAB1, un coactivador de la transcripción de AP-1, el cual promueve la degradación del 

inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina p27 e induce la proliferación celular 91,92. De 

importancia para el cáncer, también se ha descrito que MIF puede inhibir la acumulación de 

p53, evitando la detención del ciclo celular, apoptosis o senescencia mediada por ésta, además 

de regular a la baja su actividad transcripcional 93. No obstante, los tumores de CMTN presentan 

una alta frecuencia de mutaciones en TP53, lo que produce ausencia en la actividad de p53 94. 

Por lo tanto, el efecto protumoral de MIF probablemente sea independiente de la inhibición de 

p53 en el CMTN. 

No menos relevante es su actividad de oxido-reductasa similar a la de la familia de las 

tiorredoxinas 95, lo que le proporciona una actividad redox que ha demostrado ser importante 

para la reducción de proteínas como la insulina, así como en la activación de macrófagos 95. 

Aunque el mecanismo se desconoce, se ha reportado que MIF inhibe a p53 mediada por la 

ciclooxigenasa 2, importante para inhibir la apoptosis de los macrófagos durante su activación 

96. 

 

 



 
Figura 4. Mecanismo de acción de MIF mediado por sus receptores.  
MIF es una citocina que actúa a través de su receptor específico CD74/CD44, promueve la proliferación celular, la 
producción de citocinas proinflamatorias, la angiogénesis e inhibición de la apoptosis. También puede actuar como 
quimiocina por la unión a los receptores CXCR2, CXCR4 y CXCR7, y promueve la migración celular. 
Intracelularmente, puede unirse a proteínas como JAB1. Los efectos anteriores pueden inhibirse con ISO-1, el cual 
es un inhibidor competitivo de MIF, que actúa intra y extracelularmente. Modificado de O´Reilly C. et al. 2016. 

 
Papel de MIF en cáncer 
 
Además de la actividad proinflamatoria de MIF, su expresión y señalización se han asociado a 

diversos eventos involucrados en el desarrollo y la progresión del cáncer 74,97. En este sentido 

se ha encontrado una alta expresión de la proteína MIF en diversos tipos de tejido de cáncer, 

como el carcinoma escamoso de esófago, cervical, mama, próstata, hígado, pulmón, 

glioblastoma, neuroblastoma, colon, ovario, gástrico, pancreático y leucemia de células B 

(Revisado en 74). Relacionado al papel de MIF en la promoción del tumor y metástasis por su 

actividad proinflamatoria 73,98, angiogénica 99, modulación del sistema inmune 100,101, y 

antiapoptótica 92, evidenciando la importancia de MIF en la progresión tumoral. 

En este sentido, se ha observado que la administración de anticuerpos neutralizantes contra MIF 

en ratones disminuyó el crecimiento de linfomas de células B debido a una disminución en la 

angiogénesis 99. De igual importancia es la regulación de MIF en el proceso de inflamación ya 



que promueve la secreción de proteínas proinflamatorias como TNFα, IL-6 e IL-1a, y debido a 

que MIF ayuda a la activación del inflamasoma por la unión a NLRP3 promueve la secreción 

de IL-1b e IL-18 102. Más aún, se ha descrito que MIF puede interactuar directamente con la 

proteína tiorredoxina, un inhibidor de NF-kB, promoviendo su actividad transcripcional y como 

consecuencia inflamación, proliferación, sobrevida y angiogénesis 103. 

En cuanto al papel de MIF en el cáncer de mama, se ha reportado que MIF tiene una mayor 

expresión en tumores de pacientes con cáncer de mama en comparación con los tejidos normales 
104,105. En uno de estos trabajos, la alta expresión de MIF en tejido tumoral se asoció con un 

mejor pronóstico 105, mientras que en el trabajo más reciente se describió una correlación entre 

una mayor expresión de MIF y un mal pronóstico en pacientes con CMTN y positivos a los 

receptores hormonales, mientras que en pacientes con expresión del receptor HER2, la 

expresión de MIF se asoció a un mejor pronóstico 104, en ambos trabajos se evaluó el MIF 

proteico mediante análisis de microarreglos de tejido. Por lo tanto, los resultados anteriores 

sugieren una asociación entre los niveles de expresión de MIF en el tumor con el pronóstico 

dependiente del subtipo de cáncer de mama. 

Por otro lado, se ha reportado una relación entre los niveles de MIF en suero y el pronóstico de 

la enfermedad en pacientes con cáncer de mama. En este sentido, se ha reportado un incremento 

de los niveles séricos de MIF en pacientes (promedio 1500 pg/ml) comparados con individuos 

sanos (387 pg/ml) 106. Mientras que en otro estudio, también se observó una mayor 

concentración de MIF en suero en pacientes con cáncer de mama en comparación con personas 

sanas, asociado a un mayor riesgo en los subtipos luminal B, HER2 y el CMTN y a las etapas 

más avanzadas de la enfermedad 107. Estas observaciones son de importancia ya que se buscan 

biomarcadores clínicos que pudieran ayudar al diagnóstico, pronóstico o tratamiento del cáncer 

de mama, pudiéndose relacionar a las concentraciones de MIF sérico en la progresión de la 

enfermedad. 

Además, estudios in vitro, han propuesto una función protumoral para el MIF extracelular. Al 

respecto, se ha descrito una mayor secreción de MIF en las líneas celulares de cáncer de mama 

no invasivas en comparación a las células invasivas y no tumorales. De manera importante, 

cuando estas células se estimularon con MIF recombinante (MIFr) se presentó un mayor 

incremento de la secreción de MIF en las células invasivas comparadas con las no invasivas 105. 

Asimismo, el tratamiento con MIFr indujo la secreción de el VEGF e IL-8, importantes para el 



proceso angiogénico 108. Los trabajos anteriores sugieren que la secreción de MIF puede ser 

estimulada de manera autócrina o parácrina y que las células invasivas presentaron una mayor 

secreción al ser estimuladas con MIFr. 

Finalmente, la importancia de MIF en la progresión tumoral de el cáncer de mama se ha 

demostrado en las células 4T1 de CMTN, en las cuales se observó un menor tamaño del tumor 

al inhibir la expresión de esta citocina, así como una disminución en la metástasis hacía el 

pulmón 101. 

En resumen, MIF presenta múltiples mecanismos de acción que involucran la activación de vías 

de señalización, actividades intracelulares de quimiocina, enzimática y de inmunomodulación, 

y muchas de ellas están directamente relacionadas a la progresión tumoral. 

 

Papel de MIF en la regulación del sistema inmune 

El sistema inmune puede identificar y eliminar a las células tumorales en un proceso 

denominado inmunovigilancia 109, en la que se controlan infecciones virales prooncogénicas, se 

resuelven procesos inflamatorios que puede beneficiar a las células tumorales y se eliminan las 

células tumorales que expresan antígenos específicos de tumor 110. Sin embargo, las células 

tumorales pueden evadir al sistema inmune, por un proceso conocido como inmunoedición, el 

cual es muy importante en la progresión tumoral 109. Por ejemplo, las células tumorales pueden 

evadir al sistema inmune mediante defectos en la presentación de antígenos o reclutamiento de 

células inmunosupresoras 111. 

Al respecto, se ha observado que el knockdown de MIF en las células 4T1 de CMTN provoca 

una disminución en el número de células supresoras derivadas del tejido mieloide (MDSC) en 

ratones BALB/c, lo cual se refleja en un menor tamaño del tumor, así como una disminución de 

la metástasis hacia el pulmón, en comparación a las células tumorales con una expresión normal 

de MIF 101. El efecto sobre el tumor y la metástasis no se observó al implantar células que 

contenían un shRNA contra MIF en ratones inmunocomprometidos, indicando que el efecto 

protumoral de MIF se debe a la activación de células inmunes protumorales 101. También, se ha 

observado que MIF promueve la progresión de glioblastomas debido a la activación de MDSC, 

las cuales suprimen la actividad de las células T citotóxicas y natural killer 112. Por lo tanto, 



además de promover la sobrevida y crecimiento tumoral, MIF es importante como regulador de 

células del sistema inmune. 

En un tumor puede haber infiltración de diferentes células del sistema inmune tanto innato como 

adaptativo 109, en este sentido, los macrófagos asociados a tumor (TAMs) se han clasificado en 

M1 o activación clásica, caracterizados por la producción de citocinas proinflamatorias, ERO y 

óxido nítrico 113 y M2 o activación alternativa, caracterizados por la producción de citocinas 

antiinflamatorias, síntesis de prostaglandina E2 y factores proangiogénicos, comúnmente 

denominados antitumorales y protumorales respectivamente 113,114. Sin embargo, esta 

clasificación es muy reductiva en el contexto tumoral. Dado que la regulación de la actividad 

de estos macrófagos es importante para la progresión tumoral. Se ha observado que MIF 

promueve una activación de tipo proinflamatorio en macrófagos asociados a tejido adiposo 115, 

y en experimentos de polarización de macrófagos derivados de la médula ósea, se observó que 

MIFr produce una polarización hacia el fenotipo M1 que es dependiente de la dosis 116. Sin 

embargo, se desconoce el papel de la secreción de MIF por las células tumorales en la 

polarización de macrófagos. 

 
Papel de la familia D-dopacromo tautomerasa de MIF en cáncer 
 
La actividad de DDT también está presente en otras proteínas llamadas MIF-2 y la proteína 

similar a DDT (DDTL), las cuales son miembros de la familia de MIF 87. La importancia de la 

actividad DDT se reportó en las células de cáncer cervical a las cuales se les inhibió el dominio 

de la actividad tautomerasa de MIF y MIF-2 mediante shRNAs, pero hay que tomar en cuenta 

que este dominio se localiza en el centro catalítico de MIF 87. Estas células presentaron una 

menor proliferación, migración e invasión y en ensayos in vivo, en ratones 

inmunocomprometidos, se observó una disminución del tamaño del tumor con el shRNA contra 

MIF y MIF-2 117. De esta manera, quedó demostrado que también la actividad enzimática de 

MIF es importante en la progresión tumoral.  

Finalmente, tanto MIF como MIF-2 se pueden unir al receptor CD74, activando las vías de 

señalización de PI3K y ERK 118. No obstante, MIF-2 carece del motivo CXXC por lo que no 

puede unirse a los receptores de quimiocinas 82. Otro mecanismo en común de MIF y MIF-2 es 

que ambas son inducidas por hipoxia 119. En cuanto a la relación de MIF-2 con cáncer, se sabe 



que está sobre-expresada en cáncer cervical, se encuentra predominantemente en el citoplasma 

celular, además de que se ha observado que su nivel de expresión se correlaciona con metástasis 

hacia nódulos linfáticos y su inhibición disminuye la proliferación, migración e invasión de las 

líneas celulares de cáncer cervical 120.  

 
Modelo de cáncer de mama triple negativo con diferente capacidad metastásica 
 
En el presente trabajo se utilizaron células derivadas del modelo 4T1 de cáncer de mama. Su 

relevancia radica en que las líneas celulares 67NR, 66cl4 y 4T1 provienen del mismo tumor el 

cual se generó espontáneamente en una ratona BALB/cfC3H 121. Estas líneas celulares 

pertenecen al subtipo de cáncer de mama triple negativo, sin embargo, presentan diferente 

capacidad metastásica 122. En el trabajo donde se caracterizaron estas líneas celulares, se 

identificaron dos líneas celulares metastásicas, 4T1 y 66cl4, y tres líneas celulares no 

metastásicas 67NR, 168FARN y 4TO7. Las células 67NR no se encontraron ni en nodos 

linfáticos, sangre o pulmones 7 semanas después del inicio del tumor primario y las células 

168FARN se encontraron únicamente en nódulos linfáticos. Las células 66cl4 se localizaron 

únicamente en tejido pulmonar y las células 4T1 se pudieron encontrar en hígado, riñón, bazo, 

cerebro, corazón, nodos linfáticos, hueso, y pulmón 121, lo que demuestra su alto potencial 

metastásico. 

En otro trabajo se caracterizó su capacidad de migración e invasión, siendo las células 4T1 las 

que presentaron mayor migración e invasión, seguidas de las células 67NR y finalmente de las 

células 66cl4 que son las que menos migran e invaden 123. 

En resumen, las células 67NR no producen metástasis, las células 66cl4 hacen metástasis a 

pulmón y las células 4T1 son metástásicas a diferentes órganos, a pesar de ser aisladas del 

mismo tumor y ser todas del CMTN. 

 
 
 
 
 
 



Justificación 
 

La autofagia es un mecanismo importante para la sobrevida de las células tumorales, por lo que 

su inhibición está siendo analizado en la clínica como blanco terapéutico en diversos tipos de 

cáncer. Particularmente, el cáncer de mama triple negativo (CMTN), el cual tiene la mayor 

recurrencia y agresividad entre los diferentes subtipos de cáncer de mama, es el más sensible a 

la inhibición de la autofagia. Sin embargo, en macrófagos activados, la inhibición de la autofagia 

produce un incremento en la secreción de la citocina factor inhibidor de la migración de 

macrófagos (MIF), la cual se ha relacionado a eventos proinflamatorios y protumorales en 

diversos tipos de cáncer. Por lo tanto, es importante estudiar el efecto de la inhibición de la 

autofagia en las células de CMTN y su efecto en la secreción de MIF, así como evaluar su papel 

protumoral. 

Hipótesis 
 

La inhibición de la autofagia incrementará la secreción de MIF en las células tumorales. La 

inhibición de MIF en conjunto con una inhibición de la autofagia provocará un decremento en 

la proliferación de las líneas celulares de cáncer de mama triple negativo. 

 

Objetivos 
 

Objetivo general 
 

Analizar la función de la secreción de MIF mediada por la inhibición de la autofagia en la 

progresión tumoral en las líneas celulares de cáncer de mama. 

 

Objetivos específicos 
 

1. Inhibir la autofagia en las células de cáncer de mama triple negativo: 67NR, 66cl4 y 4T1. 



2. Cuantificar la secreción de MIF mediada por la inhibición de la autofagia en las células 

67NR, 66cl4 y 4T1. 

3. Cuantificar la producción de las ERO inducida por la inhibición de la autofagia y evaluar 

su papel en la expresión y secreción de MIF. 

4. Analizar la proliferación y muerte celular de las células 67NR, 66cl4 y 4T1 utilizando 

los inhibidores de autofagia y/o de MIF. 

5. Analizar el papel de la secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia en la 

migración de las células 67NR y 4T1. 

6. Analizar los niveles de los receptores de MIF: CD74, CXCR2, CXCR4 y CXCR7 en las 

células 67NR, 66cl4 y 4T1. 

7. Evaluar el papel de la secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia en la 

polarización de macrófagos. 

 

Metodología 
 
Reactivos 

Cloroquina (CQ, C6628, Sigma,), N-acetilcisteína (NAC, A7250, Sigma), ISO-1 (4288, 

TOCRIS), dihidroetidio (DHE, 37291, Sigma), bromuro de hexadimetrina (HB, 107690, 

Sigma), Puromicina (P8833, Sigma). 

 

Cultivo celular 
 

En el presente trabajo se utilizaron las líneas celulares epiteliales de mama de ratón EpH4-Ev 

(ATCC, CRL-3063), las líneas celulares de cáncer de mama B-MEKDD 116 (ATCC, CRL-

3069), la cual expresa constitutivamente a MEK1, las cuales se cultivaron en medio DMEM 

(DMP15, Caisson) con suero fetal de ternera (S075R-500, Biowest) al 10%, y antibiótico al 1% 

(P5L01, Caisson). 



Las líneas celulares de CMTN de origen murino: 67NR (no metastásica), 66Cl4 (metástasis sólo 

a pulmón) y 4T1 (metástasis a diferentes órganos), que se cultivaron en medio DMEM con suero 

fetal bovino (FBS, S1560-500, Biowest) al 10%, con 1% de penicilina 100X. Todas las células 

se mantuvieron a una atmosfera húmeda de 5% de CO2 a 37 °C. 

 

Animales 
 

Se utilizaron 4 ratonas BALB/c (WT) adquiridos de los laboratorios Harlan y 6 KO para MIF 

(MIF-/-), donados por el Dr. John David, los cuales se mantuvieron en el bioterio de la Facultad 

de Estudios Superiores, Iztacala, UNAM, de acuerdo con la norma Mexicana NOM-062-Z00-

1999. Los procedimientos propuestos en este trabajo cumplen con los requerimientos de las 

normas vigentes y ha sido autorizado por la Comisión Nacional de Investigación Científica del 

IMSS, con número de registro R-2015-785-069. 

 

Western Blot 
 

Las células se tripsinizaron y lisaron por sonicación en solución amortiguadora de pH RIPA 

(NaCl 150 mM, EDTA pH 8 5 mM, Tris pH 8 50 mM, Triton X-100 1%, C24H39NaO4 0.5% y 

SDS 0.1%) a 4 °C, suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasa (Complete, 

11697498001, Roche) e inhibidor de fosfatasas (PhosphoStop, 4906845001, Roche) cuando se 

evaluaron proteínas fosforiladas. Posteriormente, los lisados se centrifugaron a 12000 r.p.m. a 

4 °C por 10 min. 

Se recuperó el sobrenadante y se utilizó para la cuantificación de proteínas mediante el reactivo 

de Bradford. Se cargaron 30 µg de proteína por muestra en geles de poliacrilamida al 12% y 

posteriormente se transfirieron a las membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF, 

IPVH00010, Merck Millipore). Se bloquearon las membranas con leche al 5 % en PBS-Tween 

20 (Sigma, p1379) por una hora a temperatura ambiente y se incubaron toda la noche a 4 °C con 

los anticuerpos primarios correspondientes: anti-LC3 (NB100-2220, 1:1000, Novus 

Biologicals), anti-ATG7 (8558, 1:500, Cell signaling,), anti-beclin 1 (3738, 1:1000, Cell 



signaling), anti-actina (A5441, 1:10,000, Sigma), anti-VDP/P115 (PA5-30281, 1:1,000, 

ThermoFisher), anti-Erk p44/42 MAPK (4695, 1:1000, Cell signaling), anti-P-p44/42 MAPK 

(4370, 1:1000, Cell signaling), anti-Akt (C67E7, 1:1000, Cell signaling) y P-Akt(Thr308) 

(C31E5E, 1:1000, Cell signaling). 

Se utilizaron anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa de rábano (HRP): anti-IgG de conejo 

(7074, 1:20000, Cell signaling) o anti-IgG de ratón (A2304, 1:20000, Sigma), los cuales se 

incubaron durante una hora en leche al 5 % en PBS-Tween 20. Para evaluar el peso molecular 

de las proteínas, se empleó el marcador de peso molecular de 10 a 180 kDa (26616, 

ThermoFisher). Para la detección se utilizó el reactivo ImmobilonTM Western (WBKLS0500, 

Millipore) en conjunto con el sistema C-Digit Blot Scanner (LI-COR Biosciences) para la 

visualización y digitalización de las imágenes. El análisis densitométrico se llevó acabo con el 

programa Image Studio Lite 5.3. 

 

Inhibición de la autofagia y muerte celular 
 

Se inhibió el proceso de autofagia farmacológicamente usando CQ a una concentración de 10, 

20 y 40 µM. Para evaluar la muerte celular a las 24 horas se empleó ioduro de propidio (IP, 

P4170, Sigma) 10 µM por 10 min, el cual se incorpora en el ADN de las células que han perdido 

la permeabilidad de su membrana plasmática y se puede observar mediante el sistema 

IncuCyte®ZOOM (Essen BioScience), el cual permite cuantificar procesos biológicos en 

tiempo real de manera automatizada. También se evaluó el efecto del inhibidor de MIF, ISO-1 

a las concentraciones de 10, 50 y 100 µM. La proliferación se evaluó como el porcentaje de 

confluencia celular con respecto al tiempo y la muerte celular se evaluó como el porcentaje de 

confluencia de la fluorescencia roja normalizada con respecto a la confluencia celular total. 

Estos ensayos se realizaron en placas de 96 pozos a un número inicial de 3X103 células. 

 

Transducción viral de cultivos celulares 
 

Para la producción de los lentivirus, se sembraron 5x105 células 293T (Clontech) en placas de 

100 mm por cada shRNA a producir. Al día siguiente primero se realizó una solución con 400 



µl de medio DMEM sin suero, plásmidos de empaquetamiento con las siguientes cantidades 0.2 

µg de pVSV-G, 1.8 µg de pRRE, 1.8 µg de pRSV, y 2 µg del plásmido pLKO.1 que contiene la 

secuencia de el shRNA (short hairpin RNA, horquilla corta de ARN) no silenciante (NS), ATG7 

TRCN0000007587 (ATG7) o beclin 1 TRCN 0000087288 (B1). Se mezclaron en vórtex y se 

añadió 1 mg/ml de polietilenimina (PEI, 23966, Polysciences) en una proporción ADN:PEI de 

1:3. Se volvió a mezclar y se dejaron incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. 

Antes de agregar la mezcla de cada shRNA a emplear, se les cambió el medio a cada una de las 

cajas con las células 293T por 6 ml de DMEM con suero y se les añadió su respectiva solución 

para transfectar. Se incubaron toda la noche y posteriormente se les reemplazó con 6 ml de 

medio fresco, 24 horas después se recuperó el medio de las células 293T y nuevamente se les 

reemplazó el medio, y a las siguientes 24 horas de cultivo se volvió a recuperar el medio en el 

mismo tubo de recolección al cual se le agregó HB a una concentración final de 8 µg/ml, se 

mezcló con vortex y se procedió a hacer alícuotas de 1 ml en tubo de microcentrífuga de 1.5 ml 

y mantenerlos a -80 °C hasta su uso. 

Para comenzar la transducción de las células 67NR, 66cl4 y 4T1, éstas fueron sembradas en 

placas de 6 pozos a una densidad de 3-4X104 células por pozo, posteriormente fueron incubadas 

con HB utilizando 0.8 µl por ml de medio de cultivo durante una hora, después se le agregaron 

0.5 ml de medio con los virus de interés y se dejó incubando 24 h. La selección se realizó por 

tres días con el uso de puromicina con las siguientes concentraciones: 67NR, 5 µg/ml; 66cl4 3 

µg/ml y 4T1 2 µg/ml, finalizando la selección, las células se dejaron proliferar en medio con 

puromicina de mantenimiento con las siguientes concentraciones: 67NR, 2 µg/ml; 66cl4 1.5 

µg/ml y 4T1 1 µg/ml para poder tener el número suficiente según el experimento a realizar.  

 

Cuantificación de la secreción de MIF 
 

Para la detección de MIF secretado, se utilizó el método de ELISA empleando el sistema 

comercial kit Duo Set mouse MIF (DY1978, R&D Systems) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Se sembraron 1X105 células por pozo en placas de 6 pozos y posteriormente se 

recuperó el sobrenadante a las 16 h con o sin inhibidor de autofagia (CQ 10, 20 y 40 µM) o 



expresando shRNAs NS, ATG7 o B1), según corresponda. Para las células 66cl4 con shRNA 

NS y con el de ATG7 se realizó la cuantificación de MIF a las 16, 24 y 48 horas de cultivo.  

Cuantificación de la secreción de citocinas proinflamatorias 
 

Para la cuantificación de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1, IFN-𝛾 y 

TNFα se utilizó el sistema comercial de arreglo de perlas con anticuerpos para citocinas 

proinflamatorias de ratón (Cytometric Bead Array, 552364, BD) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, se analizaron las células 67NR, 66cl4 y 4T1, de las 

cuales se sembraron 1X105 células por pozo en placas de 12 pozos, después de un tratamiento 

de 16 h con y sin CQ 10, 20 y 40 µM se recuperó el sobrenadante para la cuantificación de 

citocinas proinflamatorias, las cuales se analizaron en el citómetro FACS Canto II (BD) 

utilizando el programa FCAP Array 3.0v para su análisis.  

 

Cuantificación de ERO 
 

Los niveles de ERO fueron cuantificados por citometría de flujo utilizando tinción con DHE. 

Se sembraron 1x105 células 67NR, 66Cl4 y 4T1 y se trataron con 10, 20 y 40 µM de CQ por 16 

horas +/- tratamiento antioxidante con NAC (3.5 y 7 mM). Así como también se sembraron 

1x105 células 66cl4 con el shRNA de ATG7 y NS +/- tratamiento con NAC. Posteriormente se 

incubaron con DHE 10 µM por 30 min a temperatura ambiente. Después de lavar 2 veces las 

células con PBS, se tripsinizaron y centrifugaron a 2500 r.p.m., las células fueron resuspendidas 

en PBS con 3% de suero bovino fetal para ser filtradas y poder realizar lecturas a 488 nm con 

una emisión de 570 nm en el citómetro BD FACS Canto II. Se consideraron las células DHE 

altas las del percentil 50 y 75. 

 

Análisis del promotor de MIF 
 

Se analizó el promotor de MIF (-2000 pb a + 50 pb) de Mus musculus y Homo sapiens 

empleando el servidor web Enrichment (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) para obtener los 

posibles sitios de unión de los factores de transcripción (FT) al promotor de MIF 124, debido a 



que en el análisis anterior sólo se obtiene una lista de los FT, se utilizó la matriz de 

posicionamiento en JASPAR (http://jaspar.genereg.net) y se seleccionaron aquellos que 

tuvieron una p <0.05 125. El promotor central (- 40 pb a + 40 pb) se analizó con ElemeNT 

(http://lifefaculty.biu.ac.il/gershon-tamar/index.php/resources) el cual es una herramienta 

computacional para la detección de los factores de transcripción relacionados con el inicio de la 

transcripción importante para la validación de nuestro análisis 126. Los FT del promotor central 

obtenidos en ElemeNT correspondieron a los obtenidos en Enrichment. 

 

Análisis de la expresión de MIF en pacientes con cáncer de mama 
 

Los datos de expresión del ARNm de MIF y el análisis de sobrevida de las muestras de pacientes 

de cáncer de mama fueron obtenidos de la base de datos del sitio web cBioPortal 

(www.cbioportal.org) empleando los datos de Z score de expresión del ARNm relativo a 

muestras diploides de un estudio de 1992 tumores primarios de cáncer de mama utilizando la 

clasificación PAM50 + Claudin-low 127. Se excluyeron aquellos datos que no tenían una 

clasificación de los diferentes subtipos de cáncer de mama, según la clasificación PAM50 + 

Claudin-Low. 

Para el análisis de sobrevida se obtuvieron las gráficas basado en la mayor diferencia entre los 

dos grupos analizados de alta y baja expresión de MIF.  

 

Obtención de ARN y análisis por RT-PCR tiempo real 
 

Se sembraron 1x105 células por pozo en placas de 6 pozos y 24 horas después se homogenizó 

con TRIzol (15596018, Sigma-Aldrich), la mezcla se almacenó a -80 °C para la posterior 

extracción de el RNA mediante el uso de fenol (p1037, Sigma-Aldrich) :cloroformo (C2432, 

Sigma-Aldrich) a una proporción de 1:1, las muestras se centrifugaron a 14000 r.p.m. por 5 

minutos, se recuperó la fase acuosa y se agregaron 2 volúmenes de isopropanol (I9516, Sigma-

Aldrich) para la precipitación del ADN, finalmente se lavó con etanol al 70% para eliminar sales 

y moléculas orgánicas. 



Para la síntesis del ADNc, se realizó el protocolo del reactivo SuperScript II Reverse 

Transcriptase (18064014, Thermo Scientific). Para la amplificación del ADNc se siguió el 

protocolo de la Taq ADN polimerasa (EP0409, Thermo Scientific), empleando el sistema 

comercial Maxima Sybr Green/ROX qPCR (K0221, Thermo Scientific), con el termociclador 

CFX96 Real-Time System (Bio-Rad), utilizando las siguientes secuencias de primers (5´-3´): 

para MIF F, AGACCACGTGCTTAGCTGAG; MIF R, GCATCGCTACCGGTGGATAA; 

actina F, TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG; actina R, TTTGATGTCACGCACGATTTCC. 

Los resultados se normalizaron respecto a la expresión del gen constitutivo β-actina los cuales 

se expresaron como el ∆∆Ct. 

 

Migración celular 
 

La migración celular fue llevada a cabo en placa de 96 pozos en las cuales se sembraron de 4-

5X105 células por pozo para que a las 24 horas se obtuviera una confluencia celular del 100%. 

Posteriormente con ayuda del aparato “WoundMaker”TM y siguiendo las instrucciones del 

fabricante, se realizó la herida en cada uno de los pozos, se lavaron dos veces con PBS y se le 

agregó el tratamiento correspondiente. 

Las células fueron visualizadas cada 4 h para evaluar el cierre de la herida con respecto al tiempo 

en el sistema IncuCyte®ZOOM. Los resultados se expresan como el porcentaje del área del 

cierre de la herida, el cual es el área de la herida cubierta por las células que han migrado en 

función del tiempo, y fue calculado utilizando el programa ImageJ. 

 

Niveles de los receptores de MIF 
 

Se sembraron 1x105 células EpH4-Ev, 67NR, 66cl4 y 4T1 por pozo en placas de 12 pozos, de 

tal manera que posteriormente se pudiera obtener un número de 1x106 de células en 500µl de 

medio DMEM suplementado en tubos de microcentrífuga por cada línea celular. 

Las células se centrifugaron para descartar el medio de cultivo y se agregaron los anticuerpos 

Zombie Aqua (7143, Biolegend) (viabilidad), CD74-FITC (555318, BD Biosciences,), CXCR2-

PerCP (149603, Biolegend), CXCR4-AP (146507-Biolegend) y CXCR7-PE (331103, 



Biolegend), resuspendidos en solución amortiguadora de pH FACS (PBS, 2% de FBS, 2mM de 

EDTA y 2mM de NaN3). Se prepararon tubos con células sin teñir, todos los anticuerpos se 

utilizaron a una concentración de 1:1000 por cada millón de células. Como controles de 

compensación se emplearon los anticuerpos por separado, todos los tubos se incubaron a 

temperatura ambiente por 20 minutos. 

Posteriormente se hicieron dos lavados con 500 µL de buffer FACS, se centrifugó y se 

resuspendieron en 300 µl de buffer FACS y 200 µl de PFA al 5%. Las muestras se analizaron 

en el citómetro Attune Nxt (Thermo Fisher Scientific) para la obtención de los datos. Una vez 

ajustada la auto-fluorescencia de las células, se registró el incremento de la intensidad de 

fluorescencia de cada uno de los parámetros analizados mediante el programa FlowJo (BD 

Biosciences). 

 

Análisis de la polarización de macrófagos 
 

Para la obtención de células de médula ósea se utilizaron fémures y tibias de ratones WT y MIF 
-/- los cuales se perfundieron con solución salina. Las células obtenidas se centrifugaron 10 

minutos a 1500 rpm a 4°C, se desechó el sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de medio 

DMEM suplementado con suero bovino fetal. Se ajustaron a 2x106 de células por ml y se sembró 

un ml por pozo en placas de 24 pozos. 

Se agregaron 20 ng/ml del factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF, 554585, BD 

Biosciences) en medio DMEM suplementado como medio de diferenciación, agregándose de 

nuevo al día 3 y 5. Al día 7 se realizaron 2 lavados con DMEM y posteriormente, las células se 

sincronizaron por 2 horas en DMEM sin suero. Posteriormente se les retiró el medio de 

sincronización y se añadieron los siguientes estímulos de polarización en un volumen de 1 ml: 

Control: DMEM suplementado; DMSO: DMEM suplementado más 2.5 % de DMSO; NS: 

medio condicionado (MC) de 48 horas de cultivo de células 66cl4 con el shRNA NS; ATG7: 

MC de 48 horas de cultivo de células 66cl4 con el shRNA ATG7 (inhibición de autofagia); NS 

+ ISO-1: medio NS + 100 µM de ISO-1 (475837, Calbiochem); ATG7 + ISO-1: medio ATG7 

+ 100 µM de ISO-1; M2: IL-4 (214-14, PeproTech) 50 ng/ml, IL-13 (210-13, PeproTech) 5 

ng/ml. 



Al tercer día se retiró el medio de cultivo y se dio un segundo estímulo en medio fresco como 

se explicó anteriormente y a las 72 horas se despegaron las células utilizando raspadores 

celulares, después se procedió a realizar la cuantificación de células positivas para macrófagos 

tipo M1 y M2 mediante citometría de flujo, empleando los siguientes anticuerpos: F4/80-PE 

(123110, Biolegend); CD11b-APC (561119, BD Biosciences) y CD206-FITC (141704, 

Biolegend), todos los anticuerpos se utilizaron a una concentración de 1:1000 en un millón de 

células; éstos se incubaron por 20 minutos y posteriormente se lavaron y fijaron en 

paraformaldehído al 5%. A partir de las células positivas para F4/80, se analizaron las células 

positivas para CD11c y CD206 que representan los macrófagos M1 y M2 respectivamente. Se 

utilizó el citómetro Attune Nxt para la obtención de los datos, los cuales se analizaron con el 

programa FlowJo. 

 

Análisis estadístico 
 

Los datos muestran el promedio +/- el error estándar de 3 a 4 experimentos independientes. Se 

utilizó la prueba ANOVA de una vía, seguido de una prueba post-hoc Tukey para 

comparaciones múltiples, una prueba post-hoc Dunnett´s para comparar contra el control 

respectivo y una prueba t de student para comparaciones uno a uno empleando el programa 

GraphPad Prism 6.0c. 

 

Resultados 
 

Las células de CMTN con diferente capacidad metastásica presentan diferentes 
niveles de sensibilidad a la cloroquina que se relaciona con su autofagia basal 
 

El cáncer de mama se puede clasificar histológicamente de acuerdo con los receptores que 

exprese 128, siendo el triple negativo el más recurrente y de peor pronóstico 129. Además, como 

se había mencionado anteriormente, este subtipo es el más sensible a la inhibición de la autofagia 
13. Por esta razón, primero se cuantificó la autofagia basal en líneas celulares de CMTN de 

origen murino 122, utilizando la técnica de Western blot contra la proteína LC3II en conjunto 



con el inhibidor lisosomal CQ que bloquea la degradación de los autofagosomas. La cantidad 

de LC3II en presencia de CQ y en ausencia de otro tratamiento puede utilizarse como medida 

de la cantidad de autofagosomas presentes en la célula a determinado tiempo y representa los 

niveles de autofagia basal 31.  

Al comparar la acumulación de la proteína LC3II en presencia y ausencia de CQ, se observó 

que las líneas celulares de CMTN utilizadas, presentan diferentes niveles de autofagia basal 

(Figura 5 A), observando una mayor acumulación de la proteína LC3II en las líneas celulares 

metastásicas 66cl4 y 4T1 en comparación de la línea celular no metastásica 67NR y la mayor 

acumulación de LC3II en la línea celular 66cl4. En relación con la sensibilidad a la CQ, se 

empleó IP, el cual marca a las células que han perdido la integridad de su membrana plasmática 

y por lo tanto su viabilidad. De manera interesante, se observó que a las 24 horas, las células 

66cl4 son las más sensibles al uso del inhibidor de autofagia CQ, seguido de las células 4T1 y 

finalmente las células 67NR (Figura 5 B-E). 

De esta manera, se observó que las células de CMTN con capacidad metastásica presentaron 

mayores niveles de autofagia basal, relacionado a una mayor sensibilidad al uso de CQ. 

Asimismo, se realizó un ensayo de muerte celular a las 16 horas de tratamiento con CQ (Figura 

5 F) para descartar muerte celular en los experimentos de secreción. En tal caso, si se evaluara 

secreción al medio de cultivo en células que han perdido integridad de su membrana plasmática, 

cualquier proteína que se encontrara en el medio podría ser producto de la muerte celular. No 

se encontraron diferencias significativas en muerte celular a 16 horas de tratamiento con CQ en 

ninguna de las tres líneas celulares estudiadas por lo que los experimentos de secreción con CQ 

se realizaron a 16 horas. 

Resumiendo, los niveles basales de autofagia fueron indicativo de la sensibilidad al tratamiento 

con CQ siendo las células metastásicas y en específico la 66cl4, la más sensible al tratamiento 

con CQ. 

 



 

 
 
Figura 5. Las líneas celulares de cáncer de mama con distinta capacidad mestastásica presentan diferentes 
niveles de autofagia basal relacionado a la sensibilidad de su inhibición. 
La acumulación de la proteína LC3 II fue cuantificada por Western blot en células tratadas con 10 µM de CQ en 
los tiempos que se indican en la imagen en las diferentes líneas de CMTN de origen murino (A). La muerte celular 
fue evaluada con el uso de IP 24 horas después del tratamiento con CQ (B). Curvas de proliferación de las líneas 
celulares 67NR, 66cl4 y 4T1 tratadas con diferentes concentraciones de CQ y a diferentes tiempos (C-E). La muerte 
celular fue cuantificada como el porcentaje de confluencia de células positivas a IP normalizadas con la confluencia 
total celular a 16 horas de tratamiento con CQ a las concentraciones indicadas. Como control positivo de muerte 
celular se incluyó a las células 66cl4 que fueron tratadas con 40 µM de CQ a 24 horas (F). La barra de la escala en 
B representa 200 µm. Las gráficas muestran el promedio +/- error estándar de tres o cuatro experimentos 
independientes, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001. 
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La inhibición de la autofagia induce la secreción de MIF en las líneas celulares 
de CMTN 
 
Considerando que la CQ se está empleando en ensayos clínicos para el tratamiento de pacientes 

con cáncer de mama, y además de que las células con mayores niveles de autofagia basal son 

más susceptibles a la inhibición de la autofagia, se analizó si la inhibición de la autofagia 

promueve la secreción de MIF como se ha reportado previamente para los macrófagos activados 
67. Inicialmente, se evaluó una posible relación entre la malignidad de las células no tumorales 

y las tumorales con la secreción basal de MIF, para esto se utilizaron líneas celulares epiteliales 

no tumorales de mama de ratón, EpH4-Ev; células modificadas en MEK1 tumorigénicas, B-

MEKDD 116; células de CMTN no invasiva, 67NR; células metastásicas a pulmón, 66cl4 y 

células altamente metastásicas 4T1. Se observó el mayor nivel de secreción basal en la línea 

celular 67NR. Las células tumorales altamente metastásicas, al igual que la no tumoral, fueron 

las que presentaron los menores niveles de secreción de MIF basal (Figura 6 A). Por lo tanto, 

no se observó una relación entre mayor capacidad metastásica y secreción basal de MIF. 

Al utilizar CQ, observamos un incremento de la concentración de MIF en el medio de cultivo 

en las tres líneas celulares de CMTN, siendo las células 66cl4 las que presentaron una mayor 

secreción (Figura 6 B). La evaluación de la secreción se realizó a las 16 horas de tratamiento, 

tiempo en el cual no se observaron cambios significativos en la muerte celular (Figura 5 F). 

Por lo tanto, la secreción de MIF inducida por el tratamiento con CQ fue un evento activo y no 

causado por muerte celular y el consecuente derrame del contenido citoplásmico al medio de 

cultivo. También se pudo observar que las líneas celulares 67NR y 4T1 presentaron un 

incremento en la secreción de MIF únicamente con la concentración más alta de CQ (40 µM).  

 



 
 
Figura 6. La inhibición de la autofagia induce la secreción de MIF en líneas celulares de cáncer de mama. 
La secreción basal de MIF en el medio de cultivo fue evaluado en las células EpH4-Ev, células de mama epiteliales 
de ratón; B-MEKDD 116, línea celular tumorigénica transformada en MEK1; líneas celulares de CMTN 67NR; 
66cl4 y 4T1 (A), el medio fue analizado a las 16 horas por el método de ELISA. La inhibición de la autofagia con 
CQ (B), o mediante el silenciamiento de ATG7 (C) o beclin 1 (B1) (D), provocaron la secreción de MIF en las 
diferentes líneas celulares de cáncer de mama a las 16 horas de cultivo. En (C y D), las proteínas de ATG7 o beclin 
1 fueron evaluados por el método de Western blot para confirmar la eficiencia del silenciamiento y son mostradas 
debajo de sus respectivas gráficas. Las gráficas muestran el promedio +/- error estándar de tres a cuatro 
experimentos independientes, * p <0.05, ** p <0.01, **** p <0.0001. 

 

Para descartar que el incremento en la secreción de MIF por el uso de CQ se deba a un efecto 

independiente de autofagia 130, se emplearon shRNAs para la inhibición genética de la autofagia. 

Se silenciaron las proteínas ATG7 (ATG7) y beclin 1 (B1) relacionadas con los pasos tempranos 

en la formación de autofagosomas 17. Se obtuvo un incremento en la secreción de MIF en la 

línea celular 66cl4 cuando se utilizaron ambos silenciamientos, el shRNA B1 incrementó la 

secreción de MIF en las células 67NR y ningún shRNA incrementó la secreción de MIF al medio 

en las células 4T1 (Figura 6 C y D). 

En todos los casos, la evaluación de la secreción de MIF se realizó a 16 horas al igual que se 

hizo cuando se empleó CQ. Para evaluar la eficiencia del silenciamiento, se utilizó el método 

de Western blot contra las proteínas de interés, donde se pudo observar que hay una eficiencia 
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semejante en las tres líneas celulares en cuanto al silenciamiento de ATG7 (Figura 6 C, abajo), 

mientras que el silenciamiento de beclin 1 no funcionó en las células 4T1 (Figura 6 D, abajo) 

por lo que no se descarta que la falta de secreción de MIF se deba a un silenciamiento deficiente 

en las células 4T1. 

Estos resultados demuestran que la inhibición farmacológica y genética de la autofagia induce 

la secreción de MIF principalmente en las células de CMTN 66cl4. Las diferencias observadas 

con CQ y el silenciamiento genético en las células 67NR y 4T1 probablemente se deban al 

tiempo de colecta del sobrenadante o a cambios en la eficiencia del silenciamiento. 

 

La inhibición de la autofagia induce la secreción de MCP1 e IL-6 en la línea 
celular 66cl4 
 
Evidencia previamente reportada indica que la inhibición de la autofagia induce la secreción de 

diversas proteínas proinflamatorias 34,60. Por lo tanto, se cuantificó la secreción de citocinas 

proinflamatorias como MCP1, IL-6, IL-10, IFN-𝛾, TNFα e IL-12p70 empleando citometría de 

flujo. El tratamiento con CQ indujo un incremento en la secreción de las citocinas 

proinflamatorias MCP1 e IL-6 en la línea celular 66cl4 (Figura 7 A y B). Como se puede 

observar, el incremento de MCP1 se encontró con la concentración de 10 y 20 µM, mientras 

que un incremento en la secreción de IL-6 se observó a la concentración de 20 µM de CQ, lo 

que podría indicar que la cinética de secreción de las citocinas evaluadas es diferente en cada 

una de éstas. En las mismas condiciones, las células 67NR y 4T1 no presentaron incremento en 

la secreción de MCP1 o IL-6 (Figura 7 C-F). El resto de las citocinas proinflamatorias evaluadas 

no se pudieron detectar en el rango de detección en ninguna de las líneas celulares analizadas. 

Estos datos en conjunto indican que entre las diferentes líneas celulares de el CMTN estudiadas, 

la línea celular 66cl4 presenta un fenotipo de mayor secreción cuando se le inhibe la autofagia. 

 



 

 
Figura 7. La inhibición de la autofagia con CQ induce la secreción de MCP1 e IL-6 en la línea celular 
66cl4. 
La secreción de MCP1 e IL-6 fue evaluada a las 16 horas de tratamiento con CQ a la concentración indicada usando 
un kit de CBA para citocinas proinflamatorias de ratón por citometría de flujo. La CQ indujo la secreción de MCP-
1 (A) e IL-6 (B) en la línea celular 66cl4 y no así en las células 67NR y 4T1 (C-F). Las gráficas muestran el 
promedio +/- error estándar de tres experimentos independientes, * p <0.05. 

 

La secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia es mediada por 
las ERO 
 
Debido a que se demostró que la inhibición de la autofagia produjo un incremento de la 

secreción de MIF en los macrófagos activados, y esta disminuyó cuando se utilizó un 

antioxidante 67, primero se cuantificaron los niveles de las ERO en presencia del inhibidor de 
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autofagia CQ utilizando tinción con DHE. Se observó que las células 67NR no presentaron un 

incremento en las ERO (Figura 8 A) en ninguna de las concentraciones de CQ empleadas, sin 

embargo, con 40 µM de CQ se observó un aumento en la secreción de MIF (Figura 6 B). En 

cuanto a las células 66cl4, con 20 y 40 µM de CQ se provocó un incremento de las ERO (Figura 

8 A) que se relacionó con un incremento en la secreción de MIF por estas células (Figura 6 B). 

Las células 4T1 tuvieron un incremento de las ERO a 20 µM de CQ, pero en estas condiciones 

no se observaron cambios significativos en la secreción de MIF (Figura 6 B). Lo anterior indica 

que las ERO no están únicamente relacionadas con la secreción de MIF en las tres líneas 

celulares estudiadas 76,77. Al respecto, se ha reportado que la proteína Uso1/p115 (p115) se une 

a MIF y se secreta en conjunto con esta citocina 76. Por lo que se evaluaron los niveles de p115 

a tiempos cortos (2 y 4 horas) antes de que se produzca un incremento significativo de la 

secreción de MIF con el tratamiento de CQ (Figura 6 B). Se observó un incremento en los 

niveles de p115 en las líneas celulares 67NR y 4T1 (Figura 8 B) sugiriendo una posible 

participación de esta proteína en estas líneas celulares para la secreción de MIF. Además, a 8 

horas del tratamiento con CQ se observó una disminución en los niveles de la proteínas p115 en 

las líneas celulares 66cl4 y 4T1, que es un tiempo anterior a que ocurra la secreción de MIF. Por 

lo que la secreción de MIF estaría ocurriendo en conjunto con la secreción de p115 para estas 

líneas celulares. 

Para evaluar el papel de las ERO en la secreción de MIF, se utilizó el antioxidante NAC, un 

precursor de el glutatión que disminuye las ERO en líneas celulares de cáncer de mama. El 

tratamiento con NAC disminuyó las ERO en la línea celular 66cl4 (Figura 8D) y la secreción 

de MIF inducida por CQ (Figura 8 C). 

En conclusión, estos datos demuestran que la inhibición de la autofagia mediante el uso de CQ 

en células 66cl4 induce un incremento de las ERO que, a su vez, inducen la secreción de MIF. 



 
 
Figura 8. La secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia fue mediada por la producción de 
las ERO y cambios en los niveles de la proteína p115. 
Los niveles de las ERO fueron evaluados utilizando la tinción con DHE por citometría de flujo a las 16 horas de 
tratamiento con las concentraciones de CQ que se indican en (A). Los niveles de la proteína USO1/p115 fueron 
evaluados por el método de Western blot en las líneas celulares de cáncer de mama (B). El tratamiento con N-acetil 
cisteína (NAC) a las concentraciones indicadas disminuyó los niveles de las ERO inducidos por el tratamiento con 
CQ (D) disminuyendo también la secreción de MIF en la línea celular 66cl4 (C). Las gráficas presentan el promedio 
+/- error estándar de tres experimentos independientes, * p <0.05, ** p <0.01.  

 
Los subtipos de cáncer de mama más proliferativos presentan mayor expresión 
de MIF 
 
Los niveles de expresión de MIF se han asociado a distintas características de malignidad en 

cáncer 75. Por lo ello, se realizó un análisis de muestras de pacientes con cáncer de mama 

obtenidas de la base de datos del cBioPortal, en el cual se analizó el nivel de expresión génica 

de 1992 muestras de tumores primarios de cáncer de mama 127. Al analizar una posible relación 

entre la expresión de MIF y los diferentes subtipos de la enfermedad 94, se observó que los 

subtipos luminal B, HER2 y basal, presentaron mayor expresión de MIF en comparación al 
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subtipo similar al normal (Figura 9 A). Estos tres subtipos corresponden a los subtipos más 

proliferativos de cáncer de mama 3,131. 

 

 
Figura 9. La cantidad relativa de MIF es mayor en los subtipos más proliferativos de cáncer de mama. 
Expresión de MIF en diferentes subtipos de cáncer de mama obtenidos de la base de datos del cBioPortal, # p 
<0.0001 (A). Gráficas de sobrevida de pacientes con cáncer de mamá con alta expresión (línea roja) y baja 
expresión (línea negra) de MIF en los diferentes subtipos de cáncer de mama (B). 
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Debido a que se ha propuesto a MIF como una citocina protumoral 132 y considerando que los 

subtipos de cáncer de mama más proliferativos presentan mayor expresión de MIF (Figura 9 A), 

se determinó si la alta expresión de MIF está asociada al pronóstico en algún subtipo de cáncer 

de mama. Para esto, se analizó la expresión alta y baja de MIF en las mismas muestras de cáncer 

de mama anteriormente analizadas. No se encontró relación alguna de la expresión de MIF con 

el pronóstico de la enfermedad en ninguno de los subtipos de cáncer de mama (Figura 9 B). Por 

lo cual, la alta o baja expresión de MIF no es un factor de mal pronóstico en cáncer de mama, 

al menos en estos datos analizados. 
 

La inhibición de la autofagia induce la secreción y expresión de MIF mediada 
por las especies reactivas de oxígeno 
 

Con la finalidad de analizar el control de expresión de MIF, se realizó un análisis in silico de 

los FT relacionados con el promotor de MIF (Figura 10 A), encontrando sitios para los FT 

activados por las ERO como BACH1, HIF1A, Fos, NFKB 133, Ahr134, CREB135 o E2F1136. Lo 

anterior sugiere que el incremento de las ERO mediado por la inhibición de la autofagia podría 

estar relacionado con la actividad de los FT relacionados a MIF que promovería una mayor 

expresión de esta citocina. 

Teniendo en cuenta que la secreción de MIF involucra que haya una producción suficiente de 

esta citocina en las vesículas secretoras y considerando que la inhibición de la autofagia 

incrementó las ERO y la secreción de MIF, se decidió determinar el papel de las ERO en la 

expresión de MIF. Se cuantificaron los niveles de expresión de MIF basal entre las células de 

CMTN (Figura 10 B), y se observó que las células tumorales no invasivas presentan mayor 

expresión de MIF en comparación a las invasivas y la no tumoral, que se relacionan a sus niveles 

de secreción basal (Figura 6 A). Al analizar la expresión de MIF en células con la autofagia 

inhibida (ATG7 shRNA), observamos un aumento en la expresión de MIF. Este aumento se 

evitó con el uso del antioxidante NAC (Figura 10 D), a una concentración capaz de disminuir 

las ERO (Figura 10 C). 

Por lo tanto, estos resultados demuestran que la inhibición de la autofagia induce un aumento 

en las ERO, un incremento en la expresión de MIF, probablemente mediada por los FT 

relacionados con las ERO y un incremento en la secreción de esta citocina. 



 

 
Figura 10. La inhibición genética de la autofagia induce la expresión de MIF mediada por las ERO. 
Análisis de los factores de transcripción activados por las ERO (marcados en recuadro rojo) en el promotor de MIF 
de Mus musculus y Homo sapiens (A), p <0.05. RT-qPCR de MIF en las células no tumorales y de CMTN (B). 
Niveles de las ERO relacionados con la expresión de MIF (C) en las células 66cl4 con inhibición de autofagia y/o 
ERO (D). Las gráficas muestran el promedio +/- error estándar de tres experimentos diferentes. *p<0.05, **p<0.01. 
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La secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia media la 
sobrevida celular 
 
Considerando que MIF activa la vía de señalización PI3K relacionada con sobrevida celular a 

través de su receptor CD74 51,137 , y puesto que las células analizadas presentaron diferencias en 

la secreción de MIF mediada por la inhibición de la autofagia, se decidió determinar el efecto 

de MIF en la sobrevida de las células que lo secretan. Para esto, se utilizó el inhibidor específico 

de MIF a diferentes concentraciones, el cual no inhibe a los otros miembros de la familia de 

MIF, ISO-1 138, y actúa tanto intra como extracelularmente 138. El tratamiento con ISO-1 

incrementó la muerte de las células 66cl4, y potenció la muerte inducida por el inhibidor de 

autofagia CQ (Figura 11 A). Sin embargo, no se observó un incremento en la muerte celular en 

las líneas celulares 67NR o 4T1 (Figura 11 C y D) en las mismas condiciones de tratamiento. 

De esta manera, se pudo observar que la inhibición de la autofagia por el uso de CQ produce un 

incremento de la secreción de MIF en las células 66cl4, la cual es importante como señalización 

autocrina de sobrevida celular. 
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Figura 11. La inhibición de la autofagia incrementó la secreción de MIF, que promueve la sobrevida de 
manera autocrina. 
El tratamiento con el inhibidor de MIF, ISO-1, incrementó la muerte de la línea celular 66cl4 cuando es usado en 
combinación con un tratamiento con CQ por 24 horas (A) a la concentración que se indica. Sin embargo no se 
observó un efecto en las células 67NR (C) y 4T1 (D). Imágenes representativas de IP donde la barra de la escala 
en (B) representa 200 µm. Las gráficas muestran el promedio +/- error estándar de cuatro experimentos 
independientes, * p <0.05. 

 

La secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia induce la 
migración en las células de CMTN 
 

Debido a que en un tumor podemos encontrar heterogeneidad celular, y como se había 

mencionado antes, las células 67NR, 66cl4 y 4T1 provienen del mismo tumor 123, evaluamos si 

la secreción de MIF por las células 66cl4 (que fueron las que presentaron una mayor secreción 

de MIF) tenía algún efecto paracrino en las células 67NR y 4T1. Para esto, recolectamos el MC 

de las células 66cl4 con y sin la autofagia inhibida (expresando un shRNA contra ATG7 o el 

NS) a 16 horas, tiempo en el cual anteriormente se había demostrado una secreción de MIF 

inducida por el silenciamiento de ATG7. El MC se les agregó a las células 67NR y 4T1, las 

cuales se habían preparado anteriormente para el ensayo de herida. 

Se observó un incremento en la migración de las células 67NR y 4T1 (Figura 12 A y B) inducido 

por el tratamiento con el MC ATG7. Debido a que la secreción de MIF inducida por la inhibición 

de la autofagia está relacionada con la producción de las ERO, se agregó NAC a las células 

66cl4 durante su cultivo. El tratamiento con el NAC disminuyó considerablemente la migración 

de las células 67NR y 4T1 inducido por el MC ATG7 (Figura 12 D). Por otro lado, debido a que 

la inhibición de la autofagia también promueve la secreción de otras citocinas proinflamatorias 

como MCP1 o IL-6 (Figura 7), para evaluar el papel de MIF en el incremento de la migración 
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celular inducido por el MC ATG7, se utilizó el inhibidor específico de MIF, ISO-1, el cual se 

agregó al MC de las células 66cl4 posterior a su recolección. Se observó una disminución en la 

migración de las células 67NR y 4T1 al utilizar ISO-1 (Figura 12 D). Para verificar que este 

efecto no se deba específicamente al uso del shRNA contra ATG7, se utilizó otro shRNA contra 

beclin 1 (B1) obteniendo resultados similares (Figura 12 E). 

En conjunto, nuestros datos demuestran que la inhibición de la autofagia en células 66cl4 

incrementa la producción de las ERO, y la secreción de MIF, la cual es importante para la 

señalización paracrina y la inducción de migración de las células de CMTN. 

 

Las líneas celulares de cáncer de mama triple negativo expresan los receptores 
para MIF a niveles más elevados que un control de células epiteliales 
 

Puesto que MIF extracelular señaliza a través de sus diferentes receptores promoviendo 

sobrevida y migración 132, se analizaron los niveles de los receptores de MIF en las células de 

CMTN. Se observó que las células de CMTN presentaron mayores niveles de los receptores 

CD74 y CXCR2 en comparación a las células no tumorigénicas (Figura 13 A y B). Incluso, los 

niveles de ambos receptores se relacionaron con una mayor capacidad metastásica de las células 

tumorales, por lo que su expresión podría estar relacionada con la capacidad invasiva de las 

células analizadas. 

Por el contrario, no se encontraron cambios significativos en los niveles del receptor CXCR4 

entre las células no tumorales y tumorales (Figura 13 C) y sólo las células 4T1, más metastásicas, 

presentaron mayores niveles del receptor CXCR7 en comparación al control y a las células 66cl4 

(Figura 13 D). En consecuencia, la línea celular 4T1, metastásica a diferentes órganos presentó 

mayor expresión de los receptores CD74, CXCR2 y CXCR7. La línea celular 66cl4, metastásica 

únicamente a pulmón, presentó niveles elevados de CD74 y CXCR2 al igual que las células no 

metastásicas 67NR, aunque en menor medida. Por lo anterior, los niveles elevados de los 

receptores CD74, CXCR2 y CXCR7 se relacionaron con una mayor invasividad. Se podría 

sugerir que la señalización de MIF se puede dar principalmente a través de los receptores CD74, 

CXCR2 y CXCR7 en las líneas celulares de cáncer de mama, pero no de CXCR4, 

relacionándose la alta expresión de el receptor CXCR7 con la mayor capacidad metastásica. 
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Figura 12. La secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia incrementó la migración de las 
células de cáncer de mama de manera paracrina. 
El medio condicionado (MC) colectado de las células 66cl4 transducidas con shRNA no silenciante (NS MC) o 
ATG7 (ATG7 MC), fue agregado a las células 67NR (A) o 4T1 (B) para evaluar su capacidad de migración 
mediante el ensayo de herida. Imágenes representativas de las células 67NR o 4T1 tratadas con MC de las células 
66cl4 se muestra en (C), la barra de escala en las imágenes representa 400 µm. El incremento de la migración de 
las células 67NR o 4T1 inducido por el MC de ATG7 se evitó con el uso de un antioxidante (NAC) o cuando se 
utilizó el inhibidor de MIF (ISO-1) en el MC de las células 66cl4 a las concentraciones indicas (D), lo cual también 
se observó cuando se utilizó el MC de las células 66cl4 con shRNA contra beclin 1 (B1) (E). Las gráficas muestran 
el área cubierta por la migración de las células en los tiempos indicados o a las 24 horas (D y E). También se 
muestra el promedio +/- error estándar de tres o cuatro experimentos independientes, * p <0.05, ** p <0.01, *** p 
<0.001, **** p <0.0001. En (d) 𝜹: diferente al NS MC, *: diferente de sus respectivos NS MC. 

 

Para evaluar el efecto paracrino de MIF inducido por la inhibición de la autofagia, se decidió 

primero evaluar si la inhibición de la autofagia incrementaba la secreción de MIF con respecto 

al tiempo, para esto, se analizó la secreción de MIF a 24 y 48 horas, con el propósito de obtener 

una mayor concentración de MIF en el medio y poder utilizarlo como MC en experimentos 

posteriores. La inhibición genética de la autofagia incrementó la secreción de MIF de manera 

dependiente del tiempo (Figura 14 A) en células 66cl4, lo que sugiere que la secreción de MIF 

es un evento sostenido por lo menos 48 horas después del sembrado en condiciones de inhibición 

de autofagia inducida por el shRNA para ATG7. 
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Figura 13. Las células de CMTN tienen los más altos niveles de receptores para MIF. 
Los niveles de los receptores CD74 (A) y CXCR2 (B) están presentes en mayor medida en las células de CMTN 
con respecto a la célula no tumoral. En cuanto al receptor CXCR4 no hubo diferencia significativa entre las 
diferentes líneas celulares (C), además de que el receptor CXCR7 se presenta más en las células 4T1 que 
corresponde a la más metastásica. Cada gráfica tiene a su derecha una imagen representativa de los histogramas los 
cuales fueron evaluados por citometría de flujo. Las gráficas muestran el promedio +/- error estándar de tres 
experimentos diferentes. * p <0.05, ** p <0.01. 
 
En cuanto a las vías de señalización activadas por MIF como consecuencia de la unión a sus 

receptores, se analizó por WB la activación de ERK y AKT (Figura 14 B), empleando el MC 

NS y MC ATG7 de las células 66cl4 en las células 67NR y 4T1 +/- 100 µM de ISO-1, tratadas 

por 24 horas. Se observó un incremento en la activación de la vía de Akt en las células 4T1 

cuando se les trató con el MC ATG7 de las células 66cl4, la cual pudo evitarse con el uso de 

ISO-1. En el caso de las células 67NR, se observó un incremento en la fosforilación de ERK 

con el MC ATG7, el cual también se evitó con ISO-1. Estos datos muestran que MIF secretado 

por las células 66cl4 con la autofagia inhibida (shRNA ATG7), produjo una activación de las 

vías de señalización relacionadas con MIF dependiente del tipo celular y probablemente 

relacionada con la expresión de sus distintos receptores. 
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Figura 14. Efecto del medio condicionado (MC) de las células 66cl4 en las vías de señalización activadas 
por MIF.  
(A) Cuantificación de MIF por el método de ELISA en las células 66cl4 con un shRNA no silenciante (NS) o contra 
Atg7 (ATG7 shRNA). (B) Western Blot de Akt y ERK de las células 67NR y 4T1 tratadas con el MC de 48 horas 
de las células 66cl4 con y sin autofagia (NS, ATG7). Las gráficas muestran el promedio +/- error estándar de tres 
experimentos diferentes. * p <0.05, ** p <0.01. 

 

La secreción de MIF mediada por la inhibición de la autofagia en las células de 
cáncer de mama triple negativo induce la polarización de los macrófagos hacia el 
tipo M1 
 
Otro evento importante en la progresión tumoral es la participación de las células del sistema 

inmune. Al respecto, se ha demostrado en otros trabajos que MIF promueve el reclutamiento de 

las células MDSC, teniendo un efecto positivo en el tamaño del tumor y la metástasis 101. En el 

presente trabajo, se evaluó el efecto de MIF en la polarización de los macrófagos hacia tipo M1 

y M2. 
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Figura 15. El MIF secretado por la inhibición de la autofagia en las células de CMTN promueve la 
polarización de los macrófagos hacia el tipo M1.  
Análisis de la polarización de los macrófagos M1 (A y C) y M2 (B y D) en ratones control (A y B) y deficientes 
en MIF (MIF-/-) (C y D). Histogramas representativos de los niveles de los marcadores para los macrófagos M1 
(CD11c) y M2 (CD206) mediante citometría de flujo con sus respectivas gráficas las guías de colores corresponden 
a cada columna de gráficas. M2 en las gráficas muestran los controles de polarización. Se muestra el promedio +/- 
error estándar de tres experimentos diferentes. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001. 
 
Considerando lo anterior, se utilizó el MC de las células 66cl4 con shRNA NS o contra ATG7, 

colectado durante 48 horas de cultivo (Figura 14 A). Al utilizar este MC en los macrófagos 

aislados de médula ósea de ratones control (WT) o deficientes de MIF (MIF-/-), se determinó 



que el MC ATG7 provocó una polarización de los macrófagos hacia el tipo M1 (Figura 15 A) 

lo cual se pudo disminuir al utilizar el inhibidor de MIF, ISO-1 (Figura 15 A). La polarización 

hacia M1 no se observó en los macrófagos aislados de ratones MIF-/- (Figura 15 C). Es de notar 

que el MC ATG7 no provocó un incremento en la polarización de los macrófagos hacia el tipo 

M2, tanto en ratones WT como MIF-/-. 

Estos resultados demuestran que MIF en el medio, así como el MIF de los macrófagos, son 

importantes en la polarización hacia el tipo M1. Por lo tanto, la inhibición de la autofagia 

incrementó la secreción de MIF en las células de cáncer de mama y esta secreción indujo la 

polarización de macrófagos hacia el tipo M1. 

 

Discusión 
 
La autofagia es un mecanismo de reciclaje celular que ayuda a las células tumorales a sobrevivir  

a diversos tipos de estrés, como hipoxia, privación de nutrientes y anoikis 51,54, entre otros. Es 

por esto que se ha propuesto como blanco terapéutico en diferentes tipos de cáncer. 

En este sentido, existen ensayos clínicos que utilizan los inhibidores de autofagia CQ e HCQ 

junto con quimioterapia para tratar diversos tipos de cáncer 12. Sin embargo, se ha propuesto 

considerar biomarcadores específicos para el uso de inhibidores de la autofagia en aquellos tipos 

de cáncer que se beneficiarán más con este tratamiento. Por ejemplo, se ha reportado que los 

tumores con alteraciones en la vía de RAS-RAF-MEK presentan mayor dependencia a la 

autofagia y existen estudios clínicos que utilizan inhibidores de la autofagia para tratar diferentes 

tipos de cáncer con mutaciones en estas vías 139. 

En cuanto al cáncer de mama, se ha reportado que el CMTN es el más susceptible a la inhibición 

de la autofagia debido a una alta actividad de STAT3 13. En el presente trabajo encontramos que 

las células que provienen del mismo tumor, pero con diferente capacidad metastásica 

presentaron diferente sensibilidad a la CQ. Lo anterior es un indicativo de la heterogeneidad 

celular intra-tumoral que confiere resistencia a diversas terapias 140, debido a la presencia de 

poblaciones celulares que pueden tener una diferente respuesta a un mismo tratamiento 141,142. 

Más aún, las tres líneas celulares de cáncer de mama que utilizamos pertenecen al subtipo de el 

CMTN 123, el cual se caracteriza por tener un mal pronóstico al presentar la mayor recurrencia 

y agresividad entre todos los subtipos de cáncer de mama 129. A pesar de que la inhibición 



farmacológica de la autofagia con CQ en estas células inhibió su proliferación e incrementó la 

muerte celular, el efecto fue más evidente en las células metastásicas en comparación a las no 

metastásicas (Figura 5 B-D). Lo anterior posiblemente esté relacionado con los niveles de la 

autofagia basal, ya que las células metastásicas presentaron mayor autofagia basal (Figura 5 A). 

Por lo tanto, a pesar de que el CMTN es más sensible a la inhibición de la autofagia, nuestros 

datos sugieren que el uso de CQ en este tipo de cáncer tendrá un mayor efecto en las células con 

un fenotipo más invasivo. 

Si bien es cierto que la inhibición de la autofagia en las células de cáncer de mama in vitro 

incrementa la muerte celular o disminuye la proliferación celular 13,14,143, también son 

importantes los estudios de la inhibición de la autofagia en el desarrollo del cáncer de mama in 

vivo 144. 

En este sentido, cabe mencionar que la formación de tumores primarios en modelos singénicos 

involucra la inoculación ortotópica de las células tumorales (como las células 4T1) o las células 

transformadas que sobreexpresen algún protooncogen (como el modelo MMTV-PyMT). En el 

primer caso son las células tumorales ya transformadas y en el segundo caso las células están 

en una etapa temprana de transformación maligna. Esto es importante debido a que la inhibición 

farmacológica 14 y genética 145 de la autofagia no provocó cambios en el crecimiento tumoral 

primario en el modelo 4T1. Por otro lado, la inhibición genética de la autofagia en el modelo 

MMTV-PyMT produce una disminución del tamaño del tumor primario 71,146. Lo que indicaría 

que la inhibición de la autofagia es mejor en etapas tempranas del proceso tumoral o un papel 

de la autofagia dependiente del subtipo molecular. Debido a que un análisis de expresión génica 

del modelo murino MMTV-PyMT comparándolo con muestras de cáncer de mama humano se 

observó que comparte expresión génica similar a los tumores del tipo luminal 147. 

También, existen trabajos que estudian la inhibición de la autofagia y su papel en el proceso de 

metástasis. En este sentido, se ha observado que la respuesta al tratamiento varía. Si el uso de 

CQ se da como adyuvante de la cirugía, no hay cambios en la aparición de focos metastásicos 

comparado con el control; caso contrario al efecto de la CQ como neoadyuvante que retrasa el 

tiempo de aparición de metástasis 14. Lo anterior indica que la inhibición de autofagia tiene 

efectos en las células presentes en el tumor retrasando el proceso de metástasis y/o 

disminuyendo la proliferación celular 146. 



Lo anterior es importante debido a que la mortalidad de pacientes con cáncer de mama se debe 

a que las células tumorales pueden producir metástasis a diferentes órganos 148. En este sentido, 

en un modelo de cáncer de mama de ratón MMTV-PyMT con eliminación inducible de los 

genes Atg12 o Atg5 para inhibir la autofagia, se observó un aumento en el tamaño de los focos 

metastásicos, sin cambios en la cantidad de los mismos, lo que indica una mayor proliferación 

de las células tumorales 146. Sin embargo, en este mismo trabajo, el tratamiento con CQ no 

provocó cambios en el tamaño ni en el número de los focos metastásicos 146, al igual que en el 

trabajo donde se emplearon las células 4T1 (CMTN) donde el uso de CQ no mostró cambios 

significativos en la cantidad de los focos metastásicos comparados con el control 14. En los 

trabajos anteriormente mencionados, las células tumorales se inocularon por la vena de la cola 

en ratones singénicos. 

En resumen, los trabajos que estudian la relación de la autofagia con el proceso metastásico en 

el cáncer de mama, demuestran que la inhibición de la autofagia en las células tumorales 

circulantes parece no afectar su capacidad metastásica, pero si su proliferación, lo que sugiere 

que sería mejor inhibir la autofagia en etapas más tempranas del proceso tumoral, lo que 

repercute en el proceso metastásico. Además, para estos estudios se debe de considerar el 

modelo de cáncer de mama utilizado, el tipo de inhibición para la autofagia empleado y los 

parámetros que se evalúan en las diversas investigaciones.  

 

Es importante mencionar que a pesar de la importancia de utilizar manipulación genética para 

inhibir específicamente la autofagia, el tratamiento que se utiliza actualmente en la clínica para 

este propósito es la CQ por lo que los resultados utilizando este fármaco podrían relacionarse 

directamente con lo que se espera de los estudios clínicos en curso. Sin embargo, se ha reportado 

que la inhibición de la autofagia promueve la secreción de diversas citocinas proinflamatorias 

como IL-6, IFN-𝛾, IL-1A, IL-1β e IL-18 34. Al respecto, en un trabajo reciente, se demostró que 

la inhibición de la autofagia, tanto farmacológica como genética, induce la secreción de MIF en 

los macrófagos diferenciados con PMA, en conjunto con un estímulo inflamatorio con LPS 67. 

Interesantemente, esta secreción de MIF fue disminuida con el uso del antioxidante NAC o del 

antioxidante mitocondrial MitoTEMPO 67. Debido a lo anterior, resultó interesante evaluar si la 

inhibición de la autofagia en el cáncer de mama estaría regulando la secreción de MIF, ya que 



se ha relacionado con diversos tipos de cáncer, como el de mama, colon, cerebro, ovario, cervix, 

vejiga, próstata, hígado y riñon 74 como una citocina protumoral 149. 

Para evaluar lo anterior, empleamos dos enfoques diferentes: la inhibición farmacológica de la 

autofagia con la CQ (Figura 6 B) para evaluar lo que pasaría en un contexto terapéutico y la 

inhibición genética de la autofagia con los shRNAs dirigidos contra proteínas ATG para inhibir 

la autofagia de manera específica (Figura 6 C, D). En el presente trabajo, demostramos por 

primera vez que la inhibición de la autofagia produce un incremento de la secreción de MIF de 

las células de cáncer de mama 143. Observamos que el tratamiento con el inhibidor 

farmacológico CQ y la inhibición genética de la autofagia, provocaron que las células 66cl4 

secretaran MIF en el medio de cultivo (Figura 6 A-D). 

De manera general, las células 66cl4 presentaron la mayor secreción de MIF como respuesta a 

la inhibición de la autofagia al compararse con las otras células de CMTN. Además, como se ha 

mencionado anteriormente, la inhibición de la autofagia no solo produce la secreción de MIF, 

sino que se ha relacionado con la secreción de otras citocina proinflamatorias 34. En este sentido, 

al evaluar la secreción de otras proteínas proinflamatorias como respuesta al tratamiento con la 

CQ, observamos un incremento en la secreción de MCP1 e IL-6, nuevamente en las células 

66cl4 (Figura 7 A, B) que fueron las que presentaron una mayor secreción de MIF en respuesta 

a la inhibición de la autofagia.  La secreción de citocinas proinflamatorias puede promover la 

malignidad en diversos modelos de el cáncer en general 39,150 y de el cáncer de mama en 

particular 53. El incremento de la secreción de IL-6 ya se había demostrado en las células de 

cáncer de mama que son independientes de autofagia 70, la cual promueve el mantenimiento 

troncal de las células de cáncer de mama dependientes de autofagia. Por otro lado, la secreción 

de MCP1 se ha relacionado con la invasividad de las células de CMTN mediante la activación 

de la vía de las MAPK 151 y también con el reclutamiento de monocitos hacia el tumor con 

actividad protumoral 152. 

Esto podría indicar que en un tumor existen células que responden a la inhibición de la autofagia 

con una mayor secreción de citocinas proinflamatorias, como lo demostrado con las células 

66cl4, lo que podría promover el crecimiento tumoral. Es importante mencionar que la secreción 

de MIF, IL-6 y MCP1 se evaluó a tiempos previos a aquellos en los que se pudo detectar daño 

en la membrana plasmática causada por la muerte celular. Debido a que la línea celular 66cl4 

mostró la mayor sensibilidad a la inhibición de la autofagia, es posible que la secreción de MIF, 



que ocurre antes de que las células mueran, represente un mecanismo de sobrevida similar a lo 

reportado con la proteína HMGB-1 153 como una forma de señalización autocrina y/o paracrina. 

En este sentido, se ha reportado que MIF puede activar vías de señalización de Akt y ERK 

relacionadas con sobrevida y migración 132. 

 

Para evaluar el papel autocrino de la secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia, 

se realizó un experimento donde se utilizó CQ en conjunto con el inhibidor de MIF, ISO-1, en 

las células 66cl4, las cuales mostraron un incremento de la secreción de MIF con el tratamiento 

con CQ. Observamos un aumento en la muerte de las células 66cl4 con el tratamiento de ambos 

inhibidores al compararse con la CQ sola (Figura 11 A). De esta manera, demostramos que la 

secreción de MIF inducida por la inhibición de la autofagia promovió la sobrevida celular de 

manera autocrina. Mientras que para determinar el efecto paracrino de la secreción de MIF 

inducida por la inhibición de la autofagia, se utilizó el medio condicionado (MC) de las células 

66cl4 a las cuales se les inhibió la autofagia con los shRNAs contra proteínas ATG. Este MC 

incrementó la migración celular de las células 4T1 y 67NR a las que no se les inhibió la autofagia 

(Figura 12 A-C). De manera importante, este aumento en la migración se evitó con el uso del 

antioxidante NAC y con el inhibidor específico de MIF, ISO-1 (Figura 12 D, E). 

Nuestros resultados indican que si bien es cierto que la inhibición de la autofagia produjo un 

incremento en la secreción de diversas proteínas proinflamatorias, la secreción de MIF tiene un 

papel relevante en la sobrevida y migración en las células de cáncer de mama. Lo que sugiere 

que el tratamiento de cáncer de mama con inhibidores de autofagia se beneficiaría con la 

inhibición conjunta de MIF en el tratamiento de el CMTN. 

Cabe mencionar que ISO-1 es un inhibidor de MIF que se utiliza en la clínica para el tratamiento 

de enfermedades inflamatorias 154. Su mecanismo de acción involucra la unión al sitio activo de 

MIF, para inhibir su actividad enzimática y producir un cambio conformacional en el dominio 

de unión a sus receptores 138. Por lo tanto, para evaluar si ISO-1 se une a MIF en el MC e inhibe 

la unión con sus receptores, evaluamos el efecto del MC de las células 66cl4 con inhibición de 

la autofagia en la activación de las vías de señalización de ERK y Akt en otras líneas celulares 

(Figura 14 B). El tratamiento con el MC indujo la fosforilación de Akt en las células 4T1 y de 

ERK en las células 67NR, lo que indica las citocinas secretadas como respuesta a la inhibición 

de la autofagia en el MC señalizaron a otras líneas celulares de cáncer de manera paracrina. De 



manera importante, ISO-1 disminuyó la fosforilación tanto de Akt (en las células 4T1) como de 

ERK (en las células 67NR) lo que sugiere que esta activación se debe a la señalización mediada 

por MIF. 

La activación de diversas vías de señalización como respuesta a MIF posiblemente se deba al 

tipo de receptor que presenta cada línea celular. Al respecto, encontramos que los receptores 

CD74 y CXCR2 se encuentran elevados en todas las líneas celulares tumorales estudiadas con 

respecto a una línea celular no tumoral (Figura 13 A, B). Es de notar, que la línea celular más 

metastásica (4T1) presentó mayores niveles del receptor CXCR2 con respecto a la línea celular 

no tumoral y no metastásica, y mayores niveles del receptor CXCR7 (Figura 13 D) con respecto 

a la línea celular no tumoral y otra con menor grado metastásico, lo que evidencia que, entre 

mayor capacidad metastásica, mayor presencia de los receptores CXCR2 y CXCR7. Al respecto, 

la alta expresión de CXCR7 se ha asociado con un mal pronóstico en cáncer de mama y otros 

tipos de cáncer como el de vejiga, cervical, riñón, hígado, pulmón, páncreas, estómago y útero 
155, además de que se ha demostrado que la expresión de este receptor en la línea celular 4T1 

promueve su migración, crecimiento tumoral y metástasis 85, lo que podría hacerlo un posible 

blanco terapéutico.  

 

Trabajos anteriores han estudiado la secreción de MIF en los macrófagos activados. Además, se 

ha reportado que MIF no es secretado por la vía clásica de secreción; retículo 

endoplásmico/aparato de Golgi, sino que involucra transportadores de tipo ABC de la subfamilia 

1 77. Posteriormente se demostró que es necesaria la interacción de MIF con la proteína asociada 

a Golgi, p115, para la secreción de MIF, con la cual se secreta conjuntamente 76. Finalmente, se 

demostró que la inhibición de la autofagia incrementa la secreción de MIF en los macrófagos 

activados y puede ser inhibida con el uso de un antioxidante general, como el NAC 67. 

Estos datos demostraron que el mecanismo de secreción de MIF puede ser el conjunto de 

diversos eventos celulares como los ya mencionados anteriormente. Con respecto a la secreción 

de MIF mediada por inhibición de la autofagia, se ha reportado un papel importante de la 

producción de las ERO, ya que en macrófagos activados el uso del antioxidante NAC y 

específicamente el uso de un antioxidante de las ERO mitocondriales, mitotempo, disminuyó la 

secreción de esta citocina 67. 



De acuerdo con lo anterior, en este trabajo, encontramos que el uso de NAC disminuyó la 

producción de las ERO mediada por la inhibición de la autofagia y a su vez, la secreción de MIF 

por primera vez en células tumorales (Figura 8 C,D). Lo anterior demuestra que el mecanismo 

por el que la inhibición de la autofagia regula la secreción de MIF involucra las ERO, y este 

mecanismo parece estar conservado en los macrófagos activados por LPS 67 y en las células de 

cáncer de mama por lo que podría ser un mecanismo común en todas las células productoras de 

MIF. 

Para identificar el papel de las ERO en la regulación de la secreción de MIF, se realizó un 

análisis in silico del promotor del gen de MIF y al igual que en estudios previos, encontramos 

sitios de unión para factores de transcripción regulados por las ERO, como NF-kB, Fos, 

HIF1A133, Ahr134 CREB135, y E2F1136 (Figura 10 A) que podrían promover la expresión del gen 

en respuesta a un incremento de las ERO. Queda por identificar el o los factores de transcripción 

que se activan en respuesta a un aumento de las ERO y son capaces de incrementar la expresión 

de MIF. Sin embargo, nuestros resultados demostraron que la inhibición de la autofagia 

incrementó la expresión del ARNm de MIF, y este aumento se evitó con el uso del antioxidante 

NAC (Figura 10 D). Este incremento de las ERO probablemente se debe a una acumulación de 

organelos dañados como mitocondrias que no estarían siendo degradadas por mitofagia como 

resultado de la inhibición de la autofagia 49, lo que promueve un incremento de la transcripción 

de MIF y su posterior secreción. 

Por lo tanto, nuestros datos demuestran por primera vez que la inhibición de la autofagia 

incrementa la expresión de MIF dependiente de las ERO, y que este aumento en su expresión 

determina el aumento en su secreción.  

 

Otro regulador importante de la secreción de MIF es la proteína p115, asociada con el aparato 

de Golgi, también conocida como proteína asociada a transitosis, la cual se considera esencial 

para el tráfico vesicular entre el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi 75. En trabajos 

previos se ha reportado que el silenciamiento de p115 disminuye la secreción de MIF, además 

de que la secreción de MIF se produce en conjunto con la secreción de la proteína p115 en los 

macrófagos activados 76. Nosotros encontramos que la inhibición de la autofagia produce un 

incremento en los niveles proteicos intracelulares de p115 a tiempos cortos (2 horas). De manera 

interesante, también observamos que a tiempos más largos (8 horas), los niveles de p115 



disminuyeron en presencia del inhibidor de autofagia CQ (Figura 8 B), probablemente debido a 

una secreción conjunta de MIF con p115. Es importante mencionar que para poder evaluar el 

papel de la proteína p115 en la secreción de MIF, faltó realizar un silenciamiento de p115 y 

analizar si se afecta la secreción de MIF y en qué líneas celulares ocurre. 

 

Debido al papel protumoral de MIF 148 y a que se ha asociado con diversos tipos de cáncer 73,74 

fue importante determinar si la expresión de MIF es un factor de pronóstico en cáncer de mama, 

para esto se analizó la expresión del ARNm de MIF en una base de datos de muestras de 

pacientes con este tipo de cáncer 127. 

Los subtipos Luminal B, HER2, y Basal, que corresponden a los subtipos de tumores que 

presentan una mayor proliferación, fueron los que presentaron mayores niveles de expresión de 

MIF (Figura 9 A), probablemente sugiriendo una relación de MIF con una alta proliferación 

tumoral. Sin embargo, al analizar la expresión de MIF entre niveles altos y bajos en pacientes 

con cáncer de mama de los diferentes subtipos de esta enfermedad, no observamos diferencias 

significativas en el porcentaje de sobrevida (Figura 9 B), esto contrasta a lo reportado 

recientemente en la que la expresión de MIF es de mal pronóstico en el CMTN 104. Esta 

discrepancia se podría deber al uso de diferentes bases de datos, al número de muestras 

analizadas, al corte entre altos y bajos niveles de MIF utilizados y al empleo de una clasificación 

diferente de cáncer de mama. Debido a que en la clasificación por inmunohistoquímica, se 

realiza de acuerdo al tipo de receptor que se exprese3 (receptor de estrógeno, de progesterona o 

el HER2), mientras que la clasificación molecular se basa en la expresión de un grupo de 50 

genes94. Esto es importante, ya que el CMTN tiene una correspondecia con el subtipo bajo en 

claudinas y basal del 71 y 83 %, respectivamente129. Además, una característica del subtipo bajo 

en claudinas es su enriquecimiento en propiedades biológicas similares a las células troncales 

de mama, y el subtipo basal tiene una alta expresión en genes relacionados a proliferación 

celular129. Por lo tanto, en el CMTN se estaría tomando un gran porcentaje tanto de los bajos en 

claudinas como de los basales, teniendo una mezcla de pacientes con características biológicas 

diferentes, lo que podría hacer variar los resultados de acuerdo a la clasificación de cáncer de 

mama empleada. 

En cuanto a los niveles de proteína de MIF intracelular se ha observado que las células no 

invasivas tienen mayor expresión de MIF en comparación con las células invasivas de cáncer 



de mama 105. En este sentido, trabajos anteriores realizados en muestras de tejidos de pacientes 

con cáncer de mama encontraron mayores niveles citosólicos de MIF en tejido tumoral en 

comparación con el tejido circundante 104–106, los niveles de MIF en el tejido se asociaron con 

un menor tamaño tumoral y mejor pronóstico 105, lo que sugiere que el posible efecto protector 

del MIF intracelular se puede deber a la acción de MIF sobre la proteína JAB1, que promueve 

la degradación de p53 o su propia auto-regulación 91. Por otro lado, otros trabajos han analizado 

el papel de MIF sérico en la progresión tumoral. En este sentido, se ha reportado una mayor 

cantidad de MIF en suero de pacientes con cáncer de mama en comparación con personas sin la 

enfermedad 106,107. Por lo que se ha propuesto que MIF en suero podría tener una función 

importante in vivo, en la promoción del tumor 107.  

 

Otro aspecto importante en el cáncer es el microambiente tumoral 156, donde se encuentran las 

células tumorales y no tumorales, como las células del sistema inmune. Al respecto, se ha 

observado que en un tumor se pueden encontrar células de inmunidad innata y adaptativa 109 las 

cuales en etapas iniciales pueden suprimir la formación del tumor, mediante mecanismos como 

el de detectar y eliminar las células tumorales. Sin embargo, las células tumorales pueden evadir 

al sistema inmune por diversos mecanismos como la desregulación del MHC clase 1, lo que les 

permite evadir a las células T CD8+ 111, la sobreexpresión de moléculas inhibitorias como PDL1 

o CTLA4 111, la promoción de un ambiente inflamatorio que tiene una función protumoral 157,158, 

o mediante el reclutamiento de células inmunosupresoras. Al respecto, se sabe que la expresión 

de MIF en las células 4T1 produce un reclutamiento de las células inmunosupresoras derivadas 

del tejido mieloide que ayudan al establecimiento y metástasis de células de cáncer de mama o 

la producción de quimiocinas importantes para el reclutamiento de las células protumorales 101. 

Otras células del sistema inmune importantes para la progresión tumoral son los macrófagos 

asociados con tumores 114. Para estudiar el efecto de la secreción de MIF en la polarización de 

los macrófagos, utilizamos monocitos diferenciados a partir de médula ósea de ratones control 

y ratones MIF-/-. En ambos casos, se agregó MC de las células 66cl4 con la autofagia inhibida 

mediante el shRNA contra ATG7, que promueve la secreción de MIF, y para evaluar el efecto 

de MIF se utilizó el inhibidor ISO-1. 

Nuestros datos demostraron por primera vez que la secreción de MIF dependiente de la 

inhibición de la autofagia en las células de cáncer de mama promueve la polarización de los 



macrófagos hacia el tipo M1. Otro aspecto por resaltar fue que los macrófagos provenientes de 

ratones deficientes en MIF no presentaron polarización hacia el tipo M1, en comparación con 

los macrófagos provenientes de los ratones silvestres, lo que sugiere que el MIF proveniente de 

los macrófagos es importante para su polarización. En este sentido, ya se ha reportado que la 

adición del MIF recombinante induce mayor secreción de MIF en las células de cáncer de mama 
105, por lo que faltó demostrar si el MIF extracelular podría promover la secreción del MIF 

intracelular de los macrófagos teniendo una función aditiva a su polarización hacia el subtipo 

M1, lo que no ocurre en los macrófagos que no expresan MIF. Por lo tanto, tanto el MIF 

extracelular como intracelular de los macrófagos tienen una función importante en la 

polarización hacia el tipo M1, los cuales se caracterizan por la producción de citocinas 

proinflamatorias como IL-6, IL-12, IL-23 y TNF. 

A pesar de que de manera tradicional se asocia a los macrófagos tipo M2 como promotores de 

tumores y a los M1 como supresores de tumores, el proceso inflamatorio en el tumor también 

se ha asociado con efectos protumorales relacionados con un mal pronóstico en el paciente 
73,114,159. Al respecto, en un análisis de citocinas y quimiocinas inflamatorias como TNFα, IL-

1β, CXCL8, MCP-1 y CCL5, se observó una mayor expresión de estas citocinas en pacientes 

con CMTN comparados a pacientes con cáncer de mama tipo luminal A, el cual tiene mejor 

pronóstico que el triple negativo 160. Además, en cáncer pancreático, se ha demostrado que 

exosomas cargados con MIF derivados del tumor primario, promueven la activación de los 

macrófagos alveolares y un proceso de inflamación en el sitio blanco metastásico que favorece 

la metástasis hacia hígado 161; lo que sugiere una función protumoral de MIF y de la promoción 

de la inflamación mediada por MIF sobre todo en etapas tardías de la progresión tumoral o que 

favorece el establecimiento de metástasis.  

Como perspectiva, resulta importante poder evaluar en un modelo in vivo de cáncer de mama el 

efecto de la inhibición de la autofagia en conjunto con el inhibidor de MIF en el crecimiento 

tumoral, metástasis y la participación de células del sistema inmune en la progresión tumoral. 

Lo que podría indicar la importancia de la inhibición de la autofagia en conjunto con una terapia 

dirigida hacia MIF en el tratamiento del cáncer de mama. 

 



Conclusiones 
 

En este trabajo demostramos que las células metastásicas de CMTN presentaron mayor 

sensibilidad al uso del inhibidor de autofagia CQ en comparación con las células no metastásicas 

del mismo subtipo de cáncer de mama, sin embargo, la inhibición farmacológica y genética de 

la autofagia provocó un incremento de la secreción de MIF relacionado con un incremento de 

las ERO, las cuales promovieron un incremento en la expresión de MIF. De manera importante 

la secreción de MIF presentó efectos positivos en la sobrevida y migración de tipo autocrino y 

paracrino, respectivamente, relacionado con la activación de vías de señalización de ERK y Akt 

mediadas por la actividad de MIF. También observamos que la secreción de MIF de células de 

CMTN mediada por la inhibición de la autofagia polarizó a los macrófagos hacía el subtipo M1, 

que se caracterizan por ser de tipo proinflamatorio (Figura 16). 

Debido a lo anterior y ya que se propone a la inhibición de la autofagia como posible blanco 

terapéutico en diversos tipos de cáncer, nuestros resultados sugieren que se debería considerar 

que este tratamiento también promovería la secreción de citocinas proinflamatorias del tumor, 

como MIF. Si bien es cierto que los niveles de expresión de MIF no tienen valor pronóstico en 

cáncer de mama, los niveles de sus receptores son mayores en células de el subtipo de CMTN 

en comparación a una célula no tumoral, lo que indicaría que las células tumorales podrían 

presentar una mayor respuesta al MIF secretado. De manera importante al demostrar que el 

incremento en la secreción de MIF promueve la polarización de los macrófagos hacia el tipo 

M1, que son de tipo proinflamatorio, la inflamación puede ser un evento importante en el 

proceso tumoral. En definitiva, la inhibición de la autofagia en el CMTN se debe considerar 

junto con el uso de otros fármacos como coadyuvantes, particularmente inhibidores de MIF y 

así mejorar el pronóstico de las pacientes. 

 



 
Figura 16. Papel de MIF en la progresión tumoral de cáncer de mama. 
La  inhibición de la autofagia en las células 66cl4 de cáncer mama triple negativo incrementa la secreción de MIF 
mediado por un incremento de las especies reactivas de oxígeno. Esta secreción de MIF tiene efectos autocrino de 
sobrevida y paracrino de migración en las células 67NR y 4T1, mediado por los receptores de MIF presentes en las 
líneas celularesde CMTN. Finalmente la secreción de MIF provocó la polarización de los macrófagos hacia el tipo 
M1 mediando una respuesta inflamatoria. Por lo que se debería considerar el uso de la cloroquina en conjunto de 
fármacos como el inhidor de MIF en el tratamiento del CMTN. 
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