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“En medio del odio me pareci6 que habia dentro de mi un amor invencible. En
medio de las lAgrimas me parecio que habia dentro de mi una sonrisa invencible.

En medio del caos me parecid que habia dentro de mi una calma invencible.

Me di cuenta, a pesar de todo, que en medio del invierno habia dentro de mi un
verano invencible. Y eso me hace feliz, porque no importa lo duro que el mundo

empuje en mi contra, dentro de mi, hay algo mejor empujando de vuelta.”

El verano, 1953 -Albert Camus
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RESUMEN

El cancer de mama representa un gran problema de salud publica a nivel mundial,
situdndose entre las neoplasias malignas de mayor incidencia y mortalidad dentro
de la poblacion femenina. En cuanto a los fenotipos del cancer de mama se
refiere, el Cancer de Mama Triple Negativo (TNBC) representa aproximadamente
entre el 15y 20% de todos los casos de cancer de mama, sin embargo, a pesar de
esta relativa baja frecuencia, se ha profundizado en su estudio, ya que presenta
un comportamiento clinico agresivo, una elevada tasa de recurrencia, una
incidencia en edades tempranas a partir de los 25 afos, es mas frecuente en
mujeres afroamericanas y se carece de tratamientos terapeuticos eficaces, de ahi

su alta tasa de mortalidad.

Recientemente, se ha asociado la presencia de una condicion inflamatoria cronica
dentro del microambiente tumoral como un factor desencadenante del potencial
metastasico de las células tumorales, tales como la supervivencia, proliferacion,
migracion, invasion y quimio-resistencia. En este contexto, se han relacionado
altos niveles de interleucina 8 (IL-8) y del ligando 1 de muerte programada (PD-L1)
con malos pronosticos de supervivencia de los pacientes con diferentes tipos de
cancer, sin embargo, no se ha descrito a detalle una relacién molecular y funcional

entre ambos elementos en el TNBC.

Por lo que el objetivo principal de esta investigacion fue determinar si la presencia
de IL-8 favorece el potencial metastasico de las células MDA-MB 231, una linea

celular representativa del TNBC, y si este efecto es mediado por PD-L1.

De manera inicial, se confirm6 que las células MDA-MB 231 expresan tanto el
receptor a IL-8 como PD-L1 a nivel de ARNm. El tratamiento con IL-8 provoco un
aumento significativo en la capacidad proliferativa y migratoria de las células MDA.-
MB 231. De manera complementaria, se observl que la presencia de IL-8 regula
positivamente la expresion del ARNm que codifica para PD-L1, y que este factor
es relevante en la capacidad migratoria exacerbada por IL-8, ya que al silenciar a

PD-L1, se reduce de manera significativa la capacidad migratoria de las células



MDA-MB 231. Se observé de manera interesante, que el silenciamineto de PD-L1
no afecta la capacidad proliferativa de las células de cancer de mama triple

negativo, en presencia y ausencia de IL-8.

Se tratd de investigar de manera parcial, la probable via de sefalizacion
involucrada entre la activacion del receptor a IL-8 y la expresion del ARNm que
codifica para PD-L1. El uso de inhibidores especificos, nos permite sugerir la

probable participacion de las vias de sefalizacion PI3K/Akt y JAK/STAT.

Nuestros datos aportan evidencia en torno a la relacion molecular y funcional de
IL-8 y PD-L1 que influyen en el potencial metastasico de las células de cancer de
mama triple negativo, y que pudieran proponerse como potenciales blancos
farmacoldgicos para un tratamiento mas eficiente, mejorando el prondstico y la

calidad de vida de los pacientes.
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ANTECEDENTES GENERALES

Cancer

El “Cancer’” es un término ampliamente utilizado para hacer referencia a un
conjunto de enfermedades que se caracterizan por originarse en casi cualquier
organo o tejido del cuerpo, se presenta cuando un conjunto de células anormales,
comienzan a crecer de forma descontrolada, sobrepasan los limites habituales y

finalmente invaden 6rganos adyacentes al sitio donde se origind (OMS, 2025).

Este ultimo proceso se define como “metastasis”, y es la principal causa de muerte
por cancer. La metéstasis ocurre cuando las células tumorales se desprenden de
un tumor primario e invaden un tejido distinto adaptandose selectivamente a la

presiéon impuesta por el nuevo microambiente (Kiri & Ryba, 2024).

Se puede comprender de mejor manera la carga que implica el cancer si se
consideran los afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD), el cual esta
definido por la Organizacion Mundial de la Salud como: “el equivalente a un afo
de vida con plena salud perdido”. En este sentido, durante el 2019 se calculd que
el cancer produjo aproximadamente 250 millones de AVAD, lo que lo posicioné en
el segundo lugar de enfermedades clasificadas como nivel 2 por el proyecto Carga
Global de Enfermedades, solo por detrds de las enfermedades cardiovasculares
(OMS, 2025; Kiri & Ryba, 2024).

Si bien el cancer per se representa una amplia clasificacion del estado celular, la
identificacion de las caracteristicas en comun o “senales tipicas” propuestas por
Hanahan y Weinberg en el afio 2000 fue fundamental para la organizacion de la
investigacion y el conocimiento del cancer contemporaneo. En este contexto,
aunqgue el desarrollo y origen de todos los tipos de cancer es debido a causas
multifactoriales, existen elementos compartidos que unen a todos los tipos de
células cancerosas a nivel fenotipico (Figura 1) (Kiri & Ryba, 2024; Hanahan &
Weinberg, 2011).
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Fig 1. Caracteristicas y sefiales distintivas de las células tumorales. Actualmente, las
caracteristicas distintivas del cancer engloban ocho capacidades distintivas y dos caracteristicas
facilitadoras (Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011).

Recientemente, ha surgido la pregunta de si existen caracteristicas adicionales
gue pudieran incorporarse a este modelo habitual, por lo tanto, se han planteado
nuevas caracteristicas adicionales que pudieran considerarse en su debido tiempo
como elementos centrales acerca de la conceptualizacion del cancer (Figura 2)
(Hanahan, 2022).

Caracteristicasy
distintivos emergentes

Desbloqueo de Reprogramacion

la plasticidad epigenética no
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o

Células Microbiomas
Senescentes . polimorficos

Fig 2. Caracteristicas distintivas adicionales de las células tumorales. Cuatro nuevos
elementos que podrian ser considerados para conceptualizar el cancer (Modificado de Hanahan,
2022).
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e Epidemiologia

Durante el afio 2022, el Observatorio Global de Cancer (GLOBOCAN) reporto
aproximadamente 19.9 millones de casos nuevos de cancer y alrededor de 9.7
millones de defunciones a causa de esta enfermedad. Estos datos corresponden
al andlisis de 186 paises, para una poblacion de ambos sexos y un rango de edad
estimado entre 0-85 afios (Figura 3) (GLOBOCAN, 2022).

Casos Nuevos 2022, ambos sexos, Muertes 2022, ambos sexos,
todas las edades todas las edades
968,784 660,175
1,467,854 666,103

1,926,425 758.725

4,469,932
9,969,785

2,480,675 1,817,469

m Otros canceres (49.9%) = Pulmén (12.4%) = Otros canceres (45.9%) = Pulmon (18.7%)
= Mama (11.5%) = Colorrectal (9.6%) = Colorrectal (9.3%) = Higado (7.8%)
= Prostata (7.3%) Estomago (4.8%) = Mama (6.8%) Estémago (6.8%)

Fig 3. NUmero de casos nuevos y muertes por cancer a nivel mundial. Durante el 2022, se
detectaron 19,976,499 casos nuevos de cancer y 9,743,832 muertes por esta enfermedad
(Modificado de GLOBOCAN, 2022).

Dentro de todos los tipos de cancer, el cancer de pulmén (12.4%), mama (11.5%),
colorrectal (9.6%), préstata (7.3%) y estbmago (4.8%) ocupan los primeros cinco
lugares en cuanto a tasas de incidencia se refiere. Por su parte, en cuanto a la
tasa de mortalidad, se observa que el cancer de pulmén ocupa el primer puesto
con el 18.7% del total de muertes por cancer, seguido por el cancer colorrectal
(9.3%), higado (7.8%), mama (6.8%) y estdmago (6.8%) (Figura 3) (GLOBOCAN,
2022).
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El panorama a nivel nacional no es menos desalentador debido a que el numero
de casos nuevos y muertes por cancer ha ido en aumento durante los ultimos 10
afos. En este sentido, GLOBOCAN reportd que, durante el 2022 se
diagnosticaron 207,154 casos nuevos y 96,210 personas fallecieron a causa de
algun tipo de cancer. Dentro de todos los tipos de cancer, se ha reportado que el
cancer de mama (15%), prostata (12.8%) y colorrectal (7.8%) son los que
presentan las tasas de incidencia mas elevadas, por otra parte, el cancer
colorrectal (8.6%) ocupa el primer lugar en tasas de mortalidad por cancer,
seguido por el cancer de mama (8.5%) y el cancer de pulmén (8.1%). Cabe
mencionar que estos datos representan el analisis de una poblacion de ambos
sexos y un rango de edad de 0-85 afios (Figura 4) (GLOBOCAN, 2022).

Casos Nuevos 2022, ambos sexos, Muertes 2022, ambos sexos,
todas las edades todas las edades
10,348 7,358

11,392

16,082

7,808

= Otros canceres (53.9%) = Mama (15%) = Otros canceres (51.6%) = Colorrectal (8.6%)
= Pristata (12.8%) = Colorrectal (7.8%) = Mama (8.5%) = Pulmén (8.1%)
= Tiroides (5.5%) CaCu (5%) = Higado (8.0%) Prostata (7.6%)

Fig 4. Nimero de casos nuevos y muertes por cancer en México. Durante el 2022, se
detectaron aproximadamente 207,000 casos nuevos de cancer y 96,000 muertes por esta
enfermedad (Modificado de GLOBOCAN, 2022).

El Observatorio Global de Cancer estima que para el afio 2045 el nimero de

casos nuevos aumentard de 19.9 millones a 30.9 millones aproximadamente,
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mientras que el numero de muertes ascendera de 9.7 millones a alrededor de 16.6
millones (GLOBOCAN, 2022).

e Factores de Riesgo

De manera general, resulta practicamente imposible saber por qué algunas
personas padecen cancer, mientras que otras no lo padecen a lo largo de la vida.
Sin embargo, las investigaciones han contribuido a identificar factores de riesgo
que aumentan en gran medida la probabilidad de desarrollar algun tipo de cancer

en particular.

Se han identificado ciertos factores de riesgo que son comunes para el desarrollo
de cualquier tipo de cancer, ademas, se considera que algunos de estos factores
son modificables como el consumo de tabaco y alcohol o la exposicion a la
radiacion y compuestos quimicos, mientras que otros son inherentes a los
procesos bioldgicos en general, como la edad y los antecedentes familiares (NIH,
2015).

Los factores de riesgo mas conocidos o que mas se han estudiado en relacion a
favorecer el desarrollo de cancer son: alcohol, dieta, edad, hormonas, luz solar,

radiacion, tabaquismo e inflamacion.

Alcohol: se sabe ampliamente que el consumo excesivo de bebidas alcohdlicas
aumenta el riesgo de desarrollar cancer, tales como cancer de boca, garganta,
esOfago, laringe, higado y estébmago. Aunque se ha sugerido que ciertos
compuestos del vino tinto, como el resveratrol, posee capacidades antitumorales,
no hay evidencia de que el consumo de vino tinto disminuya el riesgo de

desarrollar cancer (NIH, 2015).

Dieta: muchas investigaciones han tratado de dilucidar la posibilidad de que
ciertos alimentos poseen capacidades pro o antitumorales. Por ejemplo, se sabe
que el riesgo de desarrollar cancer es menor en las poblaciones que consumen
mayor cantidad de frutas y hortalizas, también diversos estudios en lineas

celulares y modelos animales han observado que ciertos compuestos aislados de
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diferentes alimentos tienen diferentes propiedades a favor y en contra del
desarrollo tumoral (NIH, 2015; Robles-Agudo et al., 2005).

Sin embargo, las causas del cancer son sumamente complejas y resulta

complicado apreciar la importancia de los distintos componentes de una dieta sin

tomar en cuenta otros grupos de factores que también contribuyen al desarrollo de

esta enfermedad. Por otra parte, estos son algunos alimentos o nutrientes que se

han asociado con un bajo o alto riesgo de padecer cancer:

Acrilamida: esta sustancia quimica presente en el humo del tabaco se ha
asociado con un aumento en el riesgo de desarrollar cancer. También se
encuentra en algunos alimentos y se produce al calentar algunos vegetales
como las papas a temperaturas muy altas.

Antioxidantes: estas sustancias que tienen la capacidad de inhibir la
actividad de radicales libres se han asociado con la disminucion de
desarrollar cancer. Los antioxidantes son muy abundantes en alimentos
como frutas (arandanos, fresas, manzanas) y verduras (zanahorias,
espinacas, tomates), y también en algunas semillas.

Edulcorantes artificiales: existen muchos estudios acerca del efecto que
ejercen estos aditivos, principalmente sobre aquellos que han sido
aprobados por la FDA como la sacarina, aspartamo, acesulfamo de potasio,
etc. En este sentido, aunque no se hayan observado efectos adversos
sobre la salud o una relacién causal significativa entre el consumo de estos
edulcorantes y el desarrollo de cancer en modelos animales, existen
muchos estudios de cohorte donde se muestran que los pacientes con
algin tipo de céancer presentan niveles elevados de algun tipo de
edulcorante artificial.

Carne carbonizada: las aminas heterociclicas y los hidrocarburos
aromaticos son sustancias que se forman al cocinar carne de diferentes
fuentes animales a altas temperaturas. Se sabe que la exposicion a altas
concentraciones de estas sustancias aumenta en gran medida el riesgo de

desarrollar cancer.
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Edad: la edad avanzada es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
muchas enfermedades, dentro de ellas, el cancer en general. Existe una relacion
positiva entre el aumento de la edad y las tasas de incidencia més elevadas de
algun tipo de cancer en particular. Diversas teorias han tratado de explicar la
relacion entre una edad mas avanzada y el aumento en el desarrollo del cancer,
las més estudiadas y aceptadas es la pérdida de la funcidn o la expresiéon de la
enzima telomerasa, la acumulacion de multiples radicales libres, el silenciamiento
de genes supresores de tumores y la acumulacion de mutaciones en el ADN (NIH,
2015; MAYO Clinic, 2024).

Hormonas: se ha demostrado que los estrogenos también poseen efectos
carcinogénicos. Aunque normalmente estas hormonas tienen funciones
fisiolégicas esenciales en las mujeres, una exposicion a largo plazo o
concentraciones elevadas en sangre se han relacionado con un mayor riesgo de
desarrollar cancer de mama. Por ejemplo, las mujeres que se someten a una
terapia hormonal para tratar la menopausia (estrégeno mas progestina) aumenta

de 2 a 6 veces el riesgo de cancer de mama (NIH, 2015).

Luz solar y Radiacion: el sol, laAmparas solares y cAmaras que emiten radiacion
ultravioleta (UV) causan envejecimiento prematuro de la piel y dafios severos que
pueden resultar en cancer de piel como basaliomas, carcinomas de células
escamosas 0 melanomas. Asimismo, la radiacion de alta energia como rayos X o

rayos gamma causa dafios severos al ADN (NIH, 2020).

Tabaquismo: se ha definido que el consumo de tabaco es la principal causa de
cancer y de muerte por esta enfermedad. De manera general, las personas que
fuman o que estan alrededor del humo producido por el cigarro de forma constante
tienen mayor riesgo de desarrollar cancer porque los productos derivados del
tabaco poseen diversas sustancias quimicas que generan mutaciones a nivel del
ADN. Ademas, el tabaco es el factor de riesgo que se ha relacionado con una
mayor cantidad de tipos de cancer, tales como el cancer de pulmon, laringe, boca,
eso6fago, garganta, vejiga, rifidn, higado, mama, estbmago, pancreas, colon, recto,

cervicouterino e incluso leucemia mieloide aguda (NIH, 2020).
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Inflamacion: recientemente, una plétora de evidencias provenientes de
investigacién béasica y datos clinicos indican que la presencia prolongada de
moléculas y vias inflamatorias promueven la aparicion y el desarrollo de diversos
tipos de cancer. Las citocinas proinflamatorias, como la IL-6, IL-1B8 y el TNF-q, asi
como ciertos factores de transcripcion como el NF-kB y STAT3 resultan elementos
claves en este proceso. Durante un proceso de inflamacion crénica, los
mecanismos involucrados se pueden desencadenar aun en ausencia de una
infeccion o lesion, son desregulados y no cesan cuando deberian terminar. Con el
tiempo, esta inflamacion crénica puede ocasionar dafios severos al ADN vy
provocar el cancer (Xie et al., 2025; NIH, 2015).

En las dltimas décadas se ha incrementado la evidencia de que el uso de
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), particularmente la
aspirina, reduce la incidencia y mortalidad de distintos tipos cancer, especialmente
el cancer colorrectal. Otros antiinflamatorios no esteroideos han mostrado efectos
antitumorales significativos, por ejemplo, un derivado de la indometacina,
denominado CZ-212-3, mostro efectos antitumorales en células de cancer de
prOstata resistente a la castracion. Estos datos sugieren que el uso de AINEs
aprobados por la FDA son farmacos prometedores para la prevencion y el
tratamiento de distintos tipos de céncer, ademas, refuerza la idea de que la
inhibicion o detencidén del proceso inflamatorio crénico contribuye a reducir la

progresion tumoral (Burn et al., 2020; Wang et al., 2021).

Los estudios epidemiol6gicos del céancer son esenciales para desarrollar
estrategias de salud que proporcionen datos cruciales para identificar factores de
riesgo relacionados con el cancer en general. Aunque algunos casos de cancer
pueden llegar a ser inevitables, es responsabilidad de los gobiernos establecer
politicas que puedan reducir la exposicién a nivel poblacional a ciertos factores de
riesgo ampliamente conocidos como el tabaquismo, el consumo de alcohol y las

enfermedades infecciosas (Wu, Xia & Lin, 2024).
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Microambiente tumoral

Las células tumorales se ven altamente influenciadas por diversos elementos
presentes en los tejidos circundantes, lo cual forma un nicho especializado
denominado Microambiente Tumoral. Este nicho es un entorno heterogéneo
compuesto por vasos sanguineos, fibroblastos, adipocitos, células inmunitarias y
las propias células tumorales. La diversa composicion celular promueve la
liberacion de una amplia gama de moléculas de sefalizacion y proteinas que
tienen la capacidad de alterar la biologia del tumor y, por lo tanto, su respuesta a
multiples tratamientos (Frankiw & Li, 2022).

Durante la ultima década, diversas investigaciones se han centrado en dilucidar
los cambios espacio-temporales en diversos componentes del microambiente
tumoral, asi como también los cambios que se presentan en las células
transformadas a medida que progresan a células malignas, invasivas Yy
metastasicas. En relacién a esto, se sabe que el microambiente tumoral no solo
abarca componentes celulares, sino también elementos de la matriz extracelular,
factores de crecimiento y metabolitos que influyen en la tumorogénesis y
progresion tumoral (Figura 5) (Yuan, Almagro & Fuchs, 2024; de Visser & Joyce,
2023).

Uno de los mecanismos que se han estudiado recientemente es la competencia
celular durante la tumorogénesis, un proceso en el cual una célula transformada
solo puede proliferar cuando se encuentra alrededor de otras células
transformadas. En 2021, Yum vy colaboradores demostraron que enterocitos
transformados con mutaciones en KRAS y PI3K son capaces de secretar
moléculas que frenan la actividad normal de células madre sanas, lo cual les

otorga una ventaja competitiva frente a células vecinas sanas (Yum et al., 2021).

Por su parte, las investigaciones sobre como influye la presencia de un proceso
inflamatorio en la tumorogénesis y la progresion tumoral ha cobrado una gran
relevancia desde la identificacion de los puntos de control inmunitario y el uso de

la inmunoterapia para el tratamiento contra el cancer. Sin embargo, la relacion
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inflamacion-cancer es un fendbmeno que ha sido estudiado desde finales del siglo
XIX. Durante muchos afios se ha comparado la inflamacion inducida por cancer
con la respuesta inflamatoria observada en lesiones o heridas, no obstante,
mientras el proceso de cicatrizacion es un fendmeno altamente orquestado entre
células inmunitarias innatas y adaptativas que resulta en la restauracion tisular y
subsecuentemente la contenciébn de un proceso inflamatorio exacerbado, la
inflamacion en el contexto de un tumor en crecimiento se caracteriza por una
comunicacién cruzada entre células inmunitarias que no cesa. Bajo la influencia de
una sefalizacién inflamatoria constante, los niveles de hipoxia y pH bajos, esta

inflamacion se vuelve cronica y dafiina (Balkwill & Mantovani, 2001; Dvorak, 1986).
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Fig 5. Elementos del Microambiente Tumoral que interaccionan con las células tumorales,
impulsando su potencial metastésico. Las células epiteliales malignas inhiben la funcién de las
células madre epiteliales. Por su parte, la liberacién de citocinas inmunomoduladoras estimulan la
liberacion de citocinas proinflamatorias que favorecen la actividad de células tumorales. La
produccion de factores angiogénicos favorece la formacién de nuevos vasos para suministrar
nutrientes a las células malignas. También se ha demostrado que los CAF producen citocinas
proinflamatorias y liberan enzimas que promueven la remodelacién de la Matriz Extracelular
(Modificado de Yuan et al., 2024).
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Otro aspecto interesante entre la relacion inflamacion-cancer proviene del hecho
de que la exposicion a un estimulo inflamatorio proporciona cierta memoria
inflamatoria a las células madre posterior a la disminucién del proceso
inflamatorio. Estos llamados “dominios de memoria” mantienen sus genes en un
estado activo y preparado para una reactivacion rapida e hipersensible ante un
estimulo estresante. Por su parte, a pesar de la capacidad que tiene la inflamacion
para acelerar la tumorogénesis en células oncogénicas que expresan Ras, la
expresion de HRAS puede por si sola desencadenar sefiales desreguladas dentro
del microambiente tumoral que progresan a tumores con caracteristicas invasivas
(Larsen et al., 2021; Yuan et al., 2022).

Junto con la inflamacion y las células inmunoldgicas, los Fibroblastos Asociados al
Céancer (CAF, del inglés Cancer Associated Fibroblasts) forman parte importante
del microambiente tumoral de muchos tumores. Los CAF son células con fenotipo
heterogéneo intratumoral que funcionan criticamente en la remodelacion de la
matriz extracelular y también en la comunicacion con células tumorales y linfocitos
infiltrados. EIl origen de los CAF en los tumores aun no se ha esclarecido por
completo, sin embargo, se sabe que puede variar segun el tipo de cancer y el
estadio clinico del tumor. Por ejemplo, pueden originarse a través de la conversion
de miofibroblastos a fibroblastos, asi como de las células madre mesenquimales
derivadas de la médula 6sea, células estrelladas y CAF derivados de adipocitos
(Raz et al., 2018; Bochet et al., 2013).

Los Fibroblastos Asociados al Cancer se pueden activar por diferentes
mecanismos presentes en el microambiente tumoral, los cuales incluyen
mediadores inflamatorios y cambios en la integridad de la matriz extracelular. El
hecho de que factores solubles como TGF-B, IL-6 y TNF-a activen a los CAF pone
en evidencia la amplia relaciéon entre la inflamacién y los fibroblastos durante el
desarrollo y progresion tumoral. Al igual que las células del sistema inmunolégico,
se ha observado que los CAF poseen funciones pleiotropicas y opuestas en el
microambiente tumoral. En 2010, Kraman y colaboradores observaron en ratones

transgénicos de melanoma que la deplecién de la proteina de activacion de
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fibroblastos a (FAPa) provocd una rapida necrosis hipéxica de células tumorales,
por otra parte, Ozdemir y colaboradores observaron que en ratones transgénicos
de cancer pancreatico con deficiencia de miofibroblastos a-SMA+ hubo una mayor
presencia de tumores invasivos indiferenciados con una reduccion en la tasa de

supervivencia (Kraman et al., 2010; Ozdemir et al., 2014).

Otros mecanismos ampliamente estudiados del microambiente tumoral son la
angiogénesis y linfangiogénesis, los cuales se desencadenan principalmente por
seflales provenientes de las células madre cancerosas. Tal como lo han
demostrado los modelos knock-out del gen que codifica para el factor de
crecimiento endotelial vascular A (VEGFA, del inglés Vascular Endothelial Growth
Factor A), el VEGFA es un potente inductor de la angiogénesis. El inicio de la
angiogénesis durante la progresion tumoral es un proceso complejo que consta de
una extensa comunicacion cruzada entre células endoteliales, pericitos, células
tumorales, células inmunolégicas y fibroblastos asociados al cancer (Fig 5), los
vasos tumorales estan constantemente expuestos a estimulos proangiogénicos, lo
cual conduce a una vasculatura desorganizada y un revestimiento irregular de
células endoteliales afectando directamente la oxigenacion de los tumores, la
dinamica de células inmunoldgicas y reduciendo la penetracion de farmacos
antitumorales (Beck et al., 2011; Lugano et al., 2020; De Palma et al., 2017).

Por su parte, se conoce menos sobre el papel de los vasos linfaticos en el proceso
de tumorogénesis, sin embargo, sabemos que el origen de la metastasis comienza
con la migracién de células cancerosas a los ganglios linfaticos. Un estudio del
2020 sugiere que las células de melanoma podrian usar la vasculatura linfatica
como un medio para reducir la muerte celular por ferroptosis (Ubellacker et al.,
2020).

Recientemente se ha comenzado a estudiar el efecto de los nervios y células
neuronales en la progresion del cancer. Por ejemplo, en un modelo de cancer
colorrectal con el oncogén Apc (del inglés, Adenomatous polyposis coli) que
presenta el alelo Min/+ (del inglés, Multiple intestinal neoplasia), se observo que la

vagotomia redujo significativamente el nimero de tumores, lo cual sugiere que las
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neuronas sensoriales viscerales podrian funcionar como impulsores no genéticos

de la tumorogénesis y progresion (Liu et al., 2015).

e Condiciéon inflamatoria crénica

En 1863, el médico aleman Rudolf Virchow observé la presencia de globulos
blancos en tejidos tumorales, estableciendo asi la primera evidencia de una
posible relacion entre la inflamacion y el cancer. Actualmente, mucho se sabe
acerca de los efectos que ejerce la inflamacidén sobre el desarrollo y progresion
tumoral, asi como las funciones pro y anti cancerigenas del sistema inmunoldgico.
De hecho, se estima que entre el 15% y 20% de las muertes ocasionadas por
tumores estan relacionadas con un proceso inflamatorio crénico (Balkwill &
Mantovani, 2001; Elinav et al., 2013).

Dentro de los multiples factores inflamatorios que contribuyen a una mayor
susceptibilidad al cancer, las enfermedades infecciosas son reconocidas como
causa primaria de tumorogénesis inducida por inflamacion. La inflamacion es una
respuesta innata como consecuencia de la homeostasis tisular perturbada y la
inflamacion asociada con el desarrollo tumoral es desencadenada por la
diversidad de células inmunoldgicas. Por su parte, el papel de los mecanismos
reguladores de la respuesta inmune determina si el proceso inflamatorio ejerce
sus efectos antitumorales o protumorales. La heterogeneidad tumoral se ve
influenciada a través de los mecanismos de inmunoedicién y por los efectos
antitumorales del sistema inmunolégico, de forma paralela, la inflamacién
protumoral ejerce efectos inhibitorios sobre la inmunidad antitumoral, lo que
conduce a modificaciones en la composicion del microambiente tumoral y favorece
el desarrollo cancerigeno y la transicion de las células epiteliales a un fenotipo

mesenquimal mas agresivo (Elinav et al., 2013; Greten & Grivennikov, 2019).

Una de las primeras evidencias del papel de la inflamacion en la progresion
tumoral se derivd de estudios de inactivacibn de NF-kB en células mieloides,
donde el silenciamiento de la quinasa IKKB provocd una disminucion del

crecimiento tumoral en un modelo de cancer asociado a colitis. De hecho, NF-kB
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es un regulador clave en la expresion de citocinas inflamatorias promotoras de la
supervivencia y proliferaciéon de células tumorales. Por ejemplo, la sefalizacién
desencadenada por IL-6, IL-17 e IL-11 promueve la tasa de proliferacion de
células tumorales bajo condiciones de hipoxia, bajos nutrientes, minima
produccion de factores de crecimiento y papel antitumoral del sistema

inmunoldégico (Greten et al., 2004; Putoczki et al., 2013).

Investigaciones recientes han sugerido que las modificaciones funcionales de las
células inmunoldgicas se ven influenciadas por la reprogramacion metabdlica. El
sistema inmunoldgico est4 asociado con el sistema digestivo, donde los procesos
inmunomoduladores e inflamatorios estan fuertemente conectados con el
microbioma y los micronutrientes. Por un lado, las personas con deficiencia de
micronutrientes son mas susceptibles a infecciones debido a su bajo estado
nutricional, por otra parte, una dieta con alto consumo calorifico aumenta la
acumulacion de grasa corporal y obesidad, ocasionando una condicion de
inflamacion crénica (Hatch-McChesney & Smith, 2023, Barrea et al., 2021).

Adicionalmente, comprender los mecanismos inflamatorios que conducen al
proceso metastasico es crucial considerando que aproximadamente el 90% de las
muertes por cancer ocurren por enfermedad metastasica. Se ha demostrado que
los procesos de invasion, migracion y la transicion epitelio-mesénquima (EMT, del
inglés epithelial-mesenchymal transition), son influenciadas por la actividad
inflamatoria en distintos tipos de cancer, el TNF-a y la IL-1B regulan directamente
la expresion de factores de transcripcion relacionados con la EMT como Twist y
Slug. Ademas, en el cancer de colon, la IL-11 favorece el reclutamiento de
fibroblastos productores de TGF-B para promover la evasion inmunitaria y
posteriormente la invasion tumoral. Por su parte, en el cancer de mama, la IL-11
actia sobre las células tumorales para favorecer la seleccion de clones mas
invasivos y malignos. Las células madre cancerosas son esenciales para la
migracion y metastasis, las sefiales inflamatorias provenientes de células
tumorales potencian su pluripotencialidad y aumentan la proporcion de células

madre entre células tumorales. No obstante, aln queda esclarecer si los factores
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inflamatorios y de crecimiento necesarios para el crecimiento tumoral primario y la
proliferacion y metastasis son los mismos para diferentes tipos de céancer
(Rothwell et al., 2012; Suarez-Carmona et al., 2017; Kryczek et al., 2014).

e Citocinas proinflamatorias en cancer

El proceso inflamatorio asociado al desarrollo tumoral involucra una gran variedad
de células inmunolégicas, las cuales producen una amplia gama de citocinas,
mediadores citotdxicos, metaloproteinasas, interleucinas, quimiocinas y factores

solubles de muerte celular.

Las Interleucinas se consideran como el medio principal para la comunicacion
entre células inmunes y no inmunes, cumpliendo importantes funciones en el
desarrollo y regulacion tumoral. Recientemente, una plétora de evidencias
provenientes de investigacion basica y ensayos clinicos han demostrado el papel
dual de diversas citocinas en funcion del tipo de cancer y el estadio tumoral. Por
ejemplo, la IL-37 ejerce efectos protumorales en el cancer de colon, pancreas y
piel, mientras que, en el cancer vesicular, renal y de pulmoén presenta funciones
antitumorales. La IL-2 promueve el desarrollo de cancer gastrico al regular el
deterioro funcional de linfocitos T, sin embargo, inhibe la progresion del cancer
pancreatico al mejorar el funcionamiento de linfocitos provenientes del bazo. La IL-
6, considerada como la interleucina promotora de tumores por excelencia,
favorece el crecimiento de células tumorales en el cancer de préstata, ovario y
mama, no obstante, se ha observado que también promueve la actividad
fagocitica y citotdéxica de macréfagos y linfocitos NK en el cancer colorrectal. Uno
de los descubrimientos mas interesantes fue el hecho de que la IL-10, una citocina
de caréacter antiinflamatorio y reguladora de las respuestas inmunoldgicas,
promueve el desarrollo del cancer pulmonar y gastrico, pero inhibe el crecimiento
tumoral en el cancer de colon (Wang et al., 2022; Zhao et al., 2020; Jiang et al.,
2015; Manore et al., 2022; Gao et al., 2020; Won et al., 2011).

Por otra parte, como la familia de citocinas mayoritariamente distribuidas se

encuentran los Interferones (IFN), los cuales se clasifican en IFN de tipo I, 11 y IlI.
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Los interferones a, B, K, € y w pertenecen a la subfamilia tipo |, la subfamilia tipo Il
se refiere a los IFN-y y la subfamilia tipo Il se compone por IFN-y1, IFN-y2 e IFN-
y3. Toda la familia de Interferones activa la transcripcion de genes a través de la
via de senalizacion JAK/STAT. Por ejemplo, el Interferon a y B regulan la
transcripcion de genes rio abajo de JAK/STAT en células tumorales y células
inmunolégicas para promover el desarrollo tumoral. Las funciones mediadas por
los interferones en el cancer son complejas y varian segun el tipo de céncer, la
composicion del microambiente tumoral, los niveles de interferén y los subtipos de

interferon que desencadenen los efectos (Chow & Gale, 2015; Pestka et al., 2004).

A finales de la década de los 70’s, se identificd que los macréfagos secretan una
citocina denominada Factor de Necrosis Tumoral (TNF del inglés, Tumor Necrosis
Factor), el cual puede inhibir el crecimiento tumoral. La superfamilia de los TNF se
compone por 19 ligandos y 29 receptores, participando en multiples mecanismos
como la inflamacion, apoptosis, proliferacion, angiogénesis, migracion e
inmunidad. Debido a su papel pleiotropico, las investigaciones se han centrado en
el desarrollo de farmacos y terapias basadas en TNF, sin embargo, al igual que
otras citocinas, la familia de TNF presenta efectos antitumorales y protumorales.
Por ejemplo, el TNF-a actua como el principal mediador de la inflamacion asociada
al cancer y diversos antagonistas de estas proteinas y sus receptores aprobados
por la FDA se encuentran en pruebas clinicas, tal es el caso del anticuerpo
monoclonal Infliximab, que mejora los efectos de la quimioterapia en el tratamiento
del cancer de colon. Sin embargo, también estd demostrado que la liberacion de
TNF-a y B es citotdxica y provoca la apoptosis de células tumorales, convirtiéndola
en una alternativa para el tratamiento de diversos tipos de cancer (Matthews &
Watkins, 1978; Huang et al., 2017).

Otro grupo de citocinas presentes en el microambiente tumoral son las
guimiocinas, las cuales son proteinas de aproximadamente 8-12 kDa que se unen
a receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G, dentro
de sus funciones se encuentra la quimioatraccion o quimiotaxis, la adhesion y las

interacciones célula-célula. Las quimiocinas desempefian un papel fundamental en
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la orientacién de las células inmunoldgicas, inician y promueven una respuesta
inmunitaria antitumoral eficiente. Sin embargo, también pueden promover la
inmunidad protumoral al favorecer la interaccion entre células inmunoldgicas y

células tumorales en el microambiente tumoral (Ozga, Chow & Luster, 2021).

Diversas investigaciones han demostrado el papel de las quimiocinas presentes
en el microambiente tumoral. Por ejemplo, dentro de la subfamilia CC, se ha
observado que CCL1 promueve la progresion y la quimiorresistencia en el cancer
de esofago y colorrectal, sin embargo, inhibe la metastasis y quimiorresistencia en
el cancer de mama y pulmén. La quimiocina CCL3 promueve el crecimiento
tumoral, favorece la transicion epitelio-mesénquima y la migracion e invasion de
células de cancer de mama a través de la via PISK/Akt/mTOR, sin embargo, se ha
observado que la terapia combinada CCL3 y anticuerpos monoclonales dirigidos
contra PD-1 inhiben el crecimiento de células de glioblastoma. Quimiocinas como
CCL2, CCL5, CCL7/8/9, CCL17/18, CCL20 y CCL24/25 solo han mostrado efectos
protumorales en cancer de mama, pulmon, colorrectal, pancreas y gastrico, por
otra parte, aun no se han descrito quimiocinas con efectos puramente
antitumorales (Fujikawa et al., 2021; lwata et al., 2024; Luo et al., 2020; Wang et
al., 2024, Xie et al., 2025).

En cuanto a la subfamilia CXC, Cheng y colaboradores observaron que la
sobreexpresion de CXCL1 y su receptor CXCR2 promueven la invasion tumoral en
el cancer gastrico, en contraparte, Benelli y colaboradores observaron que la
sobreexpresion de CXCL1 inhibe el desarrollo tumoral al limitar el escape de las
células del tumor primario en el cancer de préstata. Actualmente, se sabe que las
quimiocinas CXCL3 y 4 y CXCL6, 7 y 8 solo ejercen funciones protumorales
(Cheng et al., 2011; Benelli et al., 2013; Xie et al., 2025).

La composicion del microambiente tumoral resulta sumamente complejo y
heterogéneo, de igual forma, el tipo de cancer determina en gran medida las
respuestas exitosas a determinados tratamientos, por lo que el uso generalizado
de farmacos y terapias ya no resulta eficiente para tratar el cancer en un contexto

global. Esta problemética actual nos conduce a redisefiar las estrategias
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terapéuticas y a investigar el papel bifasico que puedan presentar la gran variedad
de elementos presentes en el microambiente tumoral para el establecimiento de

tratamientos mas especificos y eficaces segun el tipo de cancer.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Cancer de mama

Una de las neoplasias malignas mas frecuentes en la poblacién femenina a nivel
mundial es el cancer de mama, el cual esta caracterizado por una alta tasa de
proliferacion de células cuyos genes han mutado y, por lo tanto, actlan
suprimiendo y/o estimulando la actividad del ciclo celular de distintos fenotipos

presentes en la glandula mamaria (CDC, 2020).

El sistema de la glandula mamaria estd compuesto por células epiteliales,
fibroblastos y un subconjunto de células madre y progenitoras luminales y basales
gue se encargan de modular los procesos del desarrollo y reparacion de las

glandulas mamarias (Samocha, et al., 2019).

Se sabe que las interacciones entre células epiteliales y mesenquimales son
esenciales para el desarrollo normal de la glandula mamaria, asi como para la
tumorogénesis mamaria. Diversos estudios in vivo e in vitro han demostrado que
las células que componen el microambiente de la glandula mamaria y las
moléculas de la matriz extracelular juegan un papel importante en la modulacion
de la especificidad tisular mamaria normal, asimismo, modulan procesos como el
crecimiento, proliferacion, supervivencia e invasividad de las células de cancer de
mama. También se ha demostrado que la presencia de fibroblastos ayuda al
desarrollo y promueve la proliferacion de las células tumorales mamarias (Polyak,
2007; Samocha, et al., 2019).

Por otra parte, aproximadamente el 70-80% de todos los casos de cancer de

mama no metastasico en etapas tempranas son curables, sin embargo, el cancer
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de mama es una de las neoplasias mas agresivas y la tasa de supervivencia
promedio de manera global es de 5 afios. Por su parte, la tasa de supervivencia
para todos los estadios del cancer de mama triple negativo es de 39% vy, este
porcentaje desciende hasta el 22% cuando el cancer de mama se vuelve

metastasico y se ha propagado a otros tejidos (Harbeck et al., 2019).
e Epidemiologia

El cancer de mama se ha convertido en el mas frecuente de todos los tipos de
cancer que se desarrollan dentro de la poblacion femenina. Durante el 2012, se
estimaron aproximadamente 1.67 millones de casos nuevos a nivel mundial. Para
el aflo 2022, el numero de casos nuevos de cancer de mama aumenté a 2.3
millones aproximadamente, representando el 11.5% del total de casos nuevos y
ocupando el segundo lugar de neoplasias mas frecuentes en ambos sexos a nivel
mundial, solo por debajo del cancer de pulmén (GLOBOCAN, 2012; 2022).

En México, el cancer de mama también es el mas frecuente en las mujeres desde
el afio 2006, cuando superd las tasas de incidencia del cancer cervicouterino.
Histéricamente se ha observado que la mayor frecuencia de cancer de mama se
encuentra en los estados del norte y centro del pais, en general, donde el nivel
socioecondémico y cultural de las mujeres es mas elevado. Por otra parte, en los
estados donde predomina la poblacion indigena y el nivel socioeconémico es

menor, la frecuencia se observa mucho mas baja (Figura 6) (INEGI, 2023).
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Fig 6. Incidencia de cancer de mama en mujeres de 20 afios o mas por entidad federativa
durante 2022 (Modificado de INEGI, 2023).

En cuanto a las tasas de mortalidad, en el mundo se producen aproximadamente
458,000 defunciones al afio por cancer de mama, siendo entre los tumores
malignos la principal causa de muerte en las mujeres. Durante el afio 2022, el
cancer de mama fue la cuarta causa de mortalidad por cancer a nivel mundial con
un namero estimado de 666,103 muertes, lo que representd el 6.8% del total de
muertes por cancer (OMS, 2025; GLOBOCAN, 2022).

Para el afio 2022, se registraron 207,154 casos nuevos de cancer en México en
ambos sexos. En este sentido, 31,043 casos correspondian a cancer de mama, lo
cual representé el 15% del total de casos en ambos sexos y el 27.9% del total de
casos solo en mujeres, mas que cualquier otro tipo de neoplasia maligna. En
cuanto a mortalidad, durante este mismo afio se registraron 8,195 muertes por
cancer de mama, ocupando el primer lugar de muertes por cancer en mujeres con
un 16.5% (Figura 7) (GLOBOCAN, 2022).
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Casos Nuevos en 2022, Muertes en 2022, mujeres,

mujeres, todas las edades todas las edades
5,347 3,397
7,723
3,870
9,057
3,964
42,489

10,348

= Otros canceres (38.2%) = Mama (27.9%) = Otros canceres (44.4%) = Mama (16.5%)
= CaCu (9.3%) = Tiroides (8.1%) = CaCu (9.9%) = Colorrectal (8%)
= Colorrectal (6.9%) Cuerpo Uterino (4.8%) = Higado (7.8%) Estdmago (6.8%)

Fig 7. Incidencia y Mortalidad de cancer en México durante 2022. Se observa que el cancer de
mama ocupa el primer lugar en casos nuevos y muertes en cuanto a cancer se refiere (Modificado
de GLOBOCAN, 2022).

e Factores de riesgo

A pesar de que las pruebas de deteccidn temprana y los tratamientos han
mejorado, las medidas preventivas siguen siendo un desafio importante. El
aumento en la tasa de incidencia del cancer de mama se debe mayoritariamente a
los cambios demogréficos, las tendencias reproductivas y los cambios en el estilo
de vida, debido a esto, comprender los factores de riesgo del cAncer de mama es

crucial para desarrollar estrategias preventivas contra esta enfermedad.

De manera general, los factores de riesgo del cancer de mama incluyen la
predisposicién genética, los antecedentes reproductivos, el estilo de vida y las
influencias hormonales, los cuales determinan la susceptibilidad de una persona a
desarrollar esta enfermedad (Figura 8) (Momenimovahed & Salehiniya, 2019).
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Fig 8. Factores de Riesgo del Cancer de Mama. Los factores de riesgo no modificables se
observan de color rojo, los modificables de color verde y los factores de antecedentes
reproductivos de color azul (Modificado de Garcia-Sancha et al., 2025)

Dentro de los factores no modificables se encuentran las mutaciones de la linea
germinal (BRCA, TP53 y PTEN), y aunque estos representan entre el 5-10% de
todos los casos de cancer de mama, pueden comprometer los mecanismos de
reparacion del ADN y desencadenar inestabilidad gendémica y un aumento de la
tumorogénesis. Las mujeres con mutaciones en el gen BRCAL presentan un
riesgo acumulativo de cancer de mama de entre 44-78%, mientras que para los
portadores con mutaciones en BRCA2 el riesgo se estima entre 31-56%. Cabe
destacar que los portadores de BRCAL desarrollan con mayor frecuencia canceres
de mama triple negativos. Otros genes de alta penetrancia relacionados con el
desarrollo de esta enfermedad son TP53, PTEN, STK11 y CDH1. Las mutaciones
del gen TP53 se vinculan al sindrome de Li-Fraumeni, aumentando
significativamente la susceptibilidad a multiples tumores. Asi mismo, el cancer de
mama es la neoplasia de mayor frecuencia con mutaciones en TP53, con
aproximadamente el 50% de los casos diagnosticados antes de los 30 afios. Por

su parte, las mutaciones de PTEN, STK11l y CDH1 aumentan el riesgo de
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desarrollar cancer de mama en un 85%, 32% Yy del 39-52% respectivamente (Miki
et al., 1994; Malkin et al., 1990; Lynch et al., 1997; Pharoah et al., 2001).

Se sabe ampliamente que el cAncer de mama afecta principalmente a la poblacién
femenina debido a las influencias hormonales y al desarrollo y funcion de las
glandulas mamarias, sin embargo, el cancer de mama también puede afectar a
hombres, aunque representan menos del 1% de todos los casos a nivel mundial.
Por su parte, la edad es considerada uno de los factores mas determinantes para
el desarrollo de cualquier tipo de cancer. En este sentido, esta ampliamente
demostrado que a una edad mas avanzada se presenta una mayor acumulacion
de alteraciones genéticas, epigenéticas y un mayor numero de células
senescentes, lo cual conduce a una mayor susceptibilidad a la carcinogénesis.
Ademas, aproximadamente el 80% de todos los casos de cancer de mama a nivel
mundial ocurren en mujeres mayores de 50 afios, con una edad media estimada
de 60-65 afos en el momento del diagndstico (Shiovitz & Korde, 2015; Qing et al.,
2020; DeSantis et al., 2019).

El desarrollo de cancer de mama varia ampliamente entre diversos grupos étnicos.
Por ejemplo, las mujeres no hispanas presentan las tasas de incidencia mas
elevadas en comparacion con el resto de la poblacion mundial. No obstante, las
mujeres negras tienden a desarrollar cAncer de mama mas rapido que las mujeres
blancas, aproximadamente entre los 40-45 afios. Un fenbmeno interesante es el
hecho de que las mujeres asiaticas que habitan en los paises occidentales
presentan una incidencia similar a las mujeres blancas después de varias
generaciones, lo que pone en evidencia el papel de los factores ambientales y la
alimentacion en el desarrollo del cancer. Por su parte, la poblacion negra en
general presenta tasas de mortalidad por cAncer de mama mas elevadas en todas
las edades, ademas, este grupo racial tiende a desarrollar con mayor frecuencia
tumores de mama triple negativos. Se ha tratado de dilucidar cuales son las
modificaciones genéticas mas significativas que influyen en las diferencias al
momento del desarrollo tumoral del cancer de mama, en este sentido, Porter y

colaboradores observaron que las mujeres negras muestran una mayor expresion
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de la ciclina E1, lo cual conduce a una tasa de proliferacion mas elevada. Por su
parte, Keenan y colaboradores observaron una mayor frecuencia de mutaciones
en el gen TP53 en mujeres negras (Gomez et al., 2010; DeSantis et al., 2019;
Chlebowski et al., 2005; Porter et al., 2004; Keenan et al., 2015).

La probabilidad de desarrollar cancer de mama aumenta significativamente
cuando un mayor numero de familiares de primer grado han sido afectados por
esta enfermedad. Se ha demostrado que el riesgo relativo es de 1.80 cuando hay
un familiar de primer grado afectado, 2.93 cuando son dos familiares y 3.90
cuando aumenta hasta tres el numero de familiares afectados. Por otra parte, este
riesgo aumenta el doble cuando los familiares afectados fueron diagnosticados
antes de los 50 afios (Brewer et al., 2017).

Aproximadamente 1 de cada 10 mujeres con cancer de mama que presentan una
tasa de supervivencia mayor a un afio posterior a la radioterapia o quimioterapia
desarrollan un segundo tumor primario. En contraparte, el cancer de mama
también es uno de los tumores secundarios mas comunes en personas que
recibieron radioterapia toracica para el tratamiento de un cancer previamente
desarrollado. Este hecho pone en evidencia los efectos carcinogénicos de la
radiacion, ademas, Brenner y colaboradores realizaron un analisis de la incidencia
de cancer de mama en mujeres sobrevivientes a los efectos de la radiacion
provocados por las bombas lanzadas en Hiroshima y Nagasaki durante la segunda
guerra mundial, observaron una relacién significativa entre los niveles de radiacion
y un riesgo relativo de 1.56 de desarrollar cancer de mama (Ramin et al., 2021;
Brenner et al., 2018).

Durante décadas se ha descrito ampliamente que la menarquia temprana y la
menopausia tardia se asocian significativamente a un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama, esto debido a que la exposicion del tejido mamario a los
estrogenos se ve prolongado durante mas tiempo. Esta exposicidon constante
mejora la proliferacion de células epiteliales de la mama y regula positivamente la
expresion de factores de crecimiento y mediadores inflamatorios, facilitando la
inestabilidad gendmica y por ende el desarrollo tumoral. Se estima que la edad
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promedio del inicio de la menarquia ha disminuido drasticamente desde 1850, de
16.5 afos a 12 afos actualmente, asimismo, la edad promedio de la menopausia
ha ido en aumento, desde los 49 afios en mujeres que nacieron en la década de
1910, 51 afios en mujeres nacidas en 1930, hasta los 53 afios en mujeres nacidas

en la década de los 60’s en adelante (Key et al., 2002; Parent et al., 2003).

En el afio 2005, la Agencia Internacional para la Investigaciébn sobre el Cancer
(IARC, del inglés International Agency for Research on Cancer) clasifico la
combinacion de anticonceptivos orales y la terapia hormonal sustitutiva como
elementos tumorogénicos del grupo 1, evidenciando que se presenta un mayor
riesgo de desarrollar cancer de mama en mujeres que usan estos farmacos.
Ademas, un metaandlisis realizado en 1994 informé que las mujeres que usaron
anticonceptivos orales presentaron un aumento en el riesgo relativo de desarrollar
cancer de mama, siendo persistente hasta 10 afios después de suspender el

tratamiento (Cogliano et al., 2005).

Dentro de los mecanismos modificables, se sabe que la dieta y el tipo de
alimentacion influye considerablemente en el desarrollo de cualquier enfermedad y
el cancer, particularmente el cancer de mama, no es la excepcion. Recientemente
se ha considerado que la ingesta de micronutrientes participa en el proceso
carcinogénico, por ejemplo, Brown y colaboradores observaron que el consumo de
fésforo en altas concentraciones (1800 mg/dia) aumenta 2.3 veces el riesgo de
desarrollar cAncer de mama. Por su parte, el estudio de Investigacion Prospectiva
Europea sobre el Cancer y la Nutricion han demostrado que duplicar la ingesta de
fibra diaria reduce en un 40% el riesgo de desarrollar cancer colorrectal y, aunque
los efectos protectores de la fibra han sido mayormente estudiados en modelos de
cancer colorrectal, hay evidencia de que el consumo de frutas y verduras reduce el
riesgo de desarrollar cancer de mama, no obstante, esta relacion aun permanece
precaria. En consonancia con la alimentacion, la obesidad también se considera
un factor de riesgo determinante para el desarrollo de cancer, por ejemplo, se
sabe que las personas obesas muestran un estado inflamatorio crénico

prolongado que facilita el desarrollo tumoral. Por otra parte, un metaanalisis del
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2008 que recopilé datos de 2.5 millones de mujeres mostro resultados paradojicos
pero interesantes, en este sentido, informaron que por cada aumento de 5 kg/m?
sobre el IMC en mujeres premenopausicas redujo en un 8% el riesgo de
desarrollar cancer de mama, en contraparte, en mujeres postmenopausicas el
riesgo aumentd en un 12% (Brown et al., 2023; Bingham et al., 2003; Elio &
Teresa, 2003).

En el siglo XVIII, Bernardino Ramazzini observé una mayor incidencia de cancer
de mama en monjas en comparacion con mujeres casadas que tenian hijos, lo que
sugeria una posible relacion entre el historial reproductivo y el cancer de mama.
Fue en 1926 cuando la epidemibloga Janet Lane-Claypon observdé que la
incidencia de cancer de mama era mayor en mujeres de nula paridad, paridad
tardia o que no amamantaban a sus hijos, de igual forma, observé que esta
incidencia disminuia cuando las mujeres tenian un mayor nimero de hijos. En la
actualidad, se sabe que un embarazo temprano presenta efectos protectores a
largo plazo contra el desarrollo de cancer de mama, reduciendo en un 50% el
riesgo de desarrollar esta enfermedad, ademas, el nUmero de embarazos y la
duracion de la lactancia materna mejoran este efecto protector a largo plazo
(Lane-Claypon, 1926; Meier-Abt & Bentires-Alj, 2014).

e Fisiopatologia

Particularmente, el cancer de mama tiene origen en distintas zonas anatémicas
del seno, el cual se constituye por tres estructuras principalmente: los lobulillos, los
conductos y el tejido conectivo. Generalmente, la mayor parte de casos
diagnosticados de cancer de mama comienzan su desarrollo en los conductos y
en los lobulillos, representando entre el 70-80% y 5-7% respectivamente (CDC,
2020).

En 2017, Maffuz-Aziz y colaboradores realizaron un estudio descriptivo sobre las
caracteristicas clinicas y patolégicas de mujeres con diagnostico confirmatorio de
cancer de mama registradas en la base de datos del IEM-FUCAM. Las

caracteristicas evaluadas incluyeron la edad, el estadio clinico, el tipo y grado
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histoldgico y el subtipo biologico. Fueron analizados un total de 4411 casos de

mujeres con cancer de mama (Maffuz-Aziz et al., 2017).

Se observo que, en el momento del diagnostico, la edad promedio era de 53.7
afos, siendo el grupo de 41 a 50 afios de edad el mas afectado (Figura 9). En
cuanto al estadio clinico en el momento del diagnéstico, se observé un 6.8% de
carcinomas in situ (etapa 0), un 36.4% en etapas tempranas (I y ll1A), un 45.2% en
etapas localmente avanzadas (1IB, llIA, IlIB y HIIC), un 7.7% con enfermedad
metastasica y un 3.9% no clasificable (NC) por manejo inicial externo a los datos
registrados en el IEM-FUCAM (Figura 10) (Maffuz-Aziz et al., 2017).

De los 4411 casos de cancer de mama analizados y en relacién con la
clasificacion histopatolégica establecida por la Organizacion Mundial de la Salud,
el tipo histopatologico mas frecuente fue el carcinoma ductal con una
representacion del 79% del total de casos evaluados (Figura 11). En este sentido,
del total de carcinomas ductales invasores, el 9.1% correspondia a tumores bien
diferenciados, el 54.1% a tumores moderadamente diferenciados y el 34.6% a
tumores pobremente diferenciados (Maffuz-Aziz et al., 2017).
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Fig 9. Distribucién del cancer de mama por edad. Andlisis de 4411 casos de cancer de mama
registrados en el IEM-FUCAM (Modificado de Maffuz-Aziz et al., 2017).
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Fig 11. Frecuencia de los tipos histopatoldgicos de cancer de mama. El carcinoma ductal y el
carcinoma lobulillar representan los dos tipos histopatolégicos méas frecuentes en México y a nivel
mundial (Modificado de Maffuz-Aziz et al., 2017).
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Derivado de los trabajos de Perou y colaboradores, se han identificado diferentes
fenotipos de cancer de mama determinados por la variacién de la expresion
genética de las células, estableciendo la identificacion de cuatro subtipos
bioldgicos. Estos subtipos incluyen el fenotipo luminal, el fenotipo luminal HER-2
positivo, el fenotipo HER-2 positivo puro y el fenotipo triple negativo (Perou, Sorlie,
Eisen et al., 2000).

Los fenotipos luminales son aquellos que expresan receptores a estrdgenos o a
progesterona a nivel nuclear y se ha demostrado que esta expresion es un factor
determinante en la respuesta al tratamiento hormonal contra el cancer de mama.
Por otra parte, la sobreexpresion del oncogén HER-2 se ha considerado como un
marcador de mala evolucion en ausencia de tratamiento dirigido contra HER-2, lo
cual se manifiesta como un aumento en la capacidad metastasica de células
tumorales y una supervivencia libre de recurrencia y supervivencia global
disminuidas. Ademas, el anticuerpo monoclonal Ki67 especifico contra antigenos
nucleares también se considera un factor pronéstico, generalmente se expresa en
células que se encuentran en proliferacion y contribuye a la determinacion del
fenotipo luminal A (RE+, RP+, HER2- y Ki67 < 20%) o luminal B (RE+, RP+,
HER2-/+y Ki67 > 20%) (Perou et al., 2000).

En este sentido, en 2015, Kast y colaboradores analizaron patrones de metastasis
en diferentes fenotipos de cancer de mama clasificados en luminal A, luminal
B/HER-2 negativo, triple positivo, HER-2 puro y triple negativo. Los investigadores
analizaron el estadio del tumor al momento del primer diagndstico, asi como el
momento y sitio de metastasis al momento del primer diagnéstico de enfermedad
metastasica, en este trabajo se evaluaron muestras tumorales de 2284 pacientes
con cancer de mama primario. Haciendo hincapié en los casos de cancer de
mama triple negativo, los resultados de este analisis mostraron que el 75.9% de
estos pacientes con una tasa de supervivencia libre de recurrencia a 3 afios
expresaban el fenotipo triple negativo. De la misma manera, este fenotipo se
presentd con una frecuencia del 45.5% en los casos de enfermedad metastasica
(Kast, Link, Friederich et al., 2015).
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Generalmente, la tasa de supervivencia global tiende a ser mas favorable en
aquellos pacientes cuyos tumores mamarios resultan positivos a la expresion de
receptores hormonales, como en el caso de los fenotipos luminal A y luminal B,
seguido de aquellos pacientes que presentan altos niveles de expresion del
oncogén HER-2 (particularmente todos aquellos que reciben el tratamiento anti-
HERZ2). Por otra parte, los pacientes que presentan el prondstico y la esperanza
de vida mas desfavorable son aquellos con tumores que no expresan receptores
hormonales y tampoco expresan el receptor HER-2, es decir, aquellos que por sus
caracteristicas fenotipicas se han denominado triples negativos (Kast, Link,
Friederich et al., 2015).

Interleucina 8 (IL-8)

La interleucina 8 (IL-8) es una citocina de naturaleza proinflamatoria perteneciente
a la familia de las quimiocinas. Fue purificada y clonada por primera vez como
factor quimiotactico de neutroéfilos en el sobrenadante de células mononucleares
humanas que se estimularon con lipopolisacaridos, derivado de esto, se ha
observado que presenta actividad quimiotactica para  leucocitos
polimorfonucleares, monocitos, células dendriticas y linfocitos T y B (Matsushima
et al., 1992; Strieter, 2002).

La IL-8 es un miembro de la familia de quimiocinas CXC, por lo tanto, también se
denomina CXCLS8 en relacion a los sistemas de nomenclatura para quimiocinas. El
gen que codifica para esta citocina se ubica en la posicion ql12-g21 del
cromosoma 4 en seres humanos y consta de cuatro exones y tres intrones.
Ademas, la region 5’ de IL-8 contiene estructuras en forma de cajas “CCAAT” y
“TATA” y posee varios sitios de union para factores transcripcionales (Figura 12)
(Luster, 1998; Wu et al., 1997).
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Fig 12. Representacion de la secuencia de aminoacidos del promotor del gen que codifica
para IL-8. Se enmarcan en cuadros de colores los sitios de unién identificados para los factores de
transcripcion que regulan la expresion del gen que codifica para la IL-8 (Modificado de
Nourbakhsh, 2001).

El ADNc de IL-8 codifica una proteina precursora de 99 aminoacidos que se
escinde para formar proteinas maduras de aproximadamente 72-77 amino&cidos.
La IL-8 puede ser sintetizada y secretada por leucocitos y por células soméaticas
no leucociticas, incluidas las células endoteliales, fibroblastos y células epiteliales.
En condiciones fisiolégicas, la expresion de IL-8 no es de origen constitutivo, sino
inducible por otras citocinas proinflamatorias y otros estimulos presentes en el
microambiente extracelular, mientras que sus receptores homélogos (CXCR1 y
CXCR2) se expresan tipicamente en monocitos, granulocitos y células
endoteliales. La producciéon de IL-8 depende ampliamente de la activacion en la
via de sefializacion NF-kB y genera de manera candnica la activacion de las
cascadas de sefializacion PI3K/Akt y MAPK (Baggiolini et al., 1997; Matsushima et
al., 1992; Liu et al., 2016).

La expresion de IL-8 asociada al desarrollo tumoral se observé por primera vez en
1991 en lineas celulares de melanoma maligno y se considerd que su expresion
desempefiaba un papel en la regulacién del crecimiento y la metastasis del
melanoma. Se ha demostrado que la expresion de IL-8 influye en la biologia de

diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer de colon, prostata, mama, pancreas
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y pulmon. Estos tumores se caracterizan por altos niveles de expresion de IL-8,
aunado a una expresion y sefalizacion desregulada de su receptor (Zachariae et
al., 1991).

Entre los diversos mecanismos que contribuyen a la progresion tumoral se
encuentra el fenobmeno de Transicion Epitelio-Mesénquima, un proceso de
plasticidad fenotipica que aumenta la motilidad e invasividad de las células
tumorales e influye en el microambiente tumoral al promover la secrecion de
factores solubles como IL-8. Esta quimiocina presenta multiples funciones pro-
tumorales, las cuales incluyen el aumento en la capacidad proliferativa y la
transformacién de células malignas en un fenotipo migratorio 0 mesenquimatoso,
ademas, se ha observado que favorece la angiogénesis tumoral y el reclutamiento
de células inmunosupresoras que expresan puntos de control inmunitario a nivel
membranal (Cheng et al., 2019; Fousek et al., 2020).

e Receptor alL-8y vias de sefializacion

La funcién de la IL-8 se basa en su interaccion con receptores acoplados a
proteinas G presentes en la superficie celular, CXCR1 (IL-8ra) y CXCR2 (IL-8rB),
los cuales estan codificados por un gen ubicado en la region q33-q36 del
cromosoma 2 en seres humanos. La uniéon de IL-8 a estas dos isoformas de
receptores desencadena diferentes vias de sefalizacion, aunque CXCR2 se
considera su principal receptor funcional. Ademéas, se ha observado que la
interaccibon CXCL8/CXCR1 promueve principalmente la proliferacion tumoral,
mientras que la interaccion CXCL8/CXCR2 promueve la migracién y angiogénesis
(Brat et al., 2005; Araki et al., 2007).

Se ha observado que la via PI3K/Akt actia como la principal sefial intracelular de
IL-8, la activacién de esta cascada desempefia un papel fundamental en la
supervivencia, la angiogénesis y la migracion tumoral. También se ha demostrado
la activacion de la cascada de sefializacion Raf-1/MAP/Erk perteneciente a las

MAPK inducida por IL-8 tanto en neutrofilos como en células de cancer de
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prostata, este mecanismo de activacion es a través de la via PI3K/Akt en
neutréfilos y mediante la transactivacion del EGFR en lineas celulares de cancer
de ovario y de pulmén (Knall et al., 1996; Luppi et al., 2007).

La IL-8 también estimula la sefalizacion de la Fosfolipasa C (PLC) que a su vez
induce la fosforilacion de la Proteina Cinasa C (PKC). Se ha observado que IL-8
promueve la migracion de células tumorales humanas mediante la activacion de la
via de sefalizacion PKC dependiente de PLC, este mecanismo aunado a un
aumento en la concentracion de Ca*? citosélico por acciéon del IPs regulan el

citoesqueleto de actina, potenciando la migracién tumoral (Lang et al., 2002).

En el 2017, Guo y colaboradores demostraron que la activacion de CXCR1/2
inducida por IL-8 promovia la activacion del factor de transcripcion STAT3 en
células PC-3 de cancer de pristata, ademas, esta activacion fue dependiente de la
concentracion de IL-8. En relacion a esta activacion, observaron que la
fosforilacibn de este elemento promovia significativamente la capacidad
proliferativa y migratoria de estas células. Este resultado es interesante debido a
que STAT3 es un elemento que regula positivamente la expresion de citocinas
proinflamatorias en el microambiente tumoral, entre ellas la IL-8, o que sugiere un
posible mecanismo de retroalimentacion positiva entre IL-8/STAT3. Ademas,
STAT3 y NF-xB pueden interactuar fisicamente para potenciar la expresion de

genes relacionados con el potencial metastasico (Guo et al., 2017).

Como resultado de la activacién de diversas cascadas de sefializacion, se ha
demostrado que la actividad de multiples factores de transcripcion se induce en
respuesta a la sefalizacion de IL-8. En este sentido, se ha demostrado que la
sefalizacion de IL-8 aumenta la actividad transcripcional del NF-xB y que esta
respuesta podria estar mediada por la fosforilacion de la quinasa IkK promovida
por Akt como parte de la via PI3K o como parte de la activacion de STAT3 (Figura
13) (Wilson, Purcell, Seaton et al., 2008).
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Fig 13. Vias de sefalizacion activadas por la interaccion CXCL8-CXCR1/2. CXCL8 se une a
sus receptores acoplados a proteinas G, las subunidades Ga y By estimulan principalmente a PI3K
para fosforilar Akt, el cual puede activar a NF-kB. Estas vias activan diversos factores de
transcripcion relacionados con el potencial metastésico (Modificado de Liu et al., 2016).

e IL-8 en cancer

IL-8 influye directamente en los tumores modificando sus caracteristicas mediante
la transicion de células tumorales a un fenotipo mesenquimal, es decir, a un
estado de células migratorias o a través de la promocién de la capacidad

proliferativa (Fousek et al., 2020).

La expresion de los receptores para IL-8 en células tumorales, endoteliales y
macréfagos asociados a tumores sugiere que la secrecion de la IL-8 por parte de
las células tumorales influye en el establecimiento del nicho metastasico idoneo
para la progresion tumoral. Se ha demostrado que la activacién de los receptores
para IL-8 promueve una respuesta angiogénica, favoreciendo la proliferacion,
supervivencia y migracion de las células endoteliales y tumorales. La expresion de
los receptores CXCR1/2 en lineas celulares de cancer y en biopsias de tejidos

tumorales sugiere que las células tumorales son susceptibles a los efectos de la
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sefalizacion autocrina y paracrina de IL-8, lo cual se ha asociado fuertemente con
la estimulacion de la proliferaciébn, migracion e invasion celular y, mas
recientemente, en favorecer la resistencia a la apoptosis inducida por estrés (Brat
et al., 2005; Lang et al., 2002; Yao et al., 2007; Maxwell et al., 2007).

En el contexto del cancer de mama, todas las células expresan las isoformas del
receptor a IL-8, CXCR1/2, el aumento en los niveles de expresion de esta citocina
se ha detectado principalmente en casos de cancer de mama con receptor a
estrdgenos y progesterona negativos y HER-2 positivo. También se ha
demostrado que la induccion de la transicion epitelio-mesénquima (EMT, del inglés
epithelial-mesenchymal transition) en células tumorales aumento
consecuentemente la actividad del eje IL-8/IL-8R, en este sentido, la secrecion de
IL-8 por células tumorales mesenquimales fue capaz de inducir la EMT en células
epiteliales circundantes; es importante destacar que el bloqueo de los receptores
para IL-8 disminuyo significativamente la capacidad invasiva de las células de
cancer de mama en condiciones in vitro (Zuccari et al., 2012; Fernando et al.,
2011).

En relacion al cancer de préstata, se ha observado que la interaccion
CXCL8/CXCR2 promueve el crecimiento de células resistentes a la castracion y la
proliferacion de células AIPC (del inglés, Androgen-Independent Prostate Cancer)
activando la expresion de ciclina D1 dependiente de las vias de sefalizaciéon
PI3K/Akt y MAPK. Aunque la IL-8 es capaz de promover la progresion del cancer
de prostata mediante el reclutamiento de células del estroma adiposo, dicho efecto
es bloqueado por anticuerpos CXCR1/2. Por otra parte, se ha observado un
estadio patolégico avanzado del cancer de prostata asociado a una mayor
expresion del ARNm que codifica para la IL-8 (Araki et al., 2007; Zhang et al.,
2016; Uehara et al., 2005).

También se han detectado altos niveles de IL-8 en céancer de pulmon,
particularmente en Cancer de Pulmén de Células no Pequefias (NSCLC, del inglés
Non-Small-Cell Lung Cancer). El papel mitogénico de IL-8 en el cancer de pulmon

estd mediado principalmente a través de su interaccion con la isoforma CXCRL1.
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Se ha observado que la IL-8 circulante puede predecir el riesgo de cancer de
pulmon, debido a que estd regulado positivamente antes del diagndstico clinico.
Ademas, los altos niveles de expresiéon del ARNm que codifica para la IL-8 se
asociaron significativamente con etapas mas avanzadas, metastasis en ganglios
linfaticos distantes, una tasa de supervivencia mas reducida y una recaida
temprana del NSCLC (Smith et al., 1994; Yuan et al., 2002).

La inhibicion de la sefalizacion de IL-8 puede sensibilizar a las células tumorales a
la quimioterapia convencional y a las nuevas estrategias terapéuticas. No
obstante, se ha observado que la exposicion prolongada a numerosos agentes
quimioterapéuticos induce la expresion y secrecion de IL-8. Se ha demostrado que
estos agentes inducen la regulacion transcripcional al alza de los genes que
codifican para IL-8 y para las dos isoformas del receptor a IL-8. Por otra parte,
como consecuencia de que la sefalizacion de IL-8 est4 acoplada a la regulacion
de genes de la familia Bcl-2 y IAP, la inhibicién de esta via sensibiliza a las células

tumorales a la muerte celular (Wilson, Purcell, Seaton et al., 2008).

Ligando 1 de muerte programada (PD-L1)

El ligando 1 de muerte programada (PD-L1), también denominado CD274 u
homélogo 1 de B7, es una proteina que esta codificada por el gen PDCDL1
ubicado en la posicion p24.1 del cromosoma 9 en seres humanos. PD-L1 es una
proteina transmembranal que posee funcién reguladora y fue identificado por
primera vez en 1999 en la Clinica Mayo. Se ha observado que favorece la
supresion de las respuestas inmunoldgicas en procesos como la presentacion de
antigenos a linfocitos, trasplantes y procesos patoldgicos como enfermedades

autoinmunes, infecciones y cancer (NCBI, 2021; Dong et al., 1999).

Por su parte, la proteina PD-1 descrita por primera vez en 1992 por Honjo y
colaboradores, se expresa principalmente en células del sistema inmunoldgico y
tiene dos ligandos: PD-L1 y PD-L2. La interaccion de la via PD-1/PD-L2 presenta

una afinidad 2 a 6 veces mayor en comparacion con la interaccion de la via PD-
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1/PD-L1, sin embargo, PD-L1 es el ligando principal de PD-1. Honjo y Dong
permitieron que Freeman y colaboradores demostraran que PD-1 est& vinculado a
PD-L1, la funcion especifica de la interaccion entre estas dos proteinas se observo
en ratones con deficiencia de PD-1, los cuales desarrollaron enfermedades
autoinmunes que variaban segun la naturaleza genética de los ratones. Estos
resultados demostraron que la interaccion PD-1/PD-L1 desempefia un papel
importante en la supresion de las respuestas de linfocitos T in vivo (Honjo et al.,
1992; Youngnak et al., 2003; Freeman et al., 2000).

El sistema inmunoldgico reconoce y emite sefales de defensa frente a antigenos
extrafios, este proceso induce la proliferacion de linfocitos T CD4* y T CD8*
especificos para esos antigenos. La unién de PD-L1 a PD-1 transmite una sefial
inhibitoria a los linfocitos T con la finalidad de reducir su proliferacion vy
diferenciacion a células efectoras. En este sentido, se ha observado que PD-L1 se
encuentra sobreexpresado en un gran numero de células tumorales, y que el
blogueo de esta proteina a través de anticuerpos monoclonales reduce
significativamente el crecimiento y la proliferacion de células cancerosas en

presencia de células inmunoldgicas (Chemnitz et al., 2004; Dong et al., 2002).

e Estructuray funcion de PD-L1

PD-L1 es una glucoproteina transmembranal de 290 aminoacidos que consta de
dos dominios extracelulares de tipo IgV (D1) e IgC (D2), una secuencia sefial, un
dominio transmembranal hidrofébico y un dominio intracelular corto anfipatico que
contiene secuencias filogenéticamente conservadas que regulan su sefializacion
intracelular. I1gV presenta un dominio similar a los anticuerpos con regiones
similares a las CDR (Regiones Determinantes de Complementariedad) que forman
el sitio de unién a PD-1. PD-L1 esta anclado a la membrana celular por una
secuencia transmembranal, seguida de una region intracelular que contiene tres
secuencias conservadas: los motivos RMLDVEKC, DTSSK y QFEET. En un
estudio del 2017, se demostrd que esta region intracelular transduce sefales
protectoras y de supervivencia para las células tumorales frente a los efectos

citotoxicos de IFN-B, estas funciones protectoras estan mediadas por sefiales
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asociadas con los motivos RMLDVEKC y DTSSK, mas que con el motivo QFEET,
cuya eliminacion no alterd los efectos protectores de PD-L1 sobre las células
tumorales (Figura 14) (Keir et al., 2008; Gato-Cafias et al., 2017).

Region Regidn Regidon
Extracelular Transmembranal Intracelular
EEEA
A 8 O A
I I = m | 1
- -
- -
SS QFEET
- -
- -
Dominio Dominio 5 = Dominios de sefalizacién
Variable Constante :. : intracelular

Fig 14. Estructura gréfica de PD-L1. El dominio IgV permite que PD-L1 se una a PD-1, ademas,
los dominios de sefalizacion intracelular son mediadores de la proteccién y la regulacién negativa
contra las respuestas citotéxicas de linfocitos T (Modificado de Gato et al., 2017).

Diversas investigaciones han demostrado la existencia de diferentes formatos de
PD-L1, estas formas de PD-L1 han sido descritas como PD-L1 membranal (mPD-
L1), PD-L1 citoplasméatico (cPD-L1), PD-L1 nuclear (nPD-L1) y PD-L1 soluble
(sPD-L1), ademas, se ha propuesto que el formato de PD-L1 afecta de manera

diferente la inmunidad contra el cancer (Wu et al., 2019; Ghebeh et al., 2010).

De manera general se han descrito dos funciones principales que favorecen la
progresion tumoral inducida por PD-L1. Canonicamente, es una potente molécula
inmunosupresora que inhibe la activacion de linfocitos T especificos de tumores al
unirse a su receptor PD-1, el formato mPD-L1 establece sus efectos inhibitorios al
unirse a PD-1, promoviendo la secrecion de IL-10 en lugar de IL-2. La regién
intracelular de PD-1 estd compuesta por secuencias motivo de cambio basados en
tirosina (ITSM) y de una secuencia motivo de inhibicién basadas en tirosina (ITIM),
La sefial de PD-1 solo se genera cuando se entrecruza con un receptor de
linfocitos B o T y la estimulacién del TCR fosforila residuos de tirosina dentro de
los motivos ITIM e ITSM presentes en la region intracelular de PD-1, el cual recluta

a las fosfatasas SHP-1 y SHP-2 y provoca la desfosforilacion de moléculas de
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sefalizacion rio abajo de CD28 y del TCR, tales como CD3 y ZAP70 (Figura 15)
(Escors et al., 2018; Boussiotis et al., 2014; Yokosuka et al., 2012).

CELULA
TUMORAL

IFN-y

Antigeno
Tumoral g

de PD-1

-

LINFOCITO T

Fig 15. Efectos supresores generados por la interaccion PD-L1/PD-1. La proliferacién y
diferenciacion se ven reducidas por los efectos inhibitorios de SHP-1 y SHP-2 sobre las vias de
sefializacion activadoras rio abajo en los linfocitos T (Modificado de Kythreotou et al., 2017).

Por otra parte, de manera no canonica se ha descrito que el formato mPD-L1
también puede desencadenar la activacion de sefales intracelulares que
promueven la supervivencia de las células tumorales, ademas de regular las
respuestas al estrés en el microambiente tumoral y conferir resistencia a los
estimulos pro-apoptéticos de manera independiente a su unién con PD-1. Mas
recientemente, se ha demostrado un posible papel de PD-L1 como un factor de
transcripcion al translocarse al ndcleo de las células tumorales y promover la

expresion y secrecién de Gas6 para activar la via de sefalizacion MerTK en el
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cancer de pulmoén de células no pequefas (Gato-Cafias et al., 2017; Du et al.,
2020).

Esta ampliamente demostrado que PD-L1 favorece la progresion tumoral al
suprimir la actividad del sistema inmunoldgico, sin embargo, se sabe muy poco
acerca de los efectos que ejerce PD-L1 en las propias células tumorales. En este
sentido, Alkaabi y colaboradores demostraron el papel de PD-L1 independiente de
su unioén al receptor PD-1 en células de Cancer de Mama Triple Negativo, MDA-
MB 231. Este estudio consistio en eliminar la expresion de PD-L1 mediante la
técnica CRISPR-Cas9 utilizando tres disefios de particulas lentivirales. Los
investigadores demostraron que la eliminacién de PD-L1 inhibié significativamente
la proliferacion, la formacion de colonias y la capacidad migratoria e invasiva de
las células MDA-MB 231, ademas, redujo el crecimiento tumoral in vivo en la
membrana corioalantoidea (MCA) de embrion de pollo. De igual forma y como se
menciond anteriormente, Du y colaboradores en el 2020, demostraron que PD-L1
podia translocarse al nucleo a través de su interaccion con KPNB1 (Carioferina (3),
se observd que el formato nPD-L1 se acopl6 al factor de transcripcion Spl para
promover la expresion del ARNm que codifica para Gas6 y posteriormente
estimular su secrecion, iniciando la activacion de la cascada de sefalizacion
Gas6/MerTK y promoviendo la proliferacion de las células HCC827 y H1299. Estos
hallazgos demostraron por primera vez la posible funcién de PD-L1 como factor de
transcripcion en la promocién de la capacidad proliferativa del NSCLC (Alkaabi et
al., 2023; Du et al., 2020).

e Regulacién de la expresion de PD-L1

Clasicamente, PD-L1 se expresa en células de origen mieloide tales como células
dendriticas y macréfagos, sin embargo, se ha informado acerca de su expresion
en células tumorales. La expresion de PD-L1 esta regulada positivamente en
diversas lineas de células cancerigenas debido a la amplia variedad de estimulos

inflamatorios presentes en el microambiente tumoral (Ritprajak & Azuma, 2015).
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La expresion de PD-L1 estd regulada principalmente mediante dos vias de
sefalizacion; la via Ras/MEK/ERK vy la via PI3K/Akt, ademas, esta expresion se
puede clasificar en constitutiva e inducible, dependiendo de la naturaleza de los
estimulos provenientes. En las células tumorales, la expresion constitutiva de PD-
L1 esta inducida por alteraciones en las vias de sefializacién que regulan a genes
oncogeénicos o0 genes supresores de tumores, por activacion de factores de
transcripcion mutados o por alteraciones gendmicas y amplificacion de genes
mutados. Por su parte, la expresion inducible de PD-L1 se refiere a la activacion
de sefales inflamatorias reguladas por el mismo PD-L1 de células tumorales o
provenientes de las células inmunitarias presentes en el microambiente tumoral.
Las investigaciones han demostrado que diversas citocinas pueden inducir la
expresion de PD-L1, tales como IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-4 (Ju et al., 2020; Sun et
al., 2018).

Diversas células tumorales expresan altos niveles de PD-L1 constitutivo, lo cual se
explica mediante la activaciéon oncogénica de las vias de sefalizacion que incluyen
Ras/MEK/ERK, JAK/STAT y PI3K/Akt. La regulacion positiva de PD-L1 mediada
por la activacién descontrolada de estas vias les permite a las células tumorales
adaptarse a los ambientes inflamatorios al contrarrestar las respuestas del sistema
inmunologico mediante la supresion de la activacion de los linfocitos T, ademas,
recientemente se ha demostrado que la hipoxia y los mecanismos epigenéticos
que involucran la actividad de los microARN también presentes en el
microambiente tumoral estan relacionados con la regulaciéon de la expresion de
PD-L1 (Ju et al., 2020; Noman et al., 2014).

e PD-L1 constitutivo

Esta demostrado que los reordenamientos gendmicos, incluyendo la amplificacion
y la translocacion en la region p24.1 del cromosoma 9, estan ampliamente
relacionados con el aumento en los niveles de expresion de PD-L1 en una amplia
gama de células tumorales. Por ejemplo, se ha observado una alta frecuencia en

el aumento de numero de copias de PD-L1 en el linfoma primario de células B
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(63%), linfoma de Hodgkin (40%) y cancer de mama triple negativo (29%) (Green
et al., 2010; Barrett et al., 2015).

Las modificaciones epigenéticas que involucran la actividad de los microARN, las
modificaciones de histonas y la acetilacion y metilacion de la regién promotora
regulan la union de factores de transcripcion a los elementos del ADN,
modificando la conformacién de la cromatina y regulando la expresion de PD-L1.
La acetilacion de histonas recluta proteinas de la familia BET que contienen
bromodominios encargados de reconocer residuos de lisina acetilada, estos se
asocian a los loci de PDCDL1 y mejoran la actividad transcripcional del ARNm de
PD-L1. Por otra parte, se ha informado que la metilacion de la region promotora de
PD-L1 regula negativamente la expresion de PD-L1 en varios tipos de cancer,
incluyendo la leucemia mieloide aguda, glioblastoma, cancer colorrectal y cancer
de préstata. El metanalisis sobre la metilacion del promotor de PD-L1 tiene
relevancia clinica para predecir la eficacia o el fracaso de las terapias de bloqueo
de puntos de control inmunitario como el complejo PD-1/PD-L1, se ha observado
que en los pacientes tratados con farmacos dirigidos al bloqueo de PD-L1, el
aumento en la metilacion de la region promotora de PD-L1 se relacioné
positivamente con la tasa de supervivencia general de los pacientes y la

supervivencia sin recurrencia de enfermedad (Zhu et al., 2016; Goltz et al., 2017).

Otro mecanismo regulador de la expresion de PD-L1 ha sido descrito a través de
los efectos que ejercen los microARN (miIARN o miR). Estas moléculas son
pequefias secuencias de ARN no codificantes conformadas entre 20 a 24
nucledtidos aproximadamente, constituyen una extensa familia de factores
reguladores postranscripcionales al unirse a la region 3-UTR de los ARN
mensajeros (ARNm) e inhibir la traduccion de proteinas mediante el silenciamiento
o la degradaciéon del ARNm, funcionando como un gen epigenético enddgeno.
Aunqgue generalmente se encargan de silenciar genes diferentes de los cuales han
sido transcritos, también se ha demostrado la existencia de miARN con funcién
promotora o coactivadora para la expresion de otros genes. Estudios recientes

han demostrado que la expresién desregulada de mMIARN contribuye a la
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promociéon de la capacidad metastasica y a la evasion inmunitaria en el
microambiente tumoral, de esta manera, las células tumorales son capaces de
silenciar o eliminar la expresion de miARN que reducen la expresion de PD-L1,
estableciendo un mecanismo novedoso de evasion inmunitaria del cancer (Kumar
& Sharawat, 2018; Wang et al., 2017).

La expresion de los puntos de control inmunitario también esta regulada por la
activacion de vias de sefalizacion intrinsecas en las células tumorales. Se ha
demostrado que la alteracion de diversas vias de sefalizacion oncogénicas
contribuye a establecer las caracteristicas del proceso tumorigénico. Mdltiples
factores de transcripcion regulan la expresion de PD-L1, estos incluyen MYC,
STAT3, NF-kB y AP-1. Especificamente, la sobreexpresién del oncogén MYC se
ha observado en aproximadamente el 70% de procesos tumorigénicos, ademas,
Casey y colaboradores demostraron que MYC se une directamente a la regién
promotora del gen PDCDL1 para potenciar la expresion de PD-L1, y que la
supresion del oncogén MYC resulta en una disminucion significativa en la
expresion del ARNm de PD-L1 y, por lo tanto, la expresion de PD-L1 a nivel

superficial (Topalian, Drake & Pardoll, 2012; Casey et al., 2016).

También se han implicado a las proteinas de choque térmico (HSP) en la
regulacion de los puntos de control inmunitarios. Zavareh y colaboradores
demostraron que la inhibicibn de HSP90 mediante el tratamiento con Ganetespib
redujo significativamente los niveles de expresion superficial de PD-L1 en la linea
celular MC-38 de carcinoma de colon y en macrofagos derivados de monocitos.
Mecanicamente, la inhibicibn de HSP90 redujo la expresiéon de MYC y de STATS3,
lo cual condujo a la reduccién en la expresion de PD-L1 (Zavareh et al., 2021).

e PD-L1 inducible

La expresion de PD-L1 inducible se refiere principalmente a la regulacién por
sefiales extracelulares, donde se incluyen citocinas, factores de crecimiento y
condiciones de hipoxia extracelular. La expresion de PD-L1 inducida por IFN-y es

el principal mecanismo de expresion de PD-L1 por elementos de origen
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extracelular. Las vias de sefalizacion Ras/MAPK y Jak-STAT-IFR estan reguladas
por la activacion de PKD1/2, ademas, la activacion del factor NF-kB también esta
muy asociada con la expresion de PD-L1 inducida por IFN-y y TNF-a. Al aumentar
la expresion de PD-L1 después de la activacion de la respuesta inmunitaria
inducida por el proceso tumorigénico, la evasion de las respuestas inmunitarias
mediadas por el complejo PD-L1/PD-1 se describen como un mecanismo de

‘resistencia adaptativa’ (Parsa et al., 2007).

La interleucina 17 (IL-17) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) son citocinas
coexpresadas por los linfocitos T helper 17 en muchos tumores. Un estudio
realizado en 2017 demostrd la capacidad de la IL-17 y el TNF-a para inducir la
expresion de PD-L1 en el cancer de prostata y cancer de colon humano, los
investigadores observaron que IL-17 no fue capaz de inducir la expresion del
ARNm de PD-L1, sin embargo, podia regular positivamente la expresion de la
proteina PD-L1 en las lineas celulares LNCaP y HCT116. Por otra parte, TNF-a si
podia inducir la expresidon del ARNm de PD-L1 y, ademas, también regulaba
positivamente la expresion superficial de PD-L1 en ambas lineas celulares. Tanto
IL-17 como TNF-a fueron capaces de activar las vias de sefializacion PI3K/Akt,
NF-kB y Ras/MAPK en la linea celular HCT116, siendo el TNF-a significativamente

mas efectivo para activar la via NF-kB (Wang, Yang, Huang et al., 2017).

En 2014, Noman y colaboradores informaron que la region HRE de PDCDL1 es un
objetivo directo de HIF-1a, en este sentido, se demostré que la hipoxia provocé
una regulacién positiva de PD-L1 en las células supresoras derivadas de mieloide,
esta condicidon también se observé en macréfagos, células dendriticas y células

tumorales (Noman et al., 2014).

e PD-L1 en cancer

Las células tumorales muestran altos niveles de expresion de PD-L1 como
resultado de la activacion de vias de sefializacién oncogénicas, esto favorece su
adaptacién a los microambientes inflamatorios crénicos al contrarrestar las

respuestas inmunitarias. La primera evidencia de una sefializacion intrinseca de
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PD-L1 independiente de su union a PD-1 fue publicada por Azuma vy
colaboradores en 2008, demostraron que PD-L1 proporciona resistencia
directamente a las células tumorales contra los estimulos apoptéticos (Dunn et al.,
2002; Azuma et al., 2008).

En 2023, Jing-Liu y colaboradores observaron que la eliminacién de IL-8 y NOX4
redujo la expresion de PD-L1 en el cancer de pulmon de células no pequefias.
Ademas, los pacientes con niveles de expresion de IL-8 y NOX4 mas altos
mostraron una tasa de supervivencia mas corta en comparacioén con aquellos con
niveles de IL-8 y NOX4 mas bajos en respuesta a la terapia anti-PD-L1. Estos
resultados demostraron que NOX4 es capaz de inducir la expresion de PD-L1 a
través de la via YY-1/IL-8/PD-L1 (Jing-Liu et al., 2023).

En 2019, Li y colaboradores evaluaron la relacién entre la expresion de PD-L1 y
pardmetros como la Supervivencia General (SG), Supervivencia Libre de
Enfermedad (SLE) y Supervivencia Libre de Recurrencia (SLR). Se observé que la
expresion de PD-L1 estaba asociada significativamente con una reduccion en la
SG de 1131 pacientes con céncer colorrectal, de igual manera, la expresion de
PD-L1 se asocio significativamente con una SLE mas corta en 452 pacientes y

una pobre SLR en 657 pacientes con cancer colorrectal (Li, He, Zhou et al., 2019).

También se ha demostrado que la expresiéon de PD-L1 en el cancer de préstata
favorece el desarrollo y la progresion tumoral. Yang y colaboradores examinaron
33 tumores derivados de cancer de préstata de ratones que no expresaban el
factor PTEN. Los ratones se dividieron en grupos que expresaban IL-17rc o
ratones Knock out que no expresaban IL-17rc, y ratones alimentados con una
dieta normal o ratones alimentados con una dieta rica en grasas hasta las 30
semanas. Los investigadores observaron que los tumores de ratones que
expresaban IL-17rc poseian niveles de expresion significativamente mas altos de
PD-L1, PD-1 e incluso PD-L2 en comparacion con los tumores de ratones IL-17rc
Knock out, de igual manera, los ratones obesos que habian recibido una dieta alta
en grasas expresaban niveles significativamente mas altos de PD-L1, PD-1 y PD-

L2 comparados con los ratones alimentados con una dieta baja en grasas. Este
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aumento en los niveles de expresion de PD-L1, PD-1 y PD-L2 se correlacion6
positivamente con el aumento en el nUmero de tumores invasivos de cancer de
prostata en los ratones obesos y ratones con expresion de IL-17rc funcional en
comparacién con los ratones magros y ratones IL-17rc Knock out respectivamente
(Yang, Zhang, Liu et al., 2016).

La mayoria de los tumores primarios son capaces de secretar exosomas en el
microambiente tumoral y se ha demostrado que los exosomas poseen una amplia
variedad de caracteristicas que mejoran el nicho premetastasico. Generalmente, la
mayoria de las caracteristicas protumorales estan mediadas por el ARNm
intracelular, los microARN y la carga proteica contenida en los exosomas, sin
embargo, se ha demostrado que el PD-L1 exosomal localizado en la superficie de
los exosomas se ha asociado con la progresion tumoral en una amplia variedad de

neoplasias malignas (Morrissey & Yan, 2020).

En ese sentido, se ha demostrado que el Glioblastoma genera vesiculas
extracelulares que pueden desempefiar un papel importante en la progresion
tumoral. Ricklefs y colaboradores demostraron que las vesiculas extracelulares de
Glioblastoma bloquean la activacion y proliferacion de linfocitos T en respuesta a
la estimulacion de los receptores de linfocitos T. PD-L1 se expresé en exosomas
derivados de Glioblastoma con el potencial de unirse directamente a PD-1, un
anticuerpo anti-PD-1 revirtié significativamente el bloqueo de la activacion de los
linfocitos T mediado por exosomas, pero solo cuando PD-L1 se encontraba
presente en los exosomas. Se observd que PD-L1 estaba presente en los
exosomas derivados de pacientes con Glioblastoma donde se correlaciond con

voliumenes tumorales de 60 cm (Ricklefs et al., 2018).

e PD-L1 en cancer de mama

La regulacion positiva de PD-L1 es un proceso complejo y multifactorial que
involucra diversos procesos en las células tumorales. Uno de los mecanismos de
regulacion de PD-L1 es la amplificacién del gen que codifica para PD-L1, por

ejemplo, Goodman y colaboradores realizaron un estudio de frecuencias de la
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expresion de PD-L1 en 118,187 muestras de tumores de diferentes tipos
histopatologicos, observaron que los canceres de mama humanos se encuentran
entre los tumores malignos con una frecuencia relativamente alta de amplificacion
de PD-L1 con un 2%. Entre los tipos histopatolégicos de cancer de mama, solo los
tipos triple negativo y HER-2 positivo presentan amplificacion del gen PD-L1 en
9p24.1, no obstante, es importante reconocer que la amplificacion del gen y la
expresion proteica de PD-L1 no siempre estan correlacionados positivamente
(Goodman et al., 2018).

La regulacion de PD-L1 también se ve favorecida a través de la activacion de vias
de sefalizacion intrinsecas que han sido alteradas y que estan involucradas en la
supervivencia, la progresion y la capacidad metastasica del cancer. En este
contexto, Mittendorf y colaboradores demostraron un mecanismo de regulacién de
PD-L1 en el cAncer de mama triple negativo, los investigadores observaron que la
eliminacion de PTEN a través de un siARN desencadend una expresion
significativamente mayor de PD-L1 en la superficie de las células tumorales.
Ademas, la inhibicion de la via PI3K/Akt usando el inhibidor MK-2206 resulto en
una disminucién en los niveles de expresion de PD-L1. Estos resultados
demostraron ain mas la vinculacion entre el factor PTEN y la via de sefializacion
PI3K/Akt y su importancia en la regulaciéon de PD-L1 en las células tumorales,

incluyendo las células de cancer de mama (Mittendorf et al., 2014).

La via de sefalizacién Wnt, tanto candnica como no canénica, representa una de
las vias claves para diversos tipos de tumores malignos. Se ha demostrado que la
activacion de la via Wnt, especificamente en el cancer de mama triple negativo,
los niveles de expresion de PD-L1 aumentaron en las células de cancer de mama
que presentaban caracteristicas de células madre medidas por la expresion de
marcadores celulares como ALDH1 y CD44v6, ademas, el tratamiento de estas
células con inhibidores selectivos de Wnt disminuian significativamente los niveles
de expresion de PD-L1. Sorprendentemente, las muestras de cancer de mama

triple negativo humano contenian elementos tumorales en donde la expresion de
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PD-L1 se correlacioné positivamente con la expresion de los marcadores ALDH1 y
CD44v6 (Serman et al., 2014; Castagnoli et al., 2019).

Otro estudio realizado por Liu y colaboradores revel6é que el tratamiento con E2
(Estradiol) inhibia la expresion del ARNm de PD-L1 en la linea celular MCF-7
positivas para ERa, pero con poca concentracion de hormonas. Ademas, la
expresion de ERa en la linea celular MDA-MB 231 triple negativo redujo la
expresion de ARNm y proteina de PD-L1. Consistentemente, el andlisis de datos
obtenidos de la TCGA reveld una correlacion inversa entre la expresion de ERa y
la expresion de PD-L1 en el cancer de mama positivo para ERa. Sin embargo, las
investigaciones previas de Yang y colaboradores muestran resultados
contrastantes al observar que el tratamiento con E2 aumento la expresion de la
proteina PD-L1 en la linea celular MCF-7 a través de la activacién de la via de
sefializacion PI3K/Akt, estos resultados fueron confirmados mediante el uso de
inhibidores de PI3K (LY294002) y de Akt (AZD5363), lo cual condujo a una
reduccion en la expresion de PD-L1 (Liu et al., 2018; Yang et al., 2017).

Aungue inicialmente el cancer de mama no era considerado un cancer
inmunogénico, multiples estudios han demostrado la expresién de PD-L1 en las
células de cancer de mama. Estos estudios también han demostrado que la
expresion de PD-L1 es mucho mas frecuente en los canceres de mama triple
negativos y HER2 positivos, los cuales se consideran altamente inmunogénicos.
Las asociaciones entre la expresion de PD-L1 y las caracteristicas
clinicopatologicas de pacientes con cancer han sido analizadas en multiples casos
de diferentes tipos de cancer, demostrando la correlacion que existe entre los
niveles de expresion de PD-L1 y las tasas de supervivencia general, libre de
enfermedad y libre de recurrencias (Barrett et al., 2018; Zhang et al., 2017;
Baptista et al., 2016).
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JUSTIFICACION

Durante el afio 2022, el cancer de mama se ubic6 como el cancer de mayor
incidencia a nivel mundial en la poblacién adulta mayor de 20 afios, representando
aproximadamente el 12% de la incidencia total, y la cuarta causa de mortalidad
con aproximadamente 666,000 muertes. En México, se estima que durante el
2022 se registraron 49,795 defunciones femeninas causadas por tumores
malignos, de las cuales 8,195 fueron por cancer de mama, ocupando el primer
lugar en la tasa de mortalidad (GLOBOCAN, 2022; INEGI, 2023).

Entre los diferentes tipos de cancer de mama, el cancer de mama triple negativo, a
pesar de ser el de menor incidencia (15-20% de los casos diagnosticados),
muestra un comportamiento clinico agresivo, comunmente desarrolla metastasis y
no existe un tratamiento farmacologico eficaz. Ademas, la condicidon inflamatoria
gue va de leve a moderada presente en el microambiente tumoral es un factor que
favorece el desarrollo de la metastasis, por lo que resulta importante discernir el
mecanismo molecular a través del cual, las diferentes citocinas proinflamatorias,
incluyendo la IL-8, exacerban el potencial metastasico de las células tumorales
provenientes de cancer de mama. También se ha observado que las células
tumorales que expresan PD-L1 son capaces de evadir la respuesta inmune del
organismo, asegurando su supervivencia y transformacion maligna. Los pacientes
con cancer de mama que expresan PD-L1 presentan una tasa de supervivencia
general reducida y mayor capacidad proliferativa y migratoria de células tumorales
(Spring et al., 2020; Zhang et al., 2017; Dou et al., 2020).

Se ha identificado la existencia de una correlacion positiva entre IL-8 y PD-L1, por
ejemplo, Jing-Liu y colaboradores, observaron que la supresion de IL-8 induce una
reduccion significativa en la expresion de PD-L1 en el cancer de pulmon de células
no pequefias, mejorando con ello, su prondstico de sobrevivencia (Jing-Liu et al.,
2023).

Actualmente, se desconoce si la presencia de IL-8 puede promover la expresion

de PD-L1 en células de cancer de mama triple negativo y, si la presencia de PD-
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L1 favorece su potencial metastasico, especificamente, su capacidad proliferativa
y migratoria. Por lo tanto, el propésito del presente trabajo es investigar la relacion
directa y funcional entre IL-8 y PD-L1 y el efecto de ambos elementos sobre la
linea celular MDA-MB 231, proponiendo con ello un nuevo blanco farmacoldgico

para el tratamiento del cancer de mama triple negativo.

HIPOTESIS

Interleucina-8 (IL-8) exacerba el potencial metastasico de las células de cancer de

mama triple negativo, MDA-MB 231, al favorecer el nivel de expresion de PD-L1.

OBJETIVO GENERAL

e Determinar el mecanismo molecular a través del cual, IL-8 exacerba el
potencial metastasico de las células de cancer de mama triple negativo,
MDA-MB 231.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar la presencia del ARNm que codifica para las isoformas del
receptor a IL-8 (IL-8R).

e Evaluar si la presencia de IL-8 influye sobre la capacidad proliferativa y
migratoria de las células MDA-MB 231.

e Investigar si la presencia de IL-8 regula la expresion del ARNm que codifica
para PD-L1.

e Determinar si PD-L1 influye sobre la capacidad proliferativa y migratoria de
las células MDA-MB 231.

e Dilucidar de manera inicial, las vias de sefalizacién involucradas en el
efecto que ejerce IL-8 sobre la capacidad proliferativa y migratoria de las
células MDA-MB 231.
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METODOLOGIA

Cultivo Celular de MDA-MB 231

Las células MDA-MB 231 son una linea celular de cancer de mama proveniente de
adenocarcinoma de mama que se emplean para el estudio experimental in vitro
del cdncer de mama triple negativo. Estas células crecen en calidad de monocapa,
por lo tanto, se cultivaron en matraces de poliestireno de 25 cm? de superficie, con
medio de cultivo Advanced-DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de antibioticos y antimicoticos. Se
incubaron a 37°C en una atmésfera humeda y una mezcla de 5% de CO2 y 95%
de aire. El medio de cultivo se renovo cada 48 horas y al quinto dia, las células
fueron sometidas a un proceso de tripsinizacion, con el objetivo de generar el
cultivo madre y sembrar las células en cajas Petri individuales de 8 cm2 de

superficie para desarrollar las estrategias experimentales previamente planteadas.

Ensayo de expresion de ARNm
e Extraccion de ARN

Una vez que las células alcanzaron una confluencia de aproximadamente 70% en
las cajas Petri, se procedi6 a iniciar el tratamiento con IL-8 a una concentracién de
40 ng/ml durante 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se llevé a cabo la extraccion
de ARN total por medio del kit comercial FavorPrep™, Tissue total RNA Mini
(Favorgene, Biotech Corp., China) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una
vez concluida la extraccion se determiné la concentracion y calidad del ARN por
espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf, Alemania) a una longitud de onda
de 260 nm y un cociente obtenido entre la absorbancia a 260-280 nm. Para
considerarse una muestra de calidad, el valor de este cociente se establecio entre

1.6 y 2 y con una concentracion de = 250 ug/ml.

e Sintesis de cDNA (Retrotranscripcion)

La retro-transcripcion se llevo a cabo empleando el kit comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), para lo cual se siguio el
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procedimiento indicado por el fabricante. Posteriormente, los tubos de reaccion se
colocaron en un termociclador marca Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania)
y se aplicaron las siguientes condiciones: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 10

minutos a 85°C y finalmente a 4°C.

e Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir del cDNA que se obtuvo de la retro-transcripcion se realizo la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando el kit comercial DreamTaq PCR Master
Mix (Thermo Scientific, EUA), siguiendo las indicaciones del proveedor, con un
volumen total de reaccién de 20 pl. Los cebadores que se emplearon se muestran

en la siguiente tabla:

Cebadores Direccién Secuencia Tamano
(pb)
Forward GGTGCTTGGTCTCCTCTATAAC
PD-L1 321
Reverse GCAGTCTGAGGTCTGCTATTT
IL-8Ra Forward AGCAGCCAAGACAAACAAACTT 468
(CXCR1) Reverse CAGATCCACAGATGTGGGAT
IL-8RB Forward CTTTTCTACTAGATGCCGC 417
(CXCR2) Reverse AGATGCTGAGACATATGAATTT
Forward TGGAGGAATTCTTGCTTTGC
E-Cadherina 488
Reverse CGTACATGTCAGCCAGCTTC
Forward CTCAGCAGTAGTAACGAAGGAA
a-SMA 421
Reverse GACCCTGAAGTACCCGATAGA
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Forward AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT

Vimentina 201
Reverse CTTCCATTTCACGCATCTGGTA
Forward CCTTCGTCCTTCTCCTCTACTT
Snail 1 388
Reverse GGCACTGGTACTTCTTGACATC
Forward TTCAGCATCACCAGGCAGTC
Zeb 736
Reverse GAGTGGAGGAGGCTGAGTAG
Forward GGCTCAGCTACGCCTTCTC
Twist 452
Reverse TCCTTCTCTGGAAACAATGACA
Forward CTCTCTCCTCTTTCCGGATACT
Snail 2 236
Reverse CAGTGCAGCTGCTTATGTTTG
Forward CGTTCCAGACAGTACAGTACAGCTAAC
ITGA2 273
Reverse GCTCTGTGGTCTACATCAATCTC
Forward TGATCCTGTGTCCCATTGTAAG
ITGB1 531
Reverse GTCAGTCCCTGGCATGAATTA
Forward CAAGAGATGGCCACGGCTGCT
B-actina 234
Reverse TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA

Tabla 1. Secuenciay tamafio de los oligonucleo6tidos empleados durante la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa. Las secuencias de cada juego de oligonucled6tidos fueron obtenidas a
partir de las secuencias genémicas almacenadas en la base de datos NCBI y disefiadas mediante

el proveedor de acidos nucleicos personalizados IDT (Integrated DNA Technologies).

e Electroforesis en Gel de Agarosa

A partir de los productos generados por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
se realiz6 la separacion electroforética segun el tamafio y la carga de las
muestras. Para este procedimiento, se utilizaron geles de agarosa preparados al

1.2% de concentracién (0.6 gr de agarosa y 50 ml de buffer TAE 1X), y se
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corrieron en una camara de electroforesis de CBS Scientific bajo las siguientes
condiciones: 65 Voltios durante 80 minutos. Posteriormente, las imagenes del gel
fueron digitalizadas en un fotodocumentador de geles, Chemidoc (Bio Rad, EUA)
empleando el programa Quantitive One 4.2.0 (Bio Rad, EUA) para su posterior

densitometria.

e Andlisis Densitométrico

La densitometria de los geles se realiz6 mediante el programa Image J que es
proporcionado de manera gratuita por el Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos de América (del inglés, NIH). Mediante este programa se
seleccionaron las bandas de ARNm presentes en el gel y se calculé el area bajo la
curva. El fundamento de este analisis se basa en el hecho de que una mayor
intensidad luminosa de la banda nos genera una mayor cantidad de pixeles y, por
lo tanto, esto nos indica un mayor nivel de expresion del ARNm de los elementos

de interés.

Ensayo de Proliferacion

El ensayo de proliferacion se realizé6 mediante la cuantificacion de células en
ausencia y presencia de IL-8 a una concentracion de 40 ng/ml durante 48 horas.
Una vez concluido el tratamiento, las células fueron cosechadas mediante
suspensién celular y, se realizaron diluciones en una relacion 4:1 (40 pl del
colorante vital azul de tripano y 10 ul de la suspensiéon celular cosechada) para
realizar el conteo de células viables. Este procedimiento fue realizado mediante el
uso de un hemocitometro o camara de Neubauer. El fundamento de esta técnica
de exclusion se basa en el hecho de que el colorante vital Azul de Tripano no
puede atravesar la membrana plasmatica de las células viables, por lo tanto, solo
se contabilizan las células claras. Los resultados del conteo celular fueron
expresados como el numero de ceélulas/ml y los datos obtenidos fueron

normalizados con respecto a la condicion control.
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Ensayo de Migracion

El ensayo de migracién también se realizO en ausencia y presencia de IL-8
empleando camaras Transwell, las cuales contienen una membrana de Tereftalato
de Polietileno con poros de 8 ym de diametro. Para este ensayo también se
establecio una concentracion de 40 ng/ml de IL-8 durante 48 horas para evaluar el
efecto de esta citocina sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231.
Una vez finalizado el tratamiento, se realiz6 un conteo celular en camara de
Neubauer y se realizaron calculos para sembrar una cantidad de
aproximadamente 30,000 células en los insertos de las cadmaras Transwell. Las
condiciones se establecieron de la siguiente manera: en la parte inferior de la
camara se agregaron 750 pl de medio Advanced-DMEM completo y 40 ng/ml de
IL-8 (exceptuando la condicion control), mientras que en los insertos se agregaron
300 pl de una mezcla entre suspension celular y medio Advanced-DMEM libre de
suero fetal bovino y 40 ng/ml de IL-8 (exceptuando la condicién control). Una vez
que las células fueron sembradas en los insertos, se colocaron en una incubadora
bajo las siguientes condiciones, 37°C en una atmdsfera humeda y una mezcla de
5% de CO2 y 95% de aire durante 18 horas. Finalmente, mediante el uso de un
hisopo de algodon se retird el exceso de medio de cultivo de los insertos, las
células que migraron fueron fijadas con una diluciéon 1:1 de metanol-acetona y
teflidas con el colorante cristal violeta. Se tomaron cuatro microfotografias de
manera aleatoria por cada condicion en un microscopio de campo claro con el

objetivo 10x y fueron analizadas y contabilizadas empleando el programa Image J.

Ensayo de Silenciamiento de PD-L1

El ensayo de silenciamiento de PD-L1 se realiz6 mediante la transfeccion de un
pool de tres siARN de 19 a 25 nucledtidos especificos para inhibir la expresion
génica de PD-L1 (PD-L1 siRNA (h): sc-39699), el cual se obtuvo a partir del
desarrollador de productos biolégicos, Santa Cruz Biotechnology Inc. El proceso

de transfeccion se realizd utilizando el reactivo de transfeccién Lipofectamina™
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RNAIMAX (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
establecieron 6 condiciones experimentales y se sembraron aproximadamente
100,000 células/pozo en placas de 6 pozos. La transfeccion del PD-L1 siRNA (h)
se realiz6 24 horas después del sembrado bajo las siguientes condiciones: 191 pl
de Medio Opti-MEM reducido en suero, 5 ul del reactivo de transfeccidon
Lipofectamina™ RNAIMAX y 4 pl del pool de siARN especifico para PD-L1.
Adicionalmente, se establecié bajo los mismos voliumenes, una condicion de
control negativo o scramble mediante la transfeccion de la secuencia de 20-25
nucledtidos Control siRNA-A: sc-37007, esto para verificar la precision del
silenciamiento especifico del PD-L1 siRNA. Por su parte, se agreg6é un mix de 195
Ml de Medio Opti-MEM reducido en suero y 5 ul del reactivo de transfeccién
Lipofectamina™ RNAIMAX en la condicion control para mantener una igualdad de
condiciones. Para asegurar que la transfeccion fuese efectiva, el ensayo se realizé
en presencia de Medio Advanced DMEM libre de antibi6tico-antimicético.
Posteriormente, las células se incubaron a 37°C en una atmosfera hUmeda y una
mezcla de 5% de CO2y 95% de aire durante 24 horas y, transcurrido este tiempo,
se intercambi6 el medio inicial por Medio Advanced DMEM completo, asi mismo,
se afadieron 40 ng/ml de IL-8 solo en aquellas condiciones bajo tratamiento de
esta citocina. Finalmente, las células se incubaron por 48 horas adicionales,
realizando un recambio de medio y tratamiento cada 24 horas. La evaluacion de la
transfeccion y el silenciamiento se realiz6 mediante un ensayo de expresion
génica por RT-PCR utilizando los primers PD-L1 (h)-PR: sc-39699-PR (425 pb)
obtenidos a partir de Santa Cruz Biotechnology Inc.

Andlisis Estadistico

El analisis estadistico y las graficas de los resultados fueron elaborados utilizando
el software Sigma Plot 12.5. Para evaluar las diferencias entre los diferentes
grupos experimentales se empleo la prueba estadistica t de Student, utilizando un
valor de significancia estadistica menor a 0.05 (p < 0.05). Las graficas obtenidas
son el resultado del valor promedio + el error estandar de una n de al menos tres

experimentos independientes.
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RESULTADOS

Las células MDA-MB 231 expresan el ARNm que codifica para las
dos isoformas del receptor a IL-8, asi como para PD-L1

Con el objetivo inicial de demostrar la viabilidad del presente trabajo de
investigacion, evaluamos si nuestro modelo de estudio, la linea celular MDA-MB
231, expresaba el ARNm que codifica para el receptor a IL-8, asi como PD-L1. La
IL-8 es capaz de asociarse a dos receptores: CXCR1 (IL-8Ra) y CXCR2 (IL-8Rp),
los cuales derivan del mismo gen. Se realizé el ensayo de expresion geénica, la
figura 16 muestra que las células MDA-MB 231 expresan de manera siognificativa,

el ARNm que codifica para ambas isoformas del receptor a IL-8, asi como PD-L1.

500 pb

Fig 16. Expresion del ARNm que codifica para PD-L1 y para ambos receptores de IL-8.
Fotografia de un gel de agarosa que muestra la expresién del ARNm que codifica para PD-L1, asi
como la expresion del ARNm que codifica para las isoformas del receptor a IL-8 en las células
MDA-MB 231.

La expresion de las isoformas del receptor a IL-8 no es regulada
por IL-8.

De manera complementaria, evaluamos si la presencia de IL-8 era capaz de
modificar el nivel de expresion del ARNm que codifica para alguna de las dos
isoformas del receptor a IL-8 (CXCR1 y CXCR?2). Para tal fin, se consideraron dos

condiciones experimentales, un grupo control y un grupo tratado con IL-8 a una
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concentracion de 40 ng/ml por 48 horas. Una vez, finalizado el tratamiento,
analizamos el nivel de expresion del ARNm para cada una de las dos isoformas
del receptor. Se observdé que la presencia de IL-8, no modifica el nivel de

expresion de ninguna de las dos isoformas (Figura 17).

E ° E 9
2« cC ZNC
0:58 10 [ 158 10 (
Exﬁ Exc_u
[TRE e QO
Uag 08 'Uao 08
c - c =9
o ® 2 o ® 2
—— ‘n - — w
w°'9 wQ.q_)
8 c 0y 8 c 0
Q'_o Q_'_o
X = o X = O
o VO e
00'0 04 - = 04
om d’om
So% T o2
®3g 3¢
295 v 295 o
Z2 =z zZ Zz
00 00

CN IL-8 CN IL-8
(40 ng/ml) (40 ng/ml)
CXCR1 CXCR2
492 pb 417 pb

CN IL-8 CN IL-8

Fig 17. Expresion relativa del ARNm que codifica para las dos isoformas del receptor a IL-8.
Las células MDA-MB 231 fueron tratadas con IL-8 (40 ng/ml) durante 48 horas, el tratamiento no
modifico la expresion del ARNm de CXCR1/2. n=4.

IL-8 exacerba la capacidad proliferativa de las células MDA-MB
231

Después de haber confirmado la presencia del ARNm que codifica para ambas
isoformas del receptor a IL-8 (CXCR1 y CXCR2) en las células MDA-MB 231,
decidimos evaluar si el tratamiento con esta citocina proinflamatoria era capaz de
modificar su apacidad proliferativa. Las células MDA-MB 231 fueron sembradas en
cajas Petri de 35 mm y una vez que alcanzaron una confluencia del 60% fueron

tratadas con IL-8 a una concentracion de 40 ng/ml por 48 horas. Una vez
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finalizado el tratamiento se realiz6 el conteo celular mediante el uso de una
camara de Neubauer y el colorante vital azul de tripano. La figura 18 muestra que
la presencia de IL-8 induce un incremento significativo del 20%, sobre el nUmero

de células de cancer de mama triple negativo con respecto a la condicién control.
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Fig 18. IL-8 modifico la proliferacion de las células MDA-MB 231. Las células fueron tratadas
con IL-8 (40 ng/ml) durante 48 horas. Se observa un aumento estadisticamente significativo sobre
la capacidad proliferativa. n=4. (*p<0.05).

IL-8 incrementa la capacidad migratoria de las células MDA-MB
231

Otra de las propiedades esenciales en cuanto al potencial metastasico de las
células tumorales se refiere, es la capacidad migratoria. Por lo tanto, decidimos
evaluar esta propiedad en nuestro modelo experimental a partir de un ensayo de
migracion semicuantitativo empleando camaras Transwell. Para tal efecto, las
células MDA-MB 231 fueron pretratadas con IL-8 a una concentraciéon de 40 ng/ml
por 48 horas en cajas Petri de 35 mm, una vez transcurrido el tiempo, las células
fueron cosechadas y cuantificadas, se transfirieron 30,000 células en los insertos
de las camaras Transwell, manteniéndose por otras 16 horas en presencia de IL-8.
Una vez finalizado este tiempo, las células que migraron fueron fijadas, tefiidas

con cristal violeta y contadas. La figura 19 muestra microfotografias de la
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superficie de los insertos de la camara transwell, observandose las células que
migraron. La presencia de IL-8 incrementa de manera significativa, casi el doble, el

namero de células que migraron con respecto a la condicion control.
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Fig 19. IL-8 exacerba la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. Las células MDA-
MB 231 se pretrataron con IL-8 (40 ng/ml) durante 48 horas. Se observa un aumento
estadisticamente significativo sobre la migracion celular. n=4. (**p<0.01).

IL-8 regula el nivel de expresion de marcadores moleculares
asociados al fenotipo mesénquimal en las células MDA-MB 231

La Transicion Epitelio-Mesénquima es un fenomeno biolégico en el que las células
de fenotipo epitelial, pierden su polaridad y sus contactos celulares,
transformandose progresivamente en células con fenotipo mesenquimal, que les
permite moverse y migrar a otros sitios. Este proceso es fundamental en el
proceso de metastasis. En relacion a los resultados obtenidos en los ensayos de
migracion, evaluamos si el tratamiento con IL-8 a una concentracién de 40 ng/ml
durante 48 horas modificaba la expresion del ARNm de algunos marcadores
moleculares relacionados a la transicion epitelio-mesénquima. Evaluamos por RT-

70



PCR de punto final, el nivel de expresion del ARNm que codifica para E-Cadherina
(marcador molecular asociado al fenotipo epitelial), asi como de Vimentina y a-
SMA (marcadores moleculares asociados al fenotipo mesenquimal). La figura 20
muestra que la presencia de IL-8 reduce de manera significativa el nivel de
expresion de E-Cadherina, mientras que incrementa el nivel de expresion de ao-
SMA y de Vimentina (Figura 21). Estos resultados muestran con claridad, que la
presencia de IL-8 exacerba la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231 al

favorecer la transicion epitelio-mesénquima.
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Fig 20. Efecto de IL-8 sobre la expresién de E-Cadherina. Este marcador molecular asociado al

fenotipo epitelial se reduce durante la migracion. IL-8 redujo significativamente el nivel de
expresion del ARNm que codifica para E-Cadherina. n=4. (*p<0.05).
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Expresion Relativa del ARNm
que codifica para a-SMA
que codifica para Vimentina
(Normalizado con respecto al control)

Expresion Relativa del ARNm
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a-SMA Vimentina
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(Normalizado con respecto al control)

Fig 21. Efecto de IL-8 sobre la expresién de a-SMA y Vimentina. Vimentina y a-SMA son
marcadores moleculares asociados al fenotipo mesenquimal, los cuales aumentan durante la
migracion. IL-8 aumentd significativamente el nivel de expresion del ARNm que codifica para a-
SMA 'y regulé al alza el nivel de expresién del ARNm que codifica para Vimentina. n=4. (*p<0.05).

IL-8 regula el nivel de expresion de factores de transcripcion
asociados a la transicion epitelio-mesénquima en las células
MDA-MB 231

La expresion de los marcadores moleculares asociados al fenotipo epitelial y
mesénquimal, es regulada por diferentes factores de transcripcion asociados a la
transicion epitelio-mesénquima, tales como Snaill, Snail2, Zeb y Twist. En este
sentido, evaluamos si IL-8 también modificaba la expresion de estos factores de
transcripcion. Se observd que el tratamiento con IL-8 a 40 ng/ml por 48 horas
aumentoé significativamente el nivel de expresiéon del ARNm que codifica para
Snaill y Twist, pero no modificé los niveles de expresion del ARNm que codifica
para Snail2 y Zeb (Figura 22).
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Fig 22. Efecto de IL-8 sobre la expresion de factores de transcripcién reguladores de la
Transicion Epitelio-Mesénquima. IL-8 aumentd significativamente el nivel de expresién del
ARNmM que codifica para Snaill y Twist, pero no modificé el nivel de expresiéon del ARNm que
codifica para Snail2 y Zeb. n=4. (*p<0.05, ***p<0.001).

IL-8 favorece el potencial metastasico de las células MDA-MB 231

El que IL-8 favorezca la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, sugiere

que potencia la metastasis tumoral. En este sentido, se evalud la expresion del
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ARNmM que codifica para la Integrina a2 (ITGA2) y la Integrina 1 (ITGB1),
proteinas relacionadas con el aumento de la metastasis en distintos tipos de
cancer. La figura 23 muestra que el tratamiento con IL-8 a una concentracion de
40 ng/ml por 48 horas regulé positivamente la expresion de ambas integrinas.
Estos resultados confirman que IL-8 favorece el potencial metastasico de las

células MDA-MB 231, aunque se desconoce el mecanismo molecular involucrado.

que codifica para ITGB
(Normalizado con respecto al control)

Expresion Relativa del ARNm
que codifica para ITGa
(Normalizado con respecto al control)

Expresion Relativa del ARNm
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Fig 23. Efecto de IL-8 sobre la expresion de ITGa e ITGB. ITGa e ITGS favorecen la migracion al
interaccionar con la matriz extracelular y promover los contactos célula-célula. I1L-8 aument6
significativamente el nivel de expresién del ARNm que codifica para ITGA2 y regul6 al alza el nivel
de expresion del ARNm que codifica para ITGB1. n=4. (*p<0.05).

IL-8 induce un aumento en los niveles de expresion del ARNm
gue codifica para PD-L1 en las células MDA-MB 231

Un elemento que se ha descrito en la ultima década como un potente promotor del
potencial metastasico de células tumorales es el ligando 1 de muerte programada
o PD-L1. Se ha demostrado en condiciones in vivo, que PD-L1 junto con su
receptor PD-1, inhiben la respuesta del sistema inmune a la presencia de células
tumorales, evitando su eliminacion, sin embargo, poco se sabe de PD-L1 sobre su
funcibn como elemento de sefalizacion intrinseca en las células tumorales.

Diversas evidencias han mostrado la relacién positiva entre los niveles de
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expresion de IL-8 y los niveles de expresion de PD-L1 en el cancer de pulmén de
células no pequefias, sin embargo, se desconoce si esta relacidon est4 presente en
el cAncer de mama triple negativo. Por lo tanto, evaluamos si el tratamiento con IL-
8 a una concentracion de 40 ng/ml por 48 horas, alteraba los niveles de expresion
del ARNm que codifica para PD-L1 en las células MDA-MB 231. La figura 24
muestra de manera clara, que la presencia de IL-8 induce un incremento
significativo en los niveles de expresion de PD-L1, mas de un 50% de aumento

con respecto a la condicion control.
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Fig 24. Efecto de IL-8 sobre la expresién del ARNm que codifica para PD-L1. Las células
MDA-MB 231 fueron tratadas con IL-8 durante 48 horas. Se observa que IL-8 induce un aumento
significativo en la expresion del ARNm que codifica para PD-L1. n=4. (*p<0.05).

El silenciamiento de PD-L1 reduce el efecto estimulatorio que
ejerce la IL-8 sobre la capacidad migratoria de las células MDA-
MB 231

Considerando como un hecho que la IL-8 induce un incremento en la capacidad
proliferativa y migratoria, asi como en la expresion de PD-L1 en las células MDA-

MB 231, se decidi6 investigar si el efecto inducido por IL-8 sobre la proliferacion y
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migracion era mediado al menos parcialmente por PD-L1. Para lo cual, se
implemento la técnica de silenciamiento del ARNm que codifica para PD-L1,
conocida como Knock-down. Inicialmente, se evalu6 la efectividad del
silenciamiento de PD-L1, manteniendo las células MDA-MB 231 en tres
condiciones experimentales: control, transfectadas con un ARN de interferencia
inespecifico (scramble) y con un ARN de interferencia especifico para PD-L1
(siARN PD-L1). Posterior a las 48 horas de la transfeccion se determind por RT-
PCR el nivel de expresion de PD-L1. La figura 25 muestra que el silenciamiento de
PD-L1 fue éxitoso en las células MDA-MB 231, practivamente desapareciendo el

ARNmM que codifica para PD-L1.
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Fig 25. Evaluacién de la transfeccion sobre la expresion del ARNm de PD-L1 en las células
MDA-MB 231. Se observa que la transfeccion con el siARN-PD-L1 fue exitosa al disminuir
significativamente los niveles de expresién del ARNm que codifica para PD-L1. n=3. (***p<0.001).

Una vez que estandarizamos la técnica de silenciamiento de PD-L1, investigamos
su efecto sobre la capacidad proliferativa y migratoria de las células MDA-MB 231,
tanto en presencia como en ausencia de IL-8. Esto nos ayudara a determinar si
existe una relacion funcional entre el efecto de IL-8 y la probable participacion de
PD-L1.
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La figura 26 muestra el efecto estimulatorio que ejerce IL-8 sobre la capacidad
proliferativa de las células MDA-MB 231, sin embargo, el silenciamiento de PD-L1
no afecta dicha capacidad tanto en la condicion control, como en presencia de IL-
8. Esto nos sugiere que el efecto estimulador de IL-8 sobre la capacidad

proliferativa es independiente de PD-L1.
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Fig 26. Efecto del knockdown de PD-L1 sobre la capacidad proliferativa. El silenciamiento de
PD-L1 no maodifico la proliferacion celular, sin embargo, se observa una tendencia hacia la baja y
este efecto se ve recuperado en presencia de IL-8. n=3. (*p<0.05).

De manera contraria a lo observado en la capacidad proliferativa, el silenciamiento
de PD-L1 reduce de manera significativa la capacidad migratoria de las células
MDA-MB 231 en condiciones control. Como se puede observar en la figura 27, el
silenciamiento de PD-L1 abate por completo el efecto estimulatorio inducido por
IL-8 sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. Este hallazgo deja
en claro, que el efecto inductor de IL-8 sobre la capacidad migratoria de las células
MDA-MB 231 es dependiente de PD-L1, desconociéndose el mecanismo

molecular involucrado.
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Fig 27. Efecto del knockdown de PD-L1 sobre la capacidad migratoria. El silenciamiento de
PD-L1 redujo de manera significativa la migracién celular y, el tratamiento con IL-8 (40 ng/ml) bajo
esta condicion recuperé ligeramente la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. n=3.
(*p=<0.05, **p<0.01).

IL-8 regula la expresion de PD-L1 a través de las vias de
sefalizacion PI3K/Akt y JAK/STAT

Se ha descrito que la regulacion de la expresion de PD-L1 en células tumorales se
da a través de mecanismos tanto constitutivos como inducibles, lo cual mantiene
de manera estable los niveles de expresion de esta proteina. Asi mismo, dentro
del microambiente tumoral se ha observado que las principales vias de
sefalizacion reguladoras de PD-L1 son la via PI3K/Akt/NF-xB, JAK/STAT, HIF-1a
y, mas recientemente descrita, la via Wnt/B-Catenina. Por su parte, la mecanica en
la sefalizacién de las isoformas del receptor a IL-8 dependen ampliamente de las
proteinas G al ser receptores de siete segmentos transmembranales, los cuales
pueden activar vias de sefalizacion como PI3K/Akt, PLC, JAK/STAT y Rho
GTPasas, modulando de esta manera una gran variedad de propiedades y

funciones del potencial metastasico de células tumorales como la proliferacion,
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migracion, invasion, supervivencia, angiogénesis y evasion inmunitaria (Ju et al.,
2020; Sun et al., 2018; Luppi et al., 2007; Guo et al., 2017).

Debido a lo observado en nuestros resultados, donde el tratamiento con IL-8
promovié un aumento en los niveles de expresion del ARNm que codifica para PD-
L1 y, derivado de las vias de sefializacion activadas por la interaccion IL-
8/CXCR1/2 y que al mismo tiempo regulan la expresion de PD-L1 como se
menciond anteriormente, nos propusimos evaluar dos de las vias compartidas
entre IL-8 y PD-L1, la via PI3K/Akt y la via JAK/STAT.

Para dilucidar la via de sefalizacion involucrada en la relacion funcional entre la
IL-8 y PD-L1, las células MDA-MB 231 fueron tratadas con inhibidores especificos
para cada una de estas dos vias de sefalizacién, Wortmanina (5 yM), un inhibidor
de la via PI3K/Akt y, AG490 (25 uM), un inhibidor de la via JAK/STAT, en
presencia y ausencia de IL-8. La figura 28 muestra que el tratamiento con
Wortmanina reduce significativamente la expresion del ARNm de PD-L1, por su
parte, al tratar a las células con AG490, se observa una tendencia hacia la baja sin
ser significativo. Por otra parte, cuando las células son pretratadas con
Wortmanina y AG490 y posteriormente se adiciona IL-8, se observa una reduccion
aun mas prominente en la expresién de PD-L1, que la observada en condicién
control. Este ultimo resultado deja en claro la participacion de estas dos vias de

sefalizacion en la expresion de PD-L1 inducida por IL-8.
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Fig 28. La expresion de PD-L1 inducida por IL-8 esta regulada por las vias PI3K/Akt y
JAK/STAT. EIl tratamiento con Wortmanina reduce significativamente el nivel de expresion
constitutivo del ARNm que codifica para PD-L1, por otra parte, tanto Wortmanina como AG490
inhiben significativamente el efecto inducible de IL-8 sobre la expresion del ARNm que codifica
para PD-L1 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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DISCUSION

El cancer de mama sigue representando un grave problema de salud publica a
nivel mundial, ocupando el segundo lugar en tasas de incidencia y cuarto lugar en
tasas de mortalidad hasta el ultimo reporte publicado por GLOBOCAN en el afio
2022. En cuanto a las caracteristicas fenotipicas, el cancer de mama triple
negativo sigue siendo el subtipo mas complejo y de peor prondéstico, ademas de
gue los tratamientos disponibles en la actualidad siguen siendo insuficientes para
tratar los tumores de cancer de mama triple negativo irresecables o recurrentes
(GLOBOCAN, 2022; Li et al., 2022).

Es de vital importancia destacar el hecho de que el cancer de mama triple
negativo hace alusién a un término de caracter operativo para clasificar a los
subtipos de céncer negativos para la expresiéon de ER, PR y HER-2, el cual se
derivdé del hecho de que, a mediados del afio 2000 la Unica terapia sistémica
disponible para pacientes con esta enfermedad era la quimioterapia. Actualmente,
se ha detallado que los pacientes con cancer de mama triple negativo difieren
enormemente en sus caracteristicas histolégicas, gendmicas, comportamiento

clinico y respuesta al tratamiento (Derakhshan & Reis-Filho, 2022).

Estas diferencias a nivel genotipico observadas entre los pacientes con cancer de
mama triple negativo se ven altamente influenciadas por la presencia de una
condicién inflamatoria crénica asociada al desarrollo y progresion tumoral. La
inflamacion crénica se caracteriza por un dafio tisular prolongado, proliferacion
inducida por el dafio y simultaneamente una reparacion tisular, en este contexto, la
proliferacion celular se correlaciona con la metaplasia y, la displasia, un trastorno
de la proliferacion que conduce a una desregulacion del crecimiento celular, se
presenta posteriormente y es considerado el evento previo al desarrollo de un
carcinoma. Un gran numero de investigaciones han tratado de dilucidar los
mecanismos moleculares que vinculan la inflamacion y el cancer, de esta manera,
se han identificado esquematicamente dos vias relacionadas con el proceso

oncogénico, por un lado la via intrinseca, donde los factores genéticos que causan
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neoplasias inician la expresion desregulada de moléculas asociadas a la
inflamacion que determinan la heterogeneidad del microambiente inflamatorio v,
por otro lado, la via extrinseca, donde las condiciones inflamatorias facilitan el

desarrollo tumoral (Cordon-Cardo & Prives, 1999; Aggarwal et al., 2009).

Como parte de los elementos presentes en la via extrinseca, se encuentran las
citocinas proinflamatorias, las cuales fungen como las principales reguladoras de
la inflamacion promotora de tumores. En la actualidad, existe una plétora de
evidencias que demuestran el papel directo de las citocinas provenientes de
leucocitos y células tumorales sobre la progresion cancerigena. Dentro de la gran
variedad de citocinas, se ha observado que principalmente la IL-6, la IL-183, el
TNF-a y el IFN-y promueven ampliamente la capacidad proliferativa, migratoria,
invasiva, clonogénica y angiogénica, no obstante, a pesar de la presencia de IL-8
como un factor quimiotactico en el microambiente tumoral de diversos tipos de
cancer, el mecanismo que ejerce esta quimiocina en la promocion del potencial
metastasico no se ha esclarecido por completo en el cancer de mama (Ahmad et
al., 2018; Vidal-Vanaclocha et al., 2000).

Con estos antecedentes, nos propusimos evaluar cual es el efecto que ejerce IL-8
sobre la capacidad proliferativa y migratoria de las células de cancer de mama
triple negativo. Inicialmente, quisimos observar la expresion a nivel de ARNm que
codifica para las dos isoformas del receptor a IL-8, CXCR1 y CXCR2. En nuestro
modelo celular se expresa el ARNm que codifica para estas proteinas, lo cual
coincide con lo reportado por Singh y colaboradores, donde observaron la
presencia de estos receptores y, que la inhibicion de su sefializacion reduce la
actividad de células madre de cancer de mama positivo y negativo a HER-2.
Ademas, nuestros resultados también coinciden con lo observado por Bi y
colaboradores, quienes observaron un elevado nivel de expresion del ARNm para
CXCR1/2 en células de cancer de higado. Por otra parte, también nos intereso
evaluar el posible efecto de IL-8 sobre la regulacion de la expresién del ARNm que
codifica para sus dos receptores, esto como un posible mecanismo de

retroalimentacion negativa a través de la internalizacion del receptor. En este
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contexto, se sabe que CXCR1 y CXCR2 son receptores de siete segmentos
transmembranales acoplados a proteinas G, los cuales son regulados a través de
la internalizacién del receptor mediado por B-arrestinas cuando el estimulo por el
ligando es prolongado, por lo tanto, evaluamos la expresion del ARNm de ambos
receptores en presencia y ausencia de IL-8, observando que el tratamiento con el
ligando no modific la expresion de estos receptores. Este comportamiento podria
estar dado por una actividad constitutiva de estos receptores y/o sus genes,
debido a que en células tumorales se ve interrumpida la internalizacion del
receptor aun cuando la sefializacibn mediada por IL-8 es constante, asimismo, se
ha descrito que una condicién de hipoxia caracteristica del proceso carcinogénico
en muchos tipos de cancer es un factor determinante para mantener estables los
niveles de ARNm que codifican para estos receptores, no obstante, hacen falta
mas investigaciones para comprender el mecanismo de regulacion de CXCR1/2
de manera dependiente o independiente de su ligando en células tumorales (Singh
et al., 2012; Bi et al., 2019; Korbecki et al., 2022).

Recientemente, multiples investigaciones se han centrado en investigar el papel
de IL-8 en la progresion tumoral de diversos tipos de cancer, observando que esta
quimiocina desencadena efectos positivos sobre la proliferacion, migracion,
invasion y angiogénesis. Debido a esto, como parte de los objetivos se decidio
evaluar el papel de esta citocina proinflamatoria en la capacidad proliferativa y
migratoria de las células MDA-MB 231. Las células fueron tratadas con IL-8 a una
concentracion de 40 ng/ml durante 48 horas, observando que la IL-8 fue capaz de
modificar tanto la proliferacibon como la migracion celular en el tiempo de

exposicidn a esta citocina.

Nuestros resultados coinciden con una amplia variedad de articulos en los cuales
se han reportado efectos promotores de IL-8 sobre la capacidad proliferativa y
migratoria de células tumorales. Por ejemplo, Ma y colaboradores en 2023
observaron que las células MKN-45 provenientes de cancer gastrico deficientes de
FAK (del inglés, Focal Adhesion Kinase) también presentaban una disminucion en

la expresion de IL-8 y, esto estaba correlacionado con una disminucién de la
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capacidad proliferativa y migratoria. Por su parte, en 2020, Shen y colaboradores
observaron que la sobreexpresion del microARN miR-106a reducia
significativamente la expresion de IL-8 en lineas de cancer de prostata y, a su vez,
esto reducia la proliferacion, migracion e invasion de células PC3 y DU145. En
2023, Hong-Huang y colaboradores observaron que el tratamiento con IL-8
promovio la proliferacion, migracion e invasion de las células MDA-MB 231 a las
48 horas y que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-CXCL8 revertia
estos efectos. Cabe destacar que en estos resultados, los mejores efectos sobre
la proliferacién se observaron a una concentraciéon de 10 ng/ml. Por otra parte,
Ding y colaboradores observaron que el tratamiento con XCT-790, un antagonista
de los receptores ERRa, redujo significativamente la expresion de IL-8 en las
células SW480 provenientes de cancer colorrectal, pero no la expresion de IL-4,
IL-6, IL-9, IL-10, IL-18, IFN-y ni TGF-B y, a su vez, esto se asocié con una
disminucion de la proliferacion y migracién. Contrariamente a nuestros resultados
y a lo reportado en los articulos mencionados anteriormente, Freund vy
colaboradores observaron que el tratamiento con IL-8 a 50 ng/ml y 150 ng/ml no
modificé la proliferacién, pero si la migracién e invasién de las células ZR-75 y
MDA-MB 231. Estos resultados demuestran ampliamente el papel que desempeia
IL-8 sobre la capacidad proliferativa y migratoria de diversas lineas tumorales,
sugiriendo que podria ser un blanco terapéutico principal en el disefio de nuevos
tratamientos contra el cancer de mama triple negativo (Ma et al., 2023; Shen et al.,
2020; Hong-Huang et al., 2023; Ding et al., 2017; Freund et al., 2003).

En el contexto de la condicién inflamatoria crénica, otro de los elementos que
participa durante este proceso es la proteina de control inmunitario PD-L1 que, de
manera candnica, se caracteriza por ser un inhibidor de la activacion de los
linfocitos T y regular la actividad de la respuesta inmune, no obstante, se ha
observado que en el microambiente tumoral contribuye a promover la inflamacion
y la inmunoevasion. Con lo expresado anteriormente, la inmunoterapia surge
como una tendencia inevitable para el tratamiento de diversos tipos de cancer. La
razon de esta estrategia terapéutica es debido a la capacidad del sistema

inmunitario para eliminar a las células tumorales, asi como el papel de los
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anticuerpos para reconocer neoantigenos y/o proteinas presentes en la membrana
de células cancerigenas. No obstante, las interacciones entre el sistema
inmunitario y el cancer se rigen a través de vias bioldégicas sumamente complejas,
a pesar de la idea clasica de que las células inmunoldgicas deberian reconocer a
las células tumorales como entidades “extrafas”, basandose en el peffil
mutacional que presentan, el equilibrio natural y principal de esta interaccion recae
en la tolerancia inmunoldgica, un proceso en el cual las células tumorales se
hacen pasar como células “propias”. La tolerancia se regula mediante linfocitos T
reguladores, citocinas inmunosupresoras y mas recientemente, a través del
descubrimiento de vias denominadas “puntos de control inmunitario”. De esta
manera, el bloqueo de los puntos de control inmunitario mediante la administracion
de anticuerpos monoclonales ha demostrado ofrecer beneficios parciales a los
pacientes con algun tipo de cancer en particular (Li et al., 2022; Topalian et al.,
2012).

Uno de los puntos de control inmunitario més estudiados en la actualidad es el eje
PD-1/PD-L1. En los ultimos afios, muchos investigadores se han centrado en
investigar el papel de este eje debido a su notable eficacia clinica, respuesta
prolongada y baja toxicidad. Particularmente, se ha estudiado con mayor
profundidad el efecto que ejerce PD-L1 sobre la capacidad metastasica de las
células tumorales de manera dependiente a su unién con PD-1, este mecanismo
es a través de la inactivacion de linfocitos T, lo cual permite la inmunoevasién de
células tumorales y subsecuentemente favorece la progresién del tumor primario.
Relacionado con este proceso, Ricklefs y colaboradores observaron que el PD-L1
expresado en la superficie de exosomas derivados de células de Glioblastoma era
capaz de unirse a PD-1 expresado en linfocitos T e inhibir su proliferacion y
diferenciacion. Por otra parte, un metaanalisis realizado por Li y colaboradores
demostré que a mayores niveles de expresion de PD-L1 se presenta una menor
tasa de supervivencia general en pacientes con cancer colorrectal (Sanmamed &
Chen, 2018; Ricklefs et al., 2018; Li et al., 2019).
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A pesar del conocimiento que se tiene sobre el papel de PD-L1 en la supresion de
la respuesta inmune antitumoral, diversas investigaciones han mostrado indicios
de un papel intrinseco a los tumores de PD-L1 en la regulacion de la transicién
epitelio-mesénquima, la metastasis y la quimiorresistencia, sin embargo, el papel
de este punto de control inmunitario sobre estas caracteristicas del potencial
metastasico se encuentran menos definidos en la actualidad. Con estos
antecedentes, surge la idea de determinar el posible papel de PD-L1 de manera
no canonica, es decir, de forma independiente a la unién con su receptor PD-1 en
condiciones in vitro, donde nuestro modelo experimental, las células de cancer de
mama triple negativo MDA-MB 231, se encuentran en un medio libre de células

inmunolégicas PD-1+.

Por lo tanto, en este trabajo evaluamos de manera inicial la expresion a nivel de
ARNmM de PD-L1, se extrajo el ARN total de las células MDA-MB 231 y evaluamos
la expresién génica mediante RT-PCR de punto final. De esta manera,
observamos que nuestro modelo celular expresa el ARNm que codifica para PD-
L1, este primer resultado concuerda con lo observado por Dong y colaboradores a
partir de un andlisis de las bases de datos U133A, U133PIlus2 y TCGA, donde la
expresion del ARNm de PD-L1 se regul6 positivamente y de manera constante en
cancer de mama, pulmon, ovario, préstata, higado, entre otros tipos de cancer. Asi
mismo, concuerda con el trabajo de Alkaabi y colaboradores, en el cual muestran
que la linea celular MDA-MB 231 presenta una expresion elevada de PD-L1
comparado con una nula expresion de esta proteina en las lineas celulares de
cancer de mama dependientes de hormonas, T47D y MCF7 y la linea celular
epitelial mamaria no tumoral MCF10A. Por otra parte, nuestros resultados
contrastan con el trabajo de Chen y colaboradores, donde observaron que PD-L1
no se expres6 en 16 de 17 cultivos de lineas celulares provenientes de
melanomas y en un cultivo de una linea celular proveniente de cancer de pulmon
de células no pequefias (Dong et al., 2018; Alkaabi et al., 2023; Chen et al., 2019).

Un numero creciente de estudios ha sugerido que PD-L1 se expresa ampliamente

en diversos tumores solidos y, aunque el valor prondstico de la expresion de PD-
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L1 aun resulta controvertido, se ha demostrado que una alta expresion en los
niveles de ARNm y proteina de esta molécula estan asociados a un aumento en la
capacidad proliferativa, migratoria, invasiva y de supervivencia de mdultiples tipos
de cancer. Por ejemplo, en 2022, Lin y colaboradores observaron que la reduccién
en la expresion de PD-L1 inhibié significativamente la capacidad migratoria e
invasiva de células de carcinoma folicular de tiroides, ademas, encontraron que la
expresion de miR-199a-5p reducia la progresion tumoral de estas células y, que
este efecto, estaba mediado a través de la regulacién negativa de la expresion de
PD-L1. Otro hallazgo fue reportado por Feng y colaboradores en 2024, donde
observaron que la proteina ZNF250 derivada de fibroblastos asociados al cancer
(CAFs) regul6 positivamente la expresion de PD-L1 en un modelo celular de
carcinoma hepatocelular y, ademas, los exosomas derivados de CAFs que eran
deficientes de ZNF250 inhibieron la proliferacién, migracion, invasion y evasion
inmunitaria mediante la regulacion negativa de la expresion de PD-L1 en el mismo
modelo celular. Por su parte, Xie y colaboradores en 2025 observaron que PD-L1
se encontraba sobreexpresado en células de glioblastoma humano y, esta
condicion promovié la viabilidad, proliferaciéon, migracién e invasion de estas
células mediante la activacion del eje GP130/JAK2/STAT3/IRAK2/NF-kB/IL-6 (Lin
et al., 2022; Feng et al., 2024; Xie et al., 2025).

Con los resultados mencionados anteriormente, queda en evidencia el efecto
promotor de PD-L1 sobre el potencial metastasico de diversas lineas celulares de
cancer, lo cual empeora el pronéstico de los pacientes. Por lo tanto, en el presente
trabajo nos propusimos evaluar el efecto del silenciamiento de PD-L1 sobre la
capacidad proliferativa y migratoria. En relacion a esto, observamos que posterior
a la transfeccion con siARN-PD-L1 se presentd una disminucion significativa en la
capacidad migratoria de las células MDA-MB 231 a las 48 horas de tratamiento
con respecto a la condicién control, pero no se observaron cambios significativos
sobre la capacidad proliferativa, aunque se presenta una tendencia a la baja. De
esta manera, a través de nuestros resultados queda en evidencia que PD-L1 juega
un papel clave en la migraciéon y regulacion de la transicién epitelio-mesénquima

en las células de cancer de mama triple negativo. En consonancia con nuestros
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resultados, Abounar y colaboradores demostraron que el knockout de PD-L1
mediante la técnica de CRISPR/Cas9 en células A549 y H1975 provenientes de
cancer de pulmén de células no pequefias fue capaz de arrestar el ciclo celular en
la fase GO/G1 y reducir la capacidad migratoria, asimismo, la supresion en la
expresion de esta proteina sensibilizo a las células al tratamiento con Paclitaxel, lo
que a su vez aumentd la muerte por apoptosis. Por su parte, Li-Wenjuan y
colaboradores observaron una mayor expresion de PD-L1 en células A549 y
H1299 en comparacion con las células epiteliales pulmonares normales, esta alta
expresion estaba asociada a un estadio TNM mas avanzado y a un aumento de la
metastasis, en contraparte, al inhibir la expresion de PD-L1 se redujeron
significativamente los marcadores moleculares relacionados con la transicion
epitelio-mesénquima y angiogénesis, tales como MMP9, N-Cadherina y VEGFA,
mientras que la expresion de E-Cadherina se vio aumentada, dando paso a una
regresion al fenotipo epitelial. En 2018, Qiu y colaboradores demostraron que la
inhibicién de la expresiéon génica de PD-L1 suprimié el desarrollo y progresiéon de
células de Glioblastoma en modelos ortotopicos de Glioblastoma en roedores,
ademas, los investigadores observaron que el PD-L1 intrinseco del Glioblastoma
fue capaz de regular ampliamente el proceso de transicion epitelio-mesénquima
de manera dependiente a la activacion de la via Ras/IMEK/ERK (Abounar et al.,
2024; Li-Wenjuan et al., 2024; Qiu et al., 2018).

Con los resultados obtenidos hasta este punto y bajo consideraciéon de los
elementos presentes en el microambiente tumoral que, ademas, han demostrado
ejercer un papel promotor sobre la progresion tumoral, surgié la idea de evaluar
una posible conexion del eje IL-8/PD-L1 sobre el potencial metastasico de las
células MDA-MB 231y, en relacién a esto, demostrar cuales eran las posibles vias
de sefializacion rio abajo de CXCR1/2 involucradas en regular la expresion de PD-
L1, lo cual no ha sido esclarecido en nuestro modelo celular. Uno de los
antecedentes principales relacionados con la conexién entre IL-8 y PD-L1 fue
descrito por Lin y colaboradores en 2019, donde demostraron que un aumento en
la expresidn de IL-8 estaba correlacionado con un aumento en la expresiéon de PD-

L1 tanto a nivel de ARNm como de proteina y, a su vez, esta correlacion estaba
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asociada a una peor tasa de supervivencia general de pacientes con cancer
géastrico. Por su parte, Jing-Liu y colaboradores describieron un novedoso
mecanismo en células de Cancer de Pulmén de Células No Pequefas resistentes
a los TKI-EGFR. Inicialmente, observaron que estas células presentaban una
sobreexpresion de NOX4 vy, al suprimir la expresion de esta proteina, los niveles
de expresion de IL-8 disminuian y, posteriormente, los niveles de expresion de
PD-L1 también se veian hacia la baja, por lo tanto, estos resultados demostraron
una conexion entre el eje NOX4/IL-8/PD-L1 en la resistencia a los TKIl y la evasion
de la respuesta inmunitaria. Por otro lado, Lou y colaboradores en 2024
observaron a través de cocultivos de células MKN45 provenientes de cancer
gastrico con Fibroblastos Asociados al Cancer (CAFs) un aumento en la expresiéon
de PD-L1, la cual era inducida por la secrecion de IL-8 proveniente de CAFs.
Mecanicamente, el aumento de PD-L1 por IL-8 estaba mediado a través de la
activacion de las vias p38, JNK y NF-kB, lo cual fue confirmado al tratar a las
células con Repertaxina, un inhibidor de los receptores CXCR1/2, y observar una
reduccion en los niveles de expresion de PD-L1 y el bloqueo de las vias
mencionadas. En 2018, Sun y colaboradores demostraron que las Células Madre
Mesenquimales de Céancer Gastrico (CMMCG) eran capaces de aumentar la
expresion de PD-L1 en Células de Cancer Gastrico (CG), lo cual resultaba en un
aumento de la resistencia a los efectos citotoxicos mediados por Linfocitos T
CD8+, ademas, observaron que este aumento de PD-L1 estaba mediado por la
activacion de las vias de sefializacion STAT3 y mTOR inducidas por IL-8. Otra de
las caracteristicas esenciales de las células tumorales es el microambiente
hipoxico, en este sentido, Song y colaboradores observaron que los macréfagos
hipéxicos contribuyeron a la proliferacion, migracién y progresion del ciclo celular
de células de cancer de esodfago. Demostraron que la condicion de hipoxia
incrementd la secrecion de IL-8 por parte de los macrofagos a través de la
regulacion positiva en la expresion del factor de transcripcion HIF-1a y, ademas, la
IL-8 secretada facilitd la expresion de PD-L1 (Lin et al., 2019; Jing-Liu et al., 2023;
Lou et al., 2024; Sun et al., 2018; Song et al., 2023).
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Nuestros datos demuestran una relacion directa entre IL-8 y los niveles de
expresion de PD-L1 en el cancer de mama triple negativo, la cual estd mediada a
través de la activacion de la via PI3K/Akt y, posiblemente NF-kB, lo cual coincide
con lo mencionado anteriormente y reportado por Lou y colaboradores en cancer
gastrico. Por otro lado, demostramos que la conexion IL-8/PD-L1 también se ve
influenciada por la activacion de la via JAK/STAT, coincidiendo con lo descrito por
Sun y colaboradores. Cabe destacar que, hasta donde sabemos, este es el primer
hallazgo que demuestra una regulacion directa de la expresion del ARNm que
codifica para PD-L1 inducida por IL-8 a través de la activacion de las vias PI3K/Akt

y JAK/STAT rio abajo de CXCR1/2 en células de cancer de mama triple negativo.

Asi mismo, cabe resaltar que la interaccion entre IL-8 y PD-L1 es capaz de
modular diferentes propiedades del potencial metastasico como la proliferacion,
migracion, quimiorresistencia y evasion de la respuesta inmune, asi como un
aumento de la metéstasis y una reduccion en la tasa de supervivencia general, tal
como se menciond anteriormente. Aqui hemos demostrado que esta conexion
incide significativamente sobre la capacidad migratoria y proliferativa de las células
de cancer de mama triple negativo, MDA-MB 231, observando en esta Ultima
propiedad una tendencia sin ser significativa. No obstante, surge la necesidad de
dilucidar los posibles mecanismos mediante los cuales PD-L1, de manera
intrinseca, influye sobre la migracion celular. En relacién a esto, recientemente se
ha considerado que la localizacion nuclear de PD-L1 se asocia con la progresion
tumoral, pero las funciones nucleares especificas de PD-L1 no estan descritas por
completo. Ante este nuevo reto, Reddy y colaboradores demostraron en células de
cancer de ovario, que PD-L1 es capaz de unirse al promotor de los genes que
codifican para IL-8, Bcl3 y STAT1 asociado con un aumento en la acetilacion de
histonas y el reclutamiento de la ARN Polimerasa Il a estos promotores. Estos
hallazgos proporcionan una funcién novedosa de PD-L1 en células tumorales, lo
cual podria contribuir a la resistencia a la inmunoterapia en algunos tipos de
cancer, por lo tanto, surge como perspectiva evaluar las funciones nucleares de
PD-L1 y su posible papel como factor de transcripcibn sobre el potencial

metastasico en células de cancer de mama triple negativo.
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CONCLUSIONES

. Las células MDA-MB 231 expresan el ARNm que codifica para el receptor a

IL-8 asi como para PD-L1.

. IL-8 exacerba la capacidad proliferativa y migratoria de las células MDA-MB
231.

. IL-8 favorece la transicion epitelio-mesénquima en las células MDA-MB

231, incrementando su potencial metastasico.

. IL-8 incrementa el nivel de expresion del ARNm que codifica para PD-L1,
siendo este efecto mediado por las vias de sefalizacion PI3K/Akt y
JAK/STAT.

. La expresion de PD-L1 regula postivamente la capacidad migratoria de las
células MDA-MB 231, pero no afecta su capacidad proliferativa.

. El efecto inducido por IL-8 sobre la capacidad migratoria en las células
MDA-MB 231 es dependiente de la expresion de PD-L1.
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Fig 14. Nivel de Expresidon del ARNm que codifica para PD-L1. Las células MDA-MB 231 fueron
tratadas con IL-8 a diferentes concentraciones durante 48 horas. Se observa un mayor nivel de
expresion de PD-L1 a la concentracion de 40 ng/ml con respecto a la condicién control.
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Fig 15. Red de Interaccién Molecular y Vias de Sefializacidon asociadas a la regulacion de la
expresion de PD-L1 y citocinas proinflamatorias. Utilizando la base de datos STRING, se
realiz6 un andlisis bioinformatico para identificar las vias asociadas a la regulacién de PD-L1, asi
como los posibles elementos que pudieran estar regulados por esta proteina.
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