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1. RESUMEN

Los neutrdfilos asociados a tumores tipo 2 (TANs N2) se han relacionado
con la progresion tumoral mamaria, al promover varias caracteristicas de
malignidad que incluyen inflamacion, modificacién de la matriz extracelular,
proliferacion celular, inmunosupresién, migracion celular, angiogénesis Yy
metastasis.

En particular, la metéstasis es la mayor causa de muerte por este tipo de
cancer. En efecto, la metéstasis es el proceso a través del cual las células
tumorales se movilizan a sitios alejados colonizandolos. Este fenébmeno incluye
pérdida de identidad epitelial y sus interacciones célula-célula, un aumento de la
expresion de proteasas capaces de degradar la matriz extracelular y la
vascularizacién del tumor. Uno de los procesos clave de la adquisicion de
caracteristicas moviles por las células epiteliales es la Transicion Epitelio
Mesenquimal (EMT). En este proceso, se expresan factores de transcripcion que
regulan negativamente la expresion de E-Cadherina, provocando asi la pérdida
de polaridad celular y adhesion entre células, favoreciendo un fenotipo
mesenquimal.

Investigaciones recientes han demostrado que los TANs N2 promueven la
migracion e invasion celular a través de la induccion de la EMT en diferentes tipos
de cancer, sin embargo, poco se sabe sobre el mecanismo subyacente por el
cual estarian promoviendo la EMT. Basandonos en trabajos previos que

muestran una relacién entre la activacién de la via NF-kB y EMT en diferentes



tipos de cancer, incluido el cancer mamario, y dado que los TANs son capaces
de activar NF-xB en células no tumorales, planteamos la hipotesis de que los
TANs N2 inducen la activacion de la via NF-kB en las células tumorales
mamarias, provocando su EMT.

Los resultados obtenidos complementados con la literatura, nos permiten
concluir que los neutréfilos son atraidos al microambiente tumoral y son capaces
de activar la via NF-kB en las células tumorales mamarias, mediante la secrecion
de IL-8. Al respecto, la activacion de la via NF-kB fue evidenciada mediante el
aumento de la expresion de genes y proteinas blanco de esta via de sefializacion.
También se verifico que los neutrdéfilos favorecen la EMT en las células tumorales,
evidenciado por la expresion de genes caracteristicos de un fenotipo
mesenquimal y en un aumento de la migracion celular in vitro. El aumento de la
migracién de las células tumorales mamarias, mediado por los neutrofilos,
también fue comprobado in vivo mediante la técnica de xenotrasplante en pez
cebra. Finalmente, observamos una reversion de la migracion de células
tumorales al utilizar un inhibidor de ARN interferente de la via NF-kB. En
consecuencia, nuestros resultados comprueban la participacion de los neutréfilos

en la activacion del eje NF-kB /EMT en las células tumorales mamarias.



2. ABSTRACT

Tumor-associated neutrophils type 2 (TANs N2) have been linked to
mammary tumor progression by promoting several hallmarks of malignancy
including inflammation, extracellular matrix remodeling, cell proliferation,

immunosuppression, cell migration, angiogenesis and metastasis.

Metastasis is the main cause of death in breast cancer patients. Metastasis is
the process through which tumor cells move to distant sites colonizing them. This
phenomenon includes loss of epithelial identity and its cell-cell interactions,
increased expression of proteases capable of degrading the extracellular matrix
and tumor vascularization. One of the key processes in the acquisition of mobile
features by epithelial cells is the Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT). In this
process, transcription factors that negatively regulate the expression of E-
Cadherin are expressed, thus causing the loss of cell polarity and adhesion

between cells, favoring a mesenchymal phenotype.

Recent research has shown that N2 TANs promote cell migration and invasion
through EMT induction in different types of cancer, however, little is known about
the underlying mechanism by which they promote EMT. Based on previous work
showing a relationship between NF-kB pathway activation and EMT in different
types of cancer, including breast cancer, and since TANs are able to activate NF-
KB in non-tumor cells, we hypothesize that N2 TANs induce the activation of the

NF-kB pathway in mammary tumor cells, causing their EMT.



The results obtained, complemented with the literature, allow us to conclude
that neutrophils are attracted to the tumor microenvironment and are capable of
activating the NF-kB pathway in mammary tumor cells, through the secretion of
IL-8. Activation was observed through increased expression of genes and
proteins targeted by this signaling pathway. It was also verified that neutrophils
favor EMT in tumor cells, evidenced in the expression of genes characteristic of
a mesenchymal phenotype and in an increase in cell migration, which was
reversed when we used an interfering RNA of the NF-kB pathway, thus verifying
the participation of neutrophils in the activation of the NF-kB /EMT axis in tumor

breast cells.



3. INTRODUCCION

3.1. Céancer Mamario

El cancer corresponde a una de las principales causas de muerte a nivel
mundial, siendo sélo superado por las enfermedades cardiovasculares (Ritchie y
cols., 2018). Esta enfermedad tiene un origen en alteraciones genéticas, que
pueden ser heredadas o adquiridas en la vida del individuo (Mbeunkui y Johann,
2009). Dichas alteraciones causan una proliferacion celular exacerbada, cambios
transcripcionales que provocan la produccién de quimioquinas, citoquinas
inflamatorias, factores de crecimiento, sefiales inmunosupresoras y mutaciones

gue favorecen la evasion de la vigilancia inmune (Anderson y Simon, 2020).

En particular el cancer mamario, es la neoplasia maligna mas frecuente
diagnosticada en las mujeres a nivel mundial, y es curable en un ~70 a 80 % de
las pacientes con esta enfermedad en etapa temprana no metastasica (Harbeck
y cols., 2019). En efecto, la metéstasis corresponde a la principal causa de
muerte por esta enfermedad y corresponde a un fenémeno que abarca diversos
cambios, los que incluyen la pérdida de la identidad epitelial, aumento en la
expresion de proteasas capaces de degradar matriz extracelular, y la
vascularizacion del tumor, que permite su irrigacion y llegada de nutrientes

(Bielenberg y Zetter, 2015).



Los tipos de cancer mamarios mas frecuentes son los carcinomas que se
producen a partir del epitelio mamario, los que se pueden clasificar a partir de la
determinacion histoldgica, en carcinoma mamario ductal o lobular (Elenbaas y
cols., 2001). Estos a su vez, pueden ser clasificados segun su grado de
invasividad como in situ o invasivos, que da cuenta si se encuentra Unicamente
en los conductos o I6bulos, o si ha invadido tejido mamario circundante,
respectivamente (Harbeck y cols., 2019). Estos ultimos tienen la potencialidad de
propagarse hacia otros sitios del cuerpo y generar metastasis (Shea y cols.,
2020). Aproximadamente un 80% de los carcinomas mamarios corresponden a
carcinomas ductales invasivos, mientras que los lobulares invasivos se ubican
entre un 10 y 15% de los casos totales.

Para las caracterizaciones clinicas, ademas de los andlisis histoldgicos, se
incorporaron pruebas de la expresion inmunohistoquimica de proteinas claves,
entre las cuales se encuentran los receptores de estrégeno (ER), progesterona
(PR), factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2+), y el marcador de

proliferacion Ki67 (Harbeck y cols., 2019).

Los tumores ER+/PR+ son llamados “receptor de hormonas-positivo”,
mientras que los que no expresan ER, PR ni HER2, reciben el nombre de “triple
negativos” (TN). Estas clasificaciones permiten predecir qué tumores se
beneficiaran de una terapia u otra, y cuales son mas agresivos que otros (Alcaide

Lucenay cols., 2021).



Por otro lado, el desarrollo del cancer mamario tiene variados origenes
tales como la predisposicion genética familiar, en su mayoria por las mutaciones
de los genes BRCA1(17g21) y BRCA2 (13g13), proteinas involucradas en la
reparacion del ADN y con un patrén de herencia dominante (Harbeck y cols.,
2019). Ademas, los factores ambientales y los estilos de vida también tienen una
predominancia importante en este tipo de cancer, tales como la hiperglicemia, la
resistencia a la insulina y la obesidad (Kallens y cols., 2017), el sedentarismo, la
postergacion de la maternidad, la menarquia precoz, la disminucion o falta de
lactancia materna, ademas del incremento de las mamografias y precaucion
respecto al tema (Harbeck y cols., 2019).

Si bien las alteraciones genéticas, tanto adquiridas como desarrolladas en
la vida de los individuos, son esenciales para que ocurra el proceso de
tumorogénesis en cancer mamario, éstas no son suficientes, y, es necesario,
ademas, que existan interacciones con las células del microambiente tumoral y
evasion de la respuesta inmune por parte de las células cancerigenas, para que

el tumor pueda desarrollarse.

3.2. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral esta compuesto por variados tipos celulares,

factores secretados y matriz extracelular (Nicole M. Anderson y M. Celeste Simon

2020). La composicion del microambiente varia entre los distintos tipos



tumorales, pero parte de las caracteristicas distintivas incluyen células inmunes,
estromales, vasos sanguineos y matriz extracelular.

El microambiente tumoral juega un papel importante en la iniciacion y
progresion tumoral, ya que las interacciones dinamicas bidireccionales entre sus
componentes son esenciales para estimular la heterogeneidad de las células
cancerosas y su evolucion clonal. También ejerce acciones de remodelacion
tisular, alteraciones metabdlicas y reclutamiento de células estromales (Ribatti,
2021), ademas de aumentar la resistencia a multiples farmacos, lo que facilita la

progresion y metastasis de las células cancerosas (Baghban y cols., 2020).

Las células estromales mas abundantes en el microambiente tumoral
mamario son los fibroblastos asociados a cancer, los cuales, remodelan la matriz
extracelular mediante la secrecion de proteasas, permitiendo la invasiéon y
modulando la interaccién entre las células tumorales y las células vecinas (Hu y
cols., 2022).

Estos tumores, ademas, son altamente infiltrados con diversas células
inmunitarias adaptativas e innatas (Anderson y Simon, 2020), entre los cuales se
encuentran los neutrofilos, células dendriticas, células Natural Killer (NK),
macrofagos, linfocitos B y T (Shaul y Fridlender, 2017). Las células inmunitarias
infiltradas en el tumor inicialmente son reclutadas para la eliminacion de las
células neopléasicas, no obstante, a medida que ejercen su accion, cambian la
inmunogenicidad del tumor y actian seleccionando clones tumorales resistentes

capaces de escapar a la respuesta inmunitaria (Salemme y cols., 2021), accién



gue se ve favorecida por el cambio de secrecion de citoquinas hacia un perfil

inmunosupresor en el microambiente tumoral (Harbeck y cols., 2019).

La comprension de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes
gue rigen las interacciones presentes en el microambiente tumoral, se puede
utilizar como una estrategia para interrumpir indirectamente su comunicacion y
desarrollar estrategias terapéuticas eficientes y seguras para combatir el cancer.
Ademas, las citoquinas involucradas en estas interacciones también se pueden
utilizar como herramientas de diagnostico para predecir y controlar con precision

el resultado de la terapia (Baghban y cols., 2020).

3.3. Inmunidad antitumoral y evasién inmune

Los componentes del sistema inmune adquieren particular importancia en
la progresion tumoral, ya que normalmente éstos ejercen una accion de vigilancia
inmunitaria que es capaz de identificar y eliminar las células con funcionamiento
y/o proliferacion alterada mediante respuestas especificas que contemplan tanto
la respuesta inmune innata, como la adaptable (Monjazeb y cols., 2013) (Figura

1).

Las células innatas mas importantes en la respuesta antitumoral son las
células Natural Killer (NK), las que eliminan células tumorales que han reducido

o perdido sus moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC 1), lo que ocurre



por la seleccion impuesta por los linfocitos T citotoxicos (CTL). Por otra parte, los
macrofagos de tipo 1 pueden reconocer patrones moleculares asociados a
lesiones en las células tumorales que se encuentran apoptoéticas, lo que provoca
la produccion de 6xido nitrico (NO) que favorece la eliminacion de tumores.
Ademas recientemente se ha descubierto una poblacién de neutréfilos
(Neutrofilos asociados a tumor tipo 1), que favorece la inmunosupresion y
respuestas protumorales (Fridlender y Albelda, 2012) que se detallaran mas

adelante en este trabajo de tesis.

Por otro lado, las respuestas antitumorales del sistema inmune adaptable,
contemplan principalmente la generacion de anticuerpos especificos y la accién
de los linfocitos T CTL (Lichtman y cols., 2015). Al respecto, los anticuerpos
antitumorales reconocen diversos antigenos tumorales y activan el sistema del
complemento para la eliminacién de dichas células (Monjazeb y cols., 2013). Los
linfocitos T CD8+, por otro lado, corresponden a la respuesta antitumoral mas
eficiente, ya que pueden reconocer y eliminar células malignas que expresen
péptidos derivados de antigenos tumorales acoplados a MHC |. Estos linfocitos
se han utilizado ampliamente en estrategias de inmunoterapia como

los receptores de antigeno quimérico (CAR) de células T (lwahori, 2020).

Sin embargo, las células cancerigenas pueden elaborar mecanismos que
les permiten evadir este tipo de respuestas antitumorales (Figura 1). Algunos de
estos mecanismos de evasion son mediados por la misma célula tumoral, tales

como la pérdida de antigenos de superficie que permiten que sean reconocidos
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por los linfocitos CTL, ademas de la secrecion de citoquinas y factores solubles
gue pueden suprimir la respuesta antitumoral. Mientras que otros mecanismos
de evasion inmune son mediados por células presentes en el nicho tumoral, como
las células mieloides supresoras, linfocitos T reguladores tipo 2, macrofagos tipo
2 (Monjazeb y cols., 2013) (Lichtmany cols., 2015) y neutrofilos tipo 2 (MA'y cols.,
2019). Dichas células estan involucradas en respuestas inmunitarias que pueden
promover el crecimiento, supervivencia, angiogénesis y la degradan la matriz
extracelular mediante la induccion de la inflamacion y la secrecién de factores de

crecimientos (Dougan y Dranoff, 2009).
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Modificado de Monjazeb y cols., 2013

Figura1l: Eliminacién y Escape inmunolégico. Durante la fase de eliminacion,
las células efectoras inmunitarias, como las células CTL y NK, con la ayuda de
las células dendriticas y las células T helper, pueden reconocer y eliminar las
células tumorales. Sin embargo, las células tumorales pueden secretar citoquinas
que reclutan células supresoras como las células T reguladoras (Treg), células
mieloides inmaduras (iDC) y las células mieloides supresoras (MDSC) y
macréfagos M2, células que contribuyen a generar un ambiente inmunosupresor
y favorecen el escape a la vigilancia inmune.
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3.4. Neutréfilos asociados a tumor

Los neutrofilos corresponden a la poblacidon de leucocitos mas abundante
(Powell y Huttenlocher, 2016) (Fridlender y Albelda, 2012) y forman parte de la
inmunidad innata fagocitando y eliminando microorganismos. Si bien,
tradicionalmente los neutrofilos son considerados promotores de inflamacion en
un contexto antibacterial, estudios recientes han determinado una poblacion de
neutrofilos que infiltran tumores, los han relacionado a un mal prondstico en
cancer. A esta poblacion de neutréfilos se les ha denominado Neutrdfilos
Asociados a Tumor (TANs). Dichos TANs han generado controversia, debido que
existe tanto evidencia que soporta un efecto citotoxico y antitumoral, como

protumoral (Powell y Huttenlocher, 2016).

Recientemente, se determind que los TANs pueden retener cierta
plasticidad funcional y pueden sufrir una "activacion alternativa” cuando se
exponen a sefiales que se encuentran en el microambiente tumoral. Estos
pueden ser polarizados hacia un fenotipo tipo 1 (TANs N1), al ser estimulados
por IFN de tipo | (Shaul y Fridlender, 2017) o mediante la inhibicién de TGF-
(Shaul y Fridlender, 2019), o tipo 2 (TANs N2), al ser estimulados por TGF-
B (Shaul y Fridlender, 2017). Los TANs N1 se han relacionado a un fenotipo
proinflamatorio y antitumoral, mientras que los TANs N2, con uno
protumorogénico e inmunosupresivo (Shaul y Fridlender, 2017) (Masucci y cols.,

2019).
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El perfil de produccion de citoquinas de los TANs N1 esta caracterizado
por altos niveles de TNF-a, CCL3, ICAM-1 y bajos niveles de Arginasa (Masucci
y cols., 2019). Estos TANs promueven el reclutamiento y activacion de células T
CD8+ (Sionov y cols., 2015). Por otro lado, los TANs N2 se caracterizan por un
aumento en la produccion de CCL2, 4, 8,12y 17, CXCL1, 2,8y 16y altos niveles

de Arginasa (Masucci y cols., 2019) (Sionov y cols., 2015) (MA y cols., 2019).

Adicionalmente, los TANs N2 se han relacionado a la metastasis tumoral,
ya que son una fuente de VEGF y MMP9, factores que favorecen la creaciéon de
nuevos vasos sanguineos y la degradacién de la matriz extracelular (Tazzyman
y cols., 2009), lo cual permite que las células tumorales puedan movilizarse desde
su nicho, intravasar y migrar hacia sitios de invasion secundarios. A su vez, las
Trampas extracelulares de neutrofilos (NETs) que los neutrofilos producen,
también se han asociado a un aumento en la extravasacion de las células

cancerosas hacia 6rganos secundarios (Demkow, 2021).

Recientes investigaciones han demostrado que los TANs N2 también
pueden promover la migracion e invasion celular a través de la EMT de células
tumorales, mediante la activacion de las vias ERK y JAK2/STAT3 en cancer
gastrico (W. Zhang y cols., 2017). Sin embargo, en otros modelos tumorales,
aunque existe evidencia que los neutréfilos promueven la EMT (Mayer y cols.,
2016) (Faget y cols., 2017) (Grol3e-Steffen y cols., 2012), no se tiene claro el

mecanismo que subyace a este fendbmeno.
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3.5. NF-kB, Transicion epitelio mesénquima y metastasis

La EMT es un proceso en el cual las células epiteliales adquieren un
fenotipo mesenquimal y motilidad a través de una cascada de eventos y cambios
en la expresion génica (Felipe Lima y cols., 2016). Existen 3 tipos de programas
de EMT, en donde el tipo 1 se relaciona a los movimientos celulares importantes
que ocurren durante la embriogénesis, el tipo 2 es asociado a regeneracion y
reparacion de heridas y el tipo 3 es asociada a malignidad, invasion y metastasis

de células tumorales de origen epitelial (Kalluri y Weinberg, 2009).

Durante la tumorogénesis ocurren cambios en las vias regulatorias del
fenotipo epitelial, lo que lleva a perder las adhesiones celulares, cambios en la
polarizacion y en el citoesqueleto, migracion e intravasacion (Seyfried y
Huysentruyt, 2013). La EMT es uno de los procesos claves de la adquisicién de

caracteristicas matiles y en la metastasis (Heerboth y cols., 2015).

En este proceso se expresan factores de transcripcion SNAIL, SLUG,
TWIST y ZEB1 y 2, los cuales regulan negativamente la expresion de E-
Cadherina, provocando la pérdida de la polaridad celular y de adhesion entre
células. Ademas se genera un aumento de la expresidon de N-Cadherina,
Vimentina y proteasas celulares (Felipe Limay cols., 2016) (Fedele y cols., 2017).
Esto promueve la pérdida de la identidad epitelial, generando un fenotipo
mesenquimal capaz de movilizarse e invadir otros tejidos (Medici y cols., 2008)

(Heerboth y cols., 2015) (Jolly y cols., 2017). En el cancer mamario se ha
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reportado que la EMT es una caracteristica que favorece su progresion (Elzamly

y cols., 2018) (Fedele y cols., 2017) (Felipe Lima y cols., 2016).

La mayor causa de muerte en cancer mamario es provocada por
metastasis e invasion a otros tejidos, caracteristicas relacionadas a la EMT,
ademas, la adquisicion de un fenotipo mas desdiferenciado asociado a célula
madre cancerigena la cual provee de una mayor resistencia a tratamientos

(Fedele y cols., 2017).

La EMT puede ser producto de la activacion de diversas vias de
transduccion de sefiales propias del funcionamiento defectuoso de la célula
tumoral, y también por sefiales provenientes del microambiente tumoral. Estas
seflales incluyen la hipoxia, estrés oxidativo, privacion de nutrientes e
inflamacion, favoreciendo de esta manera la expresion de los factores de
transcripcion propios de este proceso (Santamaria y cols., 2017). Una de las vias
de sefalizacién que se ha visto involucrada en esta transicion es la via de NF-
kB, en donde su actividad se ha visto relacionada en la promocion de la EMT en
cancer pancreatico (Maier y cols., 2010), cancer prostatico (Q. Zhang y cols.,
2009), cancer renal (Pantuck y cols., 2010) y carcinoma escamoso de cabeza
cuello (Chung y cols., 2006), en carcinoma hepatocelular (Qin y cols., 2016) y en

cancer mamario (Huber y cols., 2004)(Pires y cols., 2017).

En particular en cancer mamario, existe evidencia que la actividad de NF-

KB es esencial para la EMT y metastasis (Huber y cols., 2004), que es requerido
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para la mantencion del fenotipo invasivo en canceres inducidos por Ras o
tratamiento carcindgeno, o en células de cancer de mama esporadico (Min y
cols., 2008). Asimismo, se ha reportado que la activaciéon de NF-kB facilita el
desarrollo de un fenotipo tumoral independiente de hormonas, invasivo y de alto

grado (W. Wang y cols., 2014) (Huber y cols., 2004) (Pires y cols., 2017).

Estudios realizados en cultivo celular, demostraron que la inhibicion de la
actividad de NF-kB redujo el fenotipo invasivo de las células tumorales mamarias
transformadas con el carcinbgeno 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA)
impulsadas por la subunidad c-Rel de NF-kB (Shin y cols., 2006). Por otro lado,
utilizando modelos in vivo, el estudio del grupo de Wirth et al, determiné que la
inhibicion de NF-kB en células epiteliales tumorales mamarias transformadas con
Ras, provocé a una reduccion de 10 veces en las metéstasis a los pulmones y
una disminucién de 3 veces en el peso del tumor en un modelo murino (Huber y

cols., 2004).

Estudios recientemente publicados, indicaron que los macréfagos pueden
secretar citoquinas tales como IL-1b y CCL18 que son capaces de activar la via
de NF-xB en células tumorogénicas, favoreciendo la EMT en éstas (Zhou y cols.,
2018) (Ye y cols., 2018). Los neutrofilos, por su parte, también se han visto
involucrados en la activacion de la via NF-kB en células estromales (Grégoire y
cols., 2015), sin embargo, no se ha estudiado si podrian estar ejerciendo este

mismo fendmeno en las células tumorales, y si esta activacion podria provocar la
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EMT clasica de los comportamientos de migracion e invasion celular en el

desarrollo tumoral.

En resumen, los antecedentes presentados indican que los neutrofilos
participan en la promocion de la metastasis favoreciendo la transicion epitelio-
mesénquima, sin embargo, los estudios al respecto, no han investigado el eje de
activacion NF-kB/EMT por parte de los neutréfilos en el modelo tumoral de cancer

mamario.
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4. HIPOTESIS

Neutréfilos asociados a tumores activan la via NF-kB en células tumorales

mamarias provocando su transicion epitelio-mesénquima.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar mediante aproximaciones in vitro e in vivo, si la interaccion entre

neutrofilos y células tumorales activa la via NF-kB en las células tumorales

induciendo su transicion epitelio- mesénquima.

5.2. Objetivos Especificos

Objetivo Especifico 1: Evaluar si las células HL-60N promueven la activacion

de la via NF-kB en las células tumorales mamarias in vitro.

Objetivo Especifico 2: Evaluar el papel de la via NF-kB en la transicion epitelio-

mesénquima de las células tumorales mamarias generada por la presencia de

células HL-60N en un modelo in vitro.

Objetivo _Especifico_3: Implementacion de un modelo de tumor mamario

mediante xenotrasplantes en pez cebra y evaluacion in vivo del papel de los

neutroéfilos en la migracion de las células tumorales mamarias.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivo Celular

Se realiz6é cultivo celular para estudiar la comunicacién que se genera entre
ambos componentes estudiados (Neutrofilos-Célula tumoral) de manera
simplificada, y la direccionalidad y procedencia de las sefiales que favorecen las
caracteristicas de malignidad tumoral. Para lo anterior, se utilizaron dos lineas
celulares de adenocarcinoma mamario: MCF-7 (ATCC HTB-22) y MDA-MB231
(ATCC HTB-26). Estas lineas celulares corresponden a células tumorales
humanas provenientes de tejidos mamarios, con diferentes grados de
invasividad. Las células MCF-7 tienen origen en un foco metastasico de tumor de
glandula mamaria. Sin embargo, mantienen caracteristicas de epitelio mamario
diferenciado, incluyendo la habilidad para procesar estradiol via receptores de
estrogeno citoplasmatico y la capacidad para formar capulas. Las células MDA-
MB231 también son obtenidas desde focos metastasicos derivados de tumor de
glandula mamaria. Estas son capaces de generar tumores en ratones nude, por
lo que tienen caracter de tumorogénicas, a diferencia de las células MCF-7.

Los neutréfilos utilizados en este ensayo se obtuvieron a través de la
diferenciaron in vitro a partir de la linea HL-60 (ECACC98070106). Para esto,
células HL-60 (linea celular de leucemia promielocitica) fueron tratadas por 5 dias
con 1,25% de DMSO en su medio correspondiente de cultivo (Iscove's Modified
Dulbecco (IMDM) con 10% de Suero fetal bovino (SFB)). Estas células una vez

diferenciadas se les denomind células HL-60N.
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6.2. Transfeccion de ARN interferente pequefio

Para evaluar si la activacion de la via de sefializacion NF-kB que estarian
promoviendo los neutrdfilos en las células tumorales mamarias, podria favorecer
su transicion hacia un fenotipo mesenquimal, se utiliz6 un ARN pequefio de
interferencia de la subunidad P65 (SiP65) (Santa Cruz, SC-29410), y su
correspondiente control ARN pequefio de interferencia scramble (SiISCR) (Santa
Cruz, SC-37007).

La transfeccibn se realizé utilizando el reactivo Lipofectamina 2000
(ThermoFischer), Optimem (Gibco) y 25 nmol de ARN interferente SIARN P65 y
del control SIARN SCR. Las células MCF-7 y MDA-MB231 se incubaron por 24
horas con los reactivos de transfeccion y luego se sembraron en placas nuevas

para generar los experimentos de MTT, gPCR y Ensayo de herida.

6.3. Citrometria de Flujo
La comprobacion de la diferenciacion de las células HL-60 a HL-60N se realizé
por citometria de flujo multiparamétrica (FACSCanto Il, BD Biosciences). Se
midié la expresion de una subunidad alfa de la integrina aMB2, también llamado
Cluster de diferenciacion 11b (CD11b), que es expresado en la superficie de
granulocitos y otras células mieloides y que se utiliza para verificar la
diferenciacion de este tipo celular a neutrofilos (Carrigan y cols., 2005) (W. Zhang
y cols., 2017). Para la deteccién de moléculas de superficie mediante citometria

de flujo, entre 0,1-1,0 x 10x6 ceélulas se incubaron con un anticuerpo contra
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CD11lb APC y CD11b FITC (Clones ICRF44) en PBS + 2% SFB en una
concentracion 1:50, durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Luego, se lavaron
las células con PBS + 2% SFB y se centrifugaron a 600 x g por 5 minutos a 4°C
y se resuspendieron en 300 uL de PBS. Posteriormente, las células incubaron
con 1 uL de Yoduro de propidio (PI) a 1 (mg/mL) para descartar las células
muertas, fueron analizadas en el citdbmetro y los datos se analizaron con el

programa FACSDiva (BD Biosciences).

6.4. Co-cultivo
Para estudiar y determinar si los neutrdfilos inducen la activacion de la via NF-kB
y EMT en las células tumorales mamarias, se realizaron un co-cultivos directo por
24 horas entre las células HL-60 CD11b+ (HL60N), previamente diferenciadas y
las células tumorales mamarias, MCF-7 y MDA-MB231 (en una proporcion 3:1,

células tumorales: neutrdfilos).

6.5. Obtencion de sobrenadantes
Para verificar los cambios en la produccion de citoquinas por células tumorales
MCF-7 y MDA-MB231 antes y después del co-cultivo con las células HL-60N, se
realizd un ensayo de CBA. Para ello se realizé un co-cultivo de 24 horas, entre
MCF-7/HL-60N o MDA-MB231/HL60N, luego se descartaron las células HL-60N
mediante 2 lavados con PBS 1x a las células tumorales adheridas a las placas y

se cambid su medio de cultivo libre de SFB.
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Por otro lado, se obtuvo sobrenadante de las células HL-60N luego de ser
diferenciadas para analizar su perfil de produccién de citoquinas.

Después del condicionamiento del medio por 24 horas, los sobrenadantes fueron
centrifugados a 1000 g por 10 minutos para eliminar posibles células en

suspension y guardados a -80°C hasta su analisis por CBA.

6.6. QqPCR

Para obtener el ARN mensajero de los ensayos, 24 horas post co-cultivo las
células tumorales se lavaron con PBS 1x, para eliminar las células HL60N. Por
otro lado, para la obtencion del ARNm de las células HL60-N, éstas se obtuvieron
mediante centrifugacion 24 horas post tratamiento con los medios condicionados
de las células tumorales mamarias.

Las células se lisaron las células con Trizol Reagent (Ambion, Carlsbad, CA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI cADN se generé a partir de 1 ug de
ARN total, utilizando la enzima transcriptasa reversa Impromll (Promega) y Oligo-
Dt(Promega) como iniciador, segin un protocolo estdndar. Todas las reacciones
fueron realizadas en duplicado e incluyendo un control negativo con agua. La
normalizacion de los datos fue calculada a partir de la expresién del mensajero
para la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GPDH). Los partidores
utilizados se detallan en la tabla 1. El calculo de la expresion relativa de cada uno

de los ARN mensajeros estudiados, fue determinado por delta delta Ct.
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Tabla 1. Partidores gPCR.

Secuencia del partidor Tm | Tamafio

GAPDH F 5-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3

63°C | 283 pb
GAPDH R 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3’
TNF-a F '’5" CCTGCCCCAATCCCTTTA 3’

59°C | 177 pb
TNF-a R 5 TGGTTGCCAGCACTTCACT 3’
IL-8 F 5 GCTCTGTGTGAAGGTGCATTT

60°C | 144 pb
IL-8 R 5 TTCTGTGTTGGCGCAGTGT &
IL-6 F 5" TCGAGCCCACCGGGAACGAA 3

66°C | 124 pb
IL-6 R 5 GTGGCTGTCTGTGTGGGGCG 3’
E-cadherina F | 5 CGCATTTGCCACATACACTCT 3
E-cadherina R | 5 TTGGCTGAGGATGGTGTAAG 3’ 60°C | 253 pb
Vimentina F 5" CCAAACTTTTCCTCCCTGAACC 3’
Vimentina R 5 GTGATGCTGAGAAGTTTCGTTGA & 59°C | 141 pb

6.7. CBA (Cytometric Bead Array)

Se midié la cantidad de citoquinas de TNF-a, IL-6 e IL-8 de los medios

condicionados del co-cultivo entre células tumorales y neutrofilos anteriormente

mencionados utilizando el KIT: BD™ Cytometric Bead Array (CBA) human

Inflammation Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas

modificaciones. Esta técnica corresponde a una aplicacion de citometria de flujo

gue permite a los usuarios cuantificar varias proteinas simultdaneamente. Utiliza

unas perlas de captura y anticuerpos detectores especificos para las distintas

citoquinas, los que son incubados con las muestras desconocidas que contienen
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analitos reconocidos; se forman complejos sandwich (perla de captura + analito
+ reactivo de deteccidn). Estos complejos se pueden medir mediante citometria
de flujo para identificar particulas con caracteristicas de fluorescencia tanto de la
perla y el detector (Medeiros y Gomes, 2019). Las muestras se analizaron en un

citometro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences).

6.8. Ensayos de herida

Para la migracion de las células MCF-7 y MDA-MB231, se realizaron ensayos de
herida para los cuales se sembraron 100.000 células MCF-7 o MDAMB231,
segun corresponda, en DMEM 10% SFB en placas de 12 pocillos.

Al realizar el ensayo se realiz6 una linea recta en la monocapa celular con una
punta de 10 uL, y se lavé con PBS para eliminar las células en suspension.
Luego, se reincorpord el medio DMEM 2% SFB y se les agreg6 35.000 células
HLG0ON.

Se utiliz6 el microscopio AE2000 (Motic) para visualizar y fotografiar las
monocapas con la herida realizada a las 0 horas y se permitio la migracién celular
de las células MDAMB231 por 16 horas y por 24 horas las células MCF-7, tiempo

en el cual se fotografiaron a tiempo final.

6.9. Ensayode MTT
Con el fin de verificar que los neutréfilos o las transfecciones con los ARN
pequefios interferentes no afectan la proliferacion de las células tumorales, se

realizd el ensayo de actividad metabolica MTT. Este ensayo se basé en la
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reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. El
resultado de la reduccion es un compuesto coloreado de color azul (formazan),
el cual es cuantificable por absorbancia, por lo permite determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células. Este método permite evaluar la
cantidad de células vivas (metabdlicamente activas) que resulta ser proporcional
a la cantidad de formazan producido.

Para esto se sembraron 5.000 células MCF-7 y MDA-MB231, segun
corresponde, en cada pocillo de una placa de 96, en su medio correspondiente
suplementado con 10% de SFB. Luego de 24 horas se lavaron con PBS y se les
agregaron 1.600 células HL60ON, y DMEM 2% SFB.

El ensayo se realiz6 después de 24 horas de la incorporacion de las células
HLG60N, se les agregd 100 uL de medio DMEM con 1 mg/mL de MTT. Luego de
una incubacion de 2 horas a 37 °C en atmésfera de 5% COz2, se aspir6 el medio,
y se resuspendieron las sales de formazan en wuna soluciébn de
DMSO/isopropanol (3:2) durante 15 minutos en oscuridad. Finalmente, se
colectaron los productos solubilizados y se determiné la absorbancia a 570 nm
utilizando el Lector de placas Infinite M200 Pro (Tecan).

Este ensayo también se utilizé para comparar la proliferacion celular entre las
células HEK293, MCF7 y MDAMB231 con las que se realiz6 el xenotrasplante de
los peces cebra. Estos ensayos se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 horas,

siguiendo el mismo protocolo detallado anteriormente.
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6.10. Mantencion de peces cebra

Los peces cebra (Danio rerio) utilizados, fueron criados y mantenidos en nuestras
instalaciones de acuerdo con los procedimientos estandar. La linea transgénica
(Tg) utilizada para la visualizacion y cuantificacion de neutrofilos fue Tg
(mpo:eGFP), transgénico que produce GFP bajo el promotor de la
mieloperoxidasa, es decir, tiene marcaje positivo en los neutrofilos. Para la
generacion de xenotrasplantes se utilizaron peces silvestres (wild type) de la
linea Tabb.

Todos los procedimientos cumplieron con las "Pautas para el uso de la
investigacion sobre el uso del pescado” de la Sociedad Americana de Pesca
(Pautas para el uso del pescado en la investigacién. Sociedad Americana de

Pesca, Bethesda, Maryland. Www.fisheries.org).

6.11. Morfolinos

Con el fin de generar una disminucion de la cantidad de neutréfilos enddégenos
de los peces cebra, se inyectaron Morfolinos contra el receptor del factor
estimulante de colonias de granulocitos gcsfr (Mo gcsfr) en estadios embrionarios
de 1 a 4 células.

Se inyecto el Mo gcsfr y el Morfolino control (MoC) en una concentracion de 0,6
mM, en conjunto con un Morfolino contra p53 (0,6 mM), frecuentemente utilizado
para disminuir la mortalidad generada por los Morfolinos, al inhibir las rutas de
apoptosis dependientes de p53. Se utiliz6 como control un Morfolino dirigido a

una mutacion del intrén de la beta-globina humana que causa la beta-talasemia,
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el que se utiliza ampliamente como control negativo. Las secuencias de los

Morfolinos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Morfolinos.

Secuencia de Mo gcsfr 5 GAAGCACAAGCGAGACGGATGCCAT &
Secuencia de Moc 5 CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 3’

6.12. Xenotrasplantaciéon
Para la realizacién de los xenotrasplantes se inyectaron aproximadamente 300
células HEK293, MCF-7 y MDA-MB231 marcadas con la tincion fluorescente
Mitotracker y Vibrant Dye, en el vitelo de peces cebra de 48 horas post
fertilizacion (hpf) previamente decorionados. Se observo por 3 dias el crecimiento
celular en el vitelo en los tres tipos celulares y contabilizd6 manualmente la

cantidad de células que migraron hacia la zona de la cola.

6.13. Analisis y procesamiento de datos
Para la realizacion de los gréficos y andlisis estadisticos se utilizé el software
GraphPad Prism 8, para todos ellos se realiz6 inicialmente la prueba de outliers
Grubbs con un alpha = 0,05, para eliminar posibles valores de comportamiento
anormales, ademas se realiz6 inicialmente la prueba de normalidad Shapiro-Wilk

test.
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A los tratamientos que tuvieron distribucibn normal, se les aplicaron test
paramétricos ANOVA Tukey's multiple comparisons test (mayor a 2 condiciones)
o t student Welch’s test (2 condiciones), por otro lado, a los tratamientos que no
tuvieron una distribucion normal, se les aplicaron los test no paramétricos ANOVA
Kruskal-Wallis test (mayor a 2 condiciones) o t student Mann Whitney’s test (2
condiciones), segun correspondiera.

Se grafican los Errores estandar y los valores p corresponden a: * p<0,05,

**p<0,01, *** p<0,001.
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7. RESULTADOS

7.1. Evaluar si la presencia de neutréfilos promueve la activacion de
la via NF-kB en las células tumorales en un modelo in vitro de
cancer mamario.

7.1.1. Diferenciacién de las células HL-60 a HL-60N (tipo Neutroéfilo)

Las investigaciones experimentales de los TANs proveen una
complejidad, debido que estas células tienen una vida media circulante de ~7 a
10 horas tanto en humanos como en ratones (Shaul y Fridlender, 2019) lo que
dificulta la experimentacion en modelos animales. Es por esto que la mayoria de
los datos hasta la fecha provienen de ensayos in vitro utilizando la linea celular
HL-60 diferenciada a neutréfilos (HL-60N) y ensayos cortos con neutrofilos

obtenidos de sangre periférica (Shaul y Fridlender, 2019).

En razon de lo anterior, para este estudio decidimos utilizar la linea HL-60
diferenciada a neutrdfilos. La diferenciacion se realizo tratando dichas células con
DMSO al 1,25% por 5 dias (Gupta y cols., 2014) y se comprobé evaluando el
aumento de la expresion del marcador CD11b.

Mediante la técnica de citometria de flujo, se seleccionaron las
poblaciones correspondientes a la fraccion celular (mediante SSC, Side Scatter,
y FSC, Forward Scatter, Figura 2A y B primera columna), la fraccion de células

vivas mediante el uso de Yoduro de Propidio (Figura 2A y B segunda columna) y
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Count

las células que positivas para el factor de diferenciacion CD11b (Figura 2A'y B

tercera columna).
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Figura 2: Células HL-60 diferenciadas a neutrdfilos (HL-60N) con 1,25% de
DMSO por 5 dias. El aumento de la expresion de CD11b fue determinada por
citometria de flujo. A. Estrategia de gating para estudiar las poblaciones de
células HL-60 sin el tratamiento con DMSO. B. Estrategia de gating para estudiar
las poblaciones de células HL-60 tratadas con DMSO. C. Histograma de
expresion de CD11b de células HL-60 control y HL-60N. D. Cuantificacion del
porcentaje de células CD11b+ en las células HL-60 con y sin el tratamiento de
diferenciacion. Welch's t test, *** p<0,001.
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En este resultado se obtuvo un aumento de la cantidad de células positivas
para CD11b (Figura 2C y D), de alrededor de un 20% en promedio en las células
controles a un 85% en promedio en las células tratadas (Figura 2C y D). Estos
porcentajes nos permiten determinar que la diferenciacion de las células HL-60 a
neutrofilos fue exitosa.

Ademas, se observé que basalmente existe un porcentaje de células HL-
60 no tratadas con DMSO que tienen un marcaje positivo para CD11b, lo que
podria deberse a la presencia en el medio de cultivo de trazas de DMSO, el cual

es parte del medio de congelacion.

7.1.2. Analisis de la expresion y produccion de citoquinas blancos
transcripcionales de la via NF-kB en las células tumorales al
ser co-cultivadas con células HL-60N

Para los siguientes experimentos las células HL-60N, fueron puestas en
co-cultivo directo con las células tumorales MCF-7 y MDA-MB231, y se estudio
si la presencia de factores provenientes de los neutréfilos ejerce una activacion
de la via NF-kB en las células tumorales. Debido que los neutréfilos crecen en
suspension, mientras que las células tumorales lo hacen adheridas a la
superficie, es posible separar ambos tipos celulares mediante lavados simples
con PBS.

Posteriormente, se realizo el aislamiento de ARN de las células tumorales

mediante el protocolo de Trizol. Se midieron, mediante gPCR, los genes
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regulados por el factor transcripcional NF-kB: TNF-a, IL-6 y 8 para corroborar la

activacion de la via, resultados que se muestran en la Figura 3.
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Figura 3: Co-cultivo con células HL-60N favorece la expresion de genes
activados por la via NF-kB en las células tumorales. A. Expresion génica de
TNF-a a, B. IL-6, C. IL-8 de células MCF-7. D. Expresion génica de TNF-q, E. IL-
6, F. IL-8 de células MDA-MB231. La expresion de las citoquinas fue determinada
utilizando gPCR, donde se utiliz6 de housekeeping el gen GAPDH. EIl test
estadistico utilizado fue t-student Mann Whitney, no paramétrico. ** p<0,01, *

p<0,05, n=4-6, las barras corresponden al Error Estandar.

En la Figura 3, se puede observar que en ambas células tumorales 3

genes blanco de la via NF-kB, IL-6, IL-8 y TNF—o aumentan su expresion al ser

co-cultivadas con células HL-60N, encontrandose una diferencia significativa en
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la expresion de TNF-a de las células MDA-MB231(Figura 3D) e IL-8 tanto en las
células MCF-7 como en las MDA-MB231 (Fig 3C y 3F). IL-6, por otro lado,
muestra una tendencia de aumento de expresion en ambas células tumorales en
co-cultivo con las células HL-60N (Figura 3B y E), sin embargo, sus diferencias
no son significativas.

Estos resultados nos permiten comprobar que las células HL-60N
favorecen la expresion de IL-8 y TNF-a, genes diana de la via NF-kB, en las

células de cancer mamario ensayadas.

El aumento de los factores inflamatorios como resultado de la activacion
de la via NF-kB, lo quisimos medir, ademas, en cantidad de citoquina producida
y secretada al medio, lo que llevamos a cabo mediante el ensayo de CBA human
Inflammation Kit, el cual es un ensayo cuantitativo que nos entrega la
concentracion de citoquinas exacta generando un perfil de citoquinas
inflamatorias en las que se encuentran IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-1p e IL-8.
Para este ensayo realizamos el co-cultivo de 24 horas entre las células HL-60N
y las células tumorales mamarias. Luego de las 24 horas se realiz6 el lavado de
las células tumorales para eliminar la fraccion correspondiente a HL-60N, ya que
estas células crecen en suspension mientras que las tumorales mamarias,
adheridas a la placa. Se les realiz6 cambio de medio y se mantuvieron para el
condicionamiento de medio para posteriormente realizar el CBA, resultados que

se muestran en la Figura 4.
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Figura 4: Co-cultivo con células HL-60N favorece la produccion de
citoquinas activadas por la via NF-kB en las células tumorales. A. Cantidad
de citoquina de IL-6 e B. IL-8 de células MCF-7 en co-cultivo con las células HL-
60 N D. Cantidad de citoquina de IL-6 e F. IL-8 de células MDA-MB231. La
cantidad de citoquina fue determinada utilizando CBA. El test estadistico utilizado
fue t-student Welch’s test. ** p<0,01 * p<0,05, n=3, las barras corresponden al
Error Estandar.

Cabe mencionar que, si bien se midié un set de citoquinas inflamatorias,
s6lo 2 (IL-6 e IL-8) de las 6 citoquinas fueron detectadas en el sobrenadante
extraido de los experimentos para ambos tipos celulares. A su vez, los medios
obtenidos de las células MDA-MB231 en su medicion inicial estuvieron por sobre

el rango de medicién del kit (5000 pg/mL), por lo que tuvieron que ser diluidos en
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una razon de 1:50 para su correcta medicion. De manera que, considerando esta
informacion y las magnitudes de los valores mostrados en la figura 4, podemos
concluir que las células MDA-MB231 tienen una produccion mucho mayor de
citoquinas que las células MCF-7, que corresponden a una linea celular de menor

grado de malignidad.

Los resultados obtenidos muestran que la produccion de IL-6 e IL-8 en las
células MDA-MB231 aumenta significativamente luego de ser co-cultivadas con
las células HL-60N. Mientras que no se encontraron dichas diferencias en las
células MCF-7.

Los resultados obtenidos mediante CBA concuerdan con la expresiéon
relativa obtenida del co-cultivo directo entre las células MDA-MB231 y HL-60N
para la citoquina IL-8, sin embargo, no se logran ver las mismas diferencias para
el co-cultivo realizado con las células MCF-7. Del mismo modo, no se pudo
comprobar mediante CBA las diferencias obtenidas mediante gPCR para TNF-q,

debido a que su concentracion estaba bajo el limite de deteccion del kit.
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7.1.3. Identificacion de activador de la via NF-kB de las células
tumorales proveniente de las células HL-60N

Por otro lado, estudiamos qué factor secretado por los neutréfilos podria
estar generando una activacion de la via NF-kB en las células tumorales
mamarias. Para ello medimos citoquinas capaces de activar la via de
sefalizacion NF-kB: IL-6, IL-8 y TNF-a, tres citoquinas abundantemente
expresadas por TANs y encontradas en el microambiente tumoral. TNF-a se
encuentra asociada mayormente a un fenotipo N1 o antitumoral, mientras que IL-

6 y IL-8, a N2 un fenotipo protumorogénico.

Para esto extrajimos ARN mensajero y realizamos qPCR para las
citoquinas antes mencionadas, ademas medimos la cantidad de citoquinas
producidas por las células HL-60N en su sobrenadante condicionado por 24

horas, mediante la técnica de CBA. Los resultados se muestran en la Figura 5.
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Figura 5: Citoquinas secretadas por las células HL-60N que podrian
favorecen la activacién de la via NF-kB. A. RT-gPCR de citoquinas TNF-a, IL-
6 e IL-8 de células HL-60N. B. Concentracion de citoquina TNF-a, IL-6 e IL-8 de
células HL-60N determinada por ensayo de CBA. n=3, las barras corresponden
al Error Estandar.

Los resultados de la Figura 5 muestran que las células HL-60N expresan
y producen principalmente la citoquina IL-8, mientras que la expresion y
produccion de las citoquinas IL-6 y TNF-a fue baja y en el caso del ensayo de

CBA muy cercana al limite inferior de deteccion.

Este resultado nos permite inferir que la citoquina méas probable producida
por los neutréfilos y que estaria activando la via NF-kB en las células tumorales
seria la IL-8. Ademas, daria un indicio de la naturaleza de estas células tipo-
neutréfilo que estaria mas cercana al fenotipo N2. Lo que si bien habria que
corroborar con un panel de expresion de citoquinas mas completo o marcadores

de superficie de cada tipo celular (C. Y. Lin y cols., 2015).
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7.2. Evaluacion del papel de la via NF-kB en la Transicion Epitelio-
Mesénquima de las células tumorales mamarias generada por la
presencia de neutréfilos en el microambiente tumoral en un
modelo in vitro.

7.2.1. Analisis la expresion génica de marcadores de EMT en las

células tumorales al ser co-cultivadas con células HL-60N

Para demostrar el papel de los neutréfilos en la EMT e invasividad de las
células tumorales, quisimos medir si las células HL-60N favorecian la expresion
de genes caracteristicos a la EMT en las células MCF-7 y MDA-MB231. Para esto
se realiz6 un co-cultivo entre los neutrofilos HL-60N y las células tumorales
humanas por 24 horas, luego se realiz6 un lavado para desechar los neutréfilos
y se realiz6 la extraccibn de ARN mensajero y qPCR para E-Cadherina y

Vimentina, los resultados se muestran en la Figura 6.
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Figura 6: Los neutrofilos favorecen la expresion de factores caracteristicos
de la EMT en las células tumorales. A. Expresion génica de E-Cadherina en
células MCF-7 en co-cultivo con células HL-60N. B. Expresion génica de
Vimentina en células MCF-7 en co-cultivo con células HL-60N. C. Expresién
génica de E-Cadherina en células MDA-MB231 en co-cultivo con células HL-60N.
D. Expresion génica de Vimentina en células MDA-MB231 en co-cultivo con
células HL-60N. La expresion génica se midié6 mediante qPCR y se utilizé de
housekeeping el gen GAPDH. T-student, Mann-Whitney test. n=4-5, ** p<0,01 *
p<0,05. Se muestra el error estandar.

Como se observa en la Figura 6, las células HL-60N generaron una
alteracion en la expresién de genes relacionados a la EMT: La disminucion de E-
Cadherina tanto para las células MCF-7 (Figura 6A) como MDA-MB231 (6C),
ademas de una tendencia al aumento en la expresion de Vimentina en las células

MCF-7 y MDA-MB231.

41



7.2.2. Andlisis de la migracion de las células tumorales al ser co-

cultivadas con células HL-60N

Ademas de los experimentos de expresion génica de factores
caracteristicos de la EMT, quisimos medir si la presencia de los neutrofilos
afectaba la capacidad migratoria de las células tumorales de manera funcional, a
través de un ensayo de migracion celular, ya que un aumento en la motilidad es
una caracteristica clave en la adquisicion de un fenotipo mesenquimal. Para esto
se realiz6 el Ensayo de Herida o también denominado Wound Healing Assay
(WHA) (Liang y cols., 2007), el cual consiste en generar una interrupcion en la
monocapa de células y cuantificar el porcentaje de relleno de la herida.

Sin embargo, ya que esta reportado que los neutréfilos favorecen la
proliferacion celular en contextos tumorales y eso podria sobreestimar la
migracion celular, previamente realizamos un ensayo de proliferacion utilizando
MTT, el cual mide indirectamente la viabilidad celular mediante la medicion de la
actividad mitocondrial, por lo tanto, al ser medido en distintos tiempos, da cuenta
de la capacidad proliferativa de las células sembradas.

La proliferacion se midié luego de 24 horas, que corresponde al tiempo

mayor al cual se realiza el Ensayo de herida.
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Figura 7. Proliferacion celular de las células MCF-7 y MDA-MB231 en
presencia de HL-60N. Se midi6é la proliferacién celular por 24 horas de las
células MCF7(A) y MDAMB231(B) en presencia de células HL-60N mediante
ensayo de MTT. Se realiz6 un T-student, Mann-Whitney test. n=3, No
significativo. Se muestra el error estandar.

Los resultados de la Figura 7 indican que no existen diferencias en la
capacidad proliferativa en las células MCF-7 y MDA-MB231 en presencia y
ausencia de las células HL-60N, por lo tanto, el efecto que éstos pudieran tener
en el ensayo de la capacidad migratoria, corresponderan Unicamente a la
interaccién entre ambos componentes celulares o la secrecién de algun factor

por parte de las células HL-60N.

Luego procedimos a realizar un co-cultivo entre las células MCF-7
y MDA-MB231 con las células HL-60N y realizar el Ensayo de Herida. Los

resultados se muestran en las Figuras 8 y 9.
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Figura 8: Los neutrofilos favorecen la motilidad en las células tumorales
MCF-7. A. Ensayo de herida de células MCF-7 recién realizada la herida y B. 24
horas después de haberse realizado la herida, C. Ensayo de la herida de células
MCF-7 en co-cultivo con células HL-60N recién realizada la herida 'y D. 24 horas
después de haberse realizado la herida, E. Cuantificacién del porcentaje del
cierre de la herida de los tratamientos. Para el ensayo se utilizé un 2% de SFB.
Se realiz6é un T-student Mann Whitney test, n=12, * p<0,05. Se muestra el error
estandar.

44



0h

16 h

MDA-MB231
MDA-MB231  +HL60ON  E

150

— dedkk
=
1]
E 100 '7;77
1
v vYv
3 v
e 50 Yyvy 3;;
2
(3] vy
v v
0 1 I
_ + HL-60N
Mann Whitney test,

n=16, *** p<0,001

Figura 9: Los neutrofilos favorecen la motilidad en las células tumorales
MDA-MB231. A. Ensayo de herida de células MDA-MB231 recién realizada la
herida y B. 16 horas después de haberse realizado la herida, C. Ensayo de la
herida de células MDA-MB231 en co-cultivo con células HL-60N recién realizada
la herida y D. 16 horas después de haberse realizado la herida, E. Cuantificacion
del porcentaje del cierre de la herida de los tratamientos. Para el ensayo se utilizo
un 2% de SFB. Se realizé un T-student Mann Whitney test, n=16, *** p<0,001,
Se muestra el error estandar.

En los resultados del Ensayo de Herida, pudimos observar que las células
HL-60N favorecen la capacidad migratoria de las células tumorales MCF-7
(Figura 8) y MDA-MB231 (Figura 9), siendo estadisticamente significativa en

ambas células (Figura 8E y 9E).

Estos resultados en conjunto a la reduccion génica de E-Cadherina
provocada por las células HL-60N, indican que estas células son capaces que
promover un fenotipo mesenquimal en ambas lineas celulares tumorales

mamarias, caracteristica directamente asociada a la metastasis tumoral.
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7.2.3. Inhibicion de la via NF-kB en células tumorales y anélisis su
migracion al ser co-cultivadas con células HL-60N

Adicionalmente, evaluamos si la activacion de la via de sefializacion NF-
KB que estarian promoviendo las células HL-60N en las células tumorales
mamarias, podria favorecer su transicion hacia un fenotipo mesenquimal. Para
esto utilizamos un ARN pequefio de interferencia de la subunidad P65 (SiP65) y
su correspondiente control ARN pequefio de interferencia (ARNsi) Scramble
(SISCR). En forma previa, comprobamos mediante ensayo de MTT, que la
proliferacion celular no era alterada por inhibicion de la via NF-kB en las células

transfectadas por el ARNsi P65.
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Figura 10. Proliferacion celular de las células MCF-7 y MDA-MB231
transfectadas con ARN interferentes SCR (Control) y P65. Se midi6 la
proliferacion celular por 24 horas de las células MCF-7 SiSCR, MCF-7 SiP65 (A),
MDAMB231 SiSCR y MDAMB231 SiP65 (B) mediante ensayo de MTT. Se
realizé un T-student, Mann-Whitney test. n=3, No significativo. Se muestra el error

estandar.

Los resultados en la figura 10 muestran que las células MCF-7 y MDA-

MB231 transfectadas con los ARN SiSCR y ARN SiP65, no tienen diferencias

significativas entre ellas en su proliferacion. De manera que, procedimos a

realizar los ensayos de Herida para la medicion de la migracion celular los que

se muestran en las Figuras 11y 12.
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Figura 11: Knockdown de la via NF-kB en las células MCF-7 disminuye el
efecto provocado por las células HL-60N en la migracién. A. Ensayo de
herida de células MCF-7 SiSCR recién realizada la herida y B. 24 horas después
de haberse realizado la herida, C. Ensayo de la herida de células MCF-7 SiSCR
en co-cultivo con células HL-60N recién realizada la herida 'y D. 24 horas después
de haberse realizado la herida, E. Ensayo de la herida de células MCF-7SiP65
recién realizada la herida y F. 24 horas después de haberse realizado la herida,
G. Ensayo de la herida de células MCF-7SiP65 en co-cultivo con células HL-60N
recién realizada la herida y H. 24 horas después de haberse realizado la herida,
I. Cuantificacién del porcentaje del cierre de la herida de los tratamientos. Para
el ensayo se utilizd un 2% de SFB. Se realiz6 un ANOVA, post hoc Tukey test
entre las 4 condiciones, n=9, Se muestra el error estandar. * p<0,05.
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Figura 12: Knockdown de la via NF-kB en las células MDA-MB231 disminuye
el efecto provocado por las células HL-60N en la migracion. A. Ensayo de
herida de células MDA-MB231SiSCR recién realizada la herida y B. 16 horas
después de haberse realizado la herida, C. Ensayo de la herida de células MDA-
MB231 SiSCR en co-cultivo con células HL-60N recién realizada la herida y D.
16 horas después de haberse realizado la herida, E. Ensayo de la herida de
células MDAMB231SiP65 recién realizada la herida y F. 16 horas después de
haberse realizado la herida, G. Ensayo de la herida de células MDAMB231 SiP65
en co-cultivo con células HL-60N recién realizada la herida y H. 16 horas después
de haberse realizado la herida, |. Cuantificacién del porcentaje del cierre de la
herida de los tratamientos. Para el ensayo se utilizé un 2% de SFB. Se realizé un
ANOVA, post hoc Tukey test entre las 4 condiciones, n=9, Se muestra el error
estandar. * p<0,05.

49



El aumento en el porcentaje de cierre de Herida de las células controles
MCF-7 y MDA (Figuras 9 y 10), fue similar al obtenido para las células
transfectadas con el SISCR (Figura 11 y 12) en presencia de HL-60N.No
obstante, la inhibicion de la via NF-kB, generada por el SiP65, disminuyo el
aumento de la migracion generado por las células HL-60N antes observado, tanto
en las células MCF-7 (Figura 11) como MDA-MB231 (Figura 12). De manera que
este resultado permitié corroborar la hipétesis que los neutrdfilos favorecen la

EMT en las células tumorales mediante la activaciéon de la via NF-kB de éstas.
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7.3. Un modelo de tumor mamario mediante xenotrasplantes en pez
cebra y evaluacion in vivo del papel de los neutrofilos en la migracion

de las células tumorales mamarias

7.3.1. Establecimiento de las células tumorales y andlisis de su

capacidad migratoria, en el modelo de pez cebra.

Finalmente se evalud la interaccion entre los neutréfilos y las células
tumorales in vivo. Para esto, se implementé un modelo de tumor mamario
mediante xenotrasplantes en pez cebra (Danio rerio). El modelo de pez cebra
permite estudiar dicha interaccion el contexto del organismo intacto y haciendo
uso de todas las ventajas que este modelo brinda, principalmente lo conservado
sus mecanismos Yy vias de sefializacion con los humanos (Freisinger y
Huttenlocher, 2014), la disponibilidad y variedad de transgénicos estables con
marcaje de diversas células y tejidos, sumado a su transparencia en estadios
larvarios, permitiendo de esta manera la visualizacion de los diversos
componentes del microambiente tumoral y su interaccion de manera in vivo y no

invasiva durante el tiempo (Feitsma y Cuppen, 2008) (Feitsma y Cuppen, 2008).

Se realizaron xenotrasplantes utilizando las mismas células tumorales
mamarias anteriormente utilizadas: MCF-7 y MDA-MB231, de las que existe
evidencia que logran establecerse en el pez cebra al ser inyectadas en la zona
vitelina (Ren y cols., 2017b) (Ren y cols., 2017a). Esto se corrobord, ademas de

verificar su migracion a zonas distales del sitio de inyeccién. Como control se
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utilizé la linea celular HEK293, que corresponde a una linea embrionaria de rifion
humano no tumorogénica, comunmente utilizada como control en estudios de
xenotrasplantes de células tumorales en pez cebra (Varas y cols., 2020) (Zhao y

cols., 2011).

Si bien, los datos de la ATCC indican que las 3 lineas utilizadas tienen
tiempos de duplicacion similares, aproximadamente cada 30-35 horas, esto se
corroboré mediante un ensayo de proliferacion contando directamente el nUmero

de células cada 24 horas por 72 horas de las 3 lineas celulares.

1000000+ *

900000+ - HEKZ293
8000004 - MDA-MB231
- MCF-7

700000+
600000- -
500000 ns

400000+

N° de células

300000
200000

100000+

0 24 48 72
Horas

Figura 13: Comparacion de la proliferacion celular entre las células HEK293,
MCF-7 y MDA-MB231 mediante el conteo del niumero de células. Se midio la
proliferacion celular por 24, 48, 72 y 96 horas de las células HEK293, MCF-7 y
MDA-MB231 mediante el conteo de niumero de células cada 24 horas. Se realizé
un Kruskal-Wallis test. n=3, Las diferencias significativas * p<0,05 se encontraron
entre las células HEK-293 y las MCF-7 en los tiempos 48 h, 72 h y 96 h. Entre
las células HEK-293 y MDA-MB231, y MDA-MB231 y MCF-7 no hubo diferencias
significativas en ningun tiempo. Se muestra el error estandar.
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Los datos obtenidos nos informan que la linea celular control, HEK293
tiene una tasa de duplicacion significativamente mayor a la linea celular MCF-7.
Mientras que no se observan diferencias significativas con la linea MDA-MB231.
Por otro lado, tampoco se observan diferencias significativas entre las células
MDA-MB231 y la linea celular MCF-7 (Figura 13).

Posteriormente, se realizé la inyeccion de aproximadamente 300 células
HEK293, MCF-7 y MDA-MB231 marcadas con la tincién Mitotracker, en el vitelo
de peces cebra de 48 hpf, previamente decorionados. Se observé por 3 dias el
crecimiento celular en el vitelo en los tres tipos celulares (Figuras 14A-C, 15A-C,
16A-C) y cuantifico la cantidad de células que migraron hacia la zona de la cola,

en la zona sefalada en las Figuras 14D-E, 15D-E y 16D-E.
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Figura 14: Xenotrasplante en pez cebra de la linea celular HEK293. Células
marcadas con la tincién transitoria Mitotracker lo que permite su visualizacion en
el canal rojo A. Larva Tab5 3 dpf, 1 dpi B. Larva Tab5 4 dpf, 2 dpi, C. Larva Tab5
5 dpf, 3 dpi. D. Promedio de las células HEK-293 diseminadas por pez. ANOVA
test No paramétrico, Kruskal-Wallis test, n=6, las barras corresponden al error

estandar.
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Figura 15. Xenotrasplante en pez cebra de la linea celular MCF-7. Células
marcadas con la tincion transitoria Mitotracker lo que permite su visualizacion en
el canal rojo A. Larva de 3 dias post fertilizacion, 1 dia post inyeccién (dpi). B.
Larva de 4 dpf, 2 dpi. C. Larva de 5 dpf, 3 dpi D. Diagrama de la zona de la cola
en donde se mide la migracion in vivo. E. Zona de la cola con migracion de células
MCF-7. F. Promedio de las células tumorales MCF-7 diseminadas por pez.
ANOVA test No paramétrico, Kruskal-Wallis test, n=10., ***P<0.005, barras de
Error Estandar.
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Figura 16: Xenotrasplante en pez cebra de la linea celular MDA-MB231.
Células marcadas con la tincion transitoria Mitotracker lo que permite su
visualizacion en el canal rojo A. Larva Tab5 3 dpf, 1 dpi B. Larva Tab5 4 dpf, 2
dpi, C. Larva Tab5 5 dpf, 3 dpi. D. Esquema que sefiala la zona de la cola donde
se midié la migracion in vivo de las células tumorales. E. Zona de la cola con
migracion de células MDA-MB231 F. Promedio de las células tumorales MDA-
MB231 diseminadas por pez. ANOVA test No paramétrico, Kruskal-Wallis test,
n=7, ***pP<0.001, las barras corresponden al Error Estandar.

En las 3 lineas celulares, se pudo observar el establecimiento de un
crecimiento celular, sin embargo, mientras en las células MCF-7 y MDA-MB231

éste fue aumentando de tamafio progresivamente con los dias, el de las células
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HEK293 fue reduciéndose (Figuras 14 A-C). Si bien las células HEK293
mostraron una proliferacion celular significativamente mayor de manera in vitro,
esa proliferacion no se vio replicada ni en el tamafio tumoral en el vitelo de los
peces cebra ni en un aumento de la migracion de estas células hacia la seccién

de la cola.

Por otro lado, la cantidad de células tumorales mamarias que migaron a la
zona de la cola mostr6 un aumento a medida que avanzaban los dias (Figura
15F, 16F), observandose diferencias significativas entre el dia 1 y 2 post
inyeccion de las células MCF-7 (Figura 15F), y dias 1 y 3 en las células MDA-
MB231 (Figura 16F), mientras que en la célula control HEK293, no se observo

migracion en ningun pez xenotrasplantado (Figura 14 E-D).

La linea celular MDA-MB231 mostré un promedio de células que migraron
por pez (promedio: ~60 células) superior a las células MCF-7 (promedio: ~16
células) (Figura 16), lo cual, es concordante con las caracteristicas de las células
MDA-MB231, ya que provienen de un sitio metastasico y se ha reportado como
altamente invasiva en ensayos bicamerales utilizando dispositivos Transwell, a
diferencia de las células MCF-7, las que son medianamente invasivas (Xie y cols.,
2009) (Hooshmand y cols., 2013) (Kallens y cols., 2017). Ademas, se identifico
que las células MDA-MB231 tienen una tasa de duplicacion levemente mayor a
las células MCF-7 (no significativo), lo que también podria favorecer a la cantidad

de células que son capaces de migrar a la zona de la cola.
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La EMT y la adquisicion de fenotipos mesenquimales en cancer mamario
ha sido directamente relacionados a la capacidad migratoria de las células
tumorales y a su nivel de malignidad (Savci-Heijink y cols., 2019) (Creighton y
cols., 2010), por lo que a partir de estos resultados podemos concluir que las
células tumorales que se encuentran en el sitio de la cola, realizaron la EMT antes
de movilizarse por medio de la circulacion y asentarse en dicho lugar. En
consecuencia, se concluye que los xenotrasplantes de células tumorales
mamarias MCF-7 y MDA-MB231 en el modelo de pez cebra permiten estudiar el

fendmeno de la EMT progresivamente en el tiempo y de manera no invasiva.

7.3.2. Utilizacion de un Morfolino antisentido contra el receptor del
factor estimulante de colonias de granulocitos gcsfr (Mo gcsfr) para

la generacion de neutropenia en pez cebra

Con el fin de evaluar el rol de los neutrofilos en la EMT en las células
tumorales in vivo, aprovechamos la disponibilidad de un modelo de reduccion de
neutréfilos enddgenos del pez cebra para evaluar si, en esta condicion, existen
cambios en la migracién de las células tumorales. Reportes previos que indican
gue el Morfolino antisentido dirigido contra el receptor del factor estimulante de
colonias de granulocitos gcsfr (Mo gcsfr) genera neutropenia (Liongue y cols.,

2009). Para confirmar que en nuestras manos esto se obtiene, se utilizaron peces
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transgénicos mpo:EGFP, que expresan GFP bajo el promotor de la
mieloperoxidasa expresada abundantemente por los neutréfilos, a los que se les
inyectaron los Mo gcsfr y el Morfolino control (MoC) en una concentracion de 0,6
mM, en conjunto con un Morfolino contra p53 (0,6 mM), frecuentemente utilizado
para disminuir la mortalidad generada por los Morfolinos (inhibe las rutas de
apoptosis dependientes de p53). Se utiliz6 como control un Morfolino dirigido a
una mutacion del intron de la beta-globina humana que causa la beta-talasemia,
el que se utiliza ampliamente como control negativo. Como se observa en la
Figura 17, se comprobd que el Mo gcsfr genera una reduccién parcial de la
cantidad de neutrdéfilos endégenos en el pez cebra y que esta disminucion fue

sostenida hasta las 96 hpf.
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Figura 17: Comprobacion de la disminucién de neutréfilos producida por el
Morfolino contra el factor reclutante de colonias granulociticas (Mo gcsfr).
A. Pez cebratransgénico de la linea mpo:eGFP inyectado con el Morfolino control
(Moc) alas 72 hpf, B. Pez cebra transgénico de la linea mpo:eGFP inyectado con
el Morfolino contra el Factor reclutante de colonias granulociticas (Mo gcsfr) a las
72 hpf, C. Numero total de neutroéfilos por pez, inyectados con el Moc y Mo gcsfr
alas 48, 72 y 96 hpf. T-student Mann Whitney test, n=10, **** p <0.001, las barras
corresponden al Error Estandar.
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7.3.3. Analisis de la migracion de células tumorales en peces

morfantes Mo gcsfr

Luego se generaron peces xenotrasplantados con células MCF7 y MDA-
MB231 en peces cebra previamente inyectados con el Mo gcsfr y peces
controles, en los que les cuantificd diariamente la cantidad de células tumorales

gue migraron a la zona de la cola.
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Figura 18: Cuantificacion de la migracién de las células MCF-7 en la cola de
Peces cebra controles y peces cebra morfantes para gcsfr. A. Cuantificacion
de células MCF-7 diseminadas en la cola de pez cebra por pez, se comparan
peces control vs peces con Mo gcsfr. Se comparan peces control vs peces con
Mo gcsfr. Los peces fueron observados por 3 dias después de la inyeccion con
las células tumorales. El test estadistico utilizado fue ANOVA Kruskal-Wallis.
*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,005; n=10.
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Figura 19: Cuantificacidén de la migracién de las MDA-MB231 cola de Peces
cebra controles y peces cebra morfantes para gcsfr. A. Cuantificacion de
células MDA-MB231 diseminadas en la cola de pez cebra por pez, se comparan
peces control vs peces con Mo gcsfr. Los peces fueron observados por 3 dias
después de la inyeccion con las células tumorales. El test estadistico utilizado fue
ANOVA Kruskal-Wallis. *p<0,05; ** p<0,01; ****p<0,001; n=9.

Los resultados expuestos en la Figura 18, indican que la reduccion en la
cantidad de neutrdfilos endégenos de pez cebra no generd diferencias en la

cantidad de células MCF-7 que migraron al area de la cola.

Sin embargo, la reduccién de los neutréfilos si disminuy6 la migracién de

las células MDA-MB231 (Figura 19), ya que se encontraron diferencias
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significativas en la cantidad de células que migraron en el dia 3 post inyeccion,

junto con una tendencia marcada en la misma direccion en los dias previos.

Los resultados de este objetivo nos permiten corroborar que las células
tumorales MCF-7 y MDA-MB231 logran establecerse en el vitelo de pez cebray
migrar a zonas distales al sitio de la implantacién.

Ademas, permite confirmar que los neutréfilos enddgenos de pez cebra

promueven la migracion celular de las células MDA-MB231 in vivo.
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8. DISCUSION

Los neutrofilos son ampliamente conocidos como la primera linea de
defensa contra infecciones patogénicas. Sin embargo desde el descubrimiento
de la poblacion de neutrdfilos infiltrantes de tumor o TANS, su importancia en el
desarrollo del cancer se ha vuelto cada vez méas evidente durante la ultima
década (Ohms y cols., 2020).

Estos neutrdéfilos son atraidos por sefiales secretadas por las células del
microambiente tumoral y polarizados hacia un fenotipo N1, antitumorales, o N2,
protumorales (Fridlender y cols., 2009) (Ohms y cols., 2020). La polarizacion
hacia N1 es producto de la presencia de IFN tipo 1 presente en el microambiente
tumoral, mientras que la polarizacién hacia N2, es consecuencia de la presencia
de la citoquina TGF-B, la cual es abundantemente encontrada en ambientes
tumorales avanzados (Pickup y cols., 2013). De manera que los neutréfilos son
atraidos y polarizados a un fenotipo maligno por los propios componentes del
microambiente, y estos a su vez, promueven caracteristicas que permiten el
desarrollo tumoral entre las que se encuentra la EMT (Pickup y cols., 2013).

Una de las vias de sefializacion responsables de la EMT que mayormente
se ha descrito en cancer mamario, es la via NF-kB (Min y cols., 2008) . Debido
qgue los TANs son capaces de activar esta via en células no tumorales, se

propuso estudiar si los neutrdéfilos inducen la activacion de la via NF-«kB en las

células tumorales y provocan su EMT.
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Para estudiar esta interaccion realizamos ensayos tanto in vivo, utilizando
la herramienta de xenotrasplante en el modelo de pez cebra, como in vitro,

mediante un co-cultivo directo entre neutroéfilos y células tumorales mamarias.

8.1. Ceélulas HL-60N como modelo de neutroéfilos

Para la aproximacion in vitro, decidimos utilizar la linea celular HL-60
diferenciada a tipo-neutréfilo (HL-60N), debido a que este tipo celular
diferenciado es la linea celular mas utilizada en investigacion de neutréfilos: es
de rapida proliferacion (20-45 horas), no requiere suplementos de crecimiento y
permite una serie de técnicas de edicion génica (Blanter y cols., 2021).
Adicionalmente, se ha demostrado que las células HL-60N tienen un
comportamiento similar al de los neutrofilos: forman filamentos de actina, se
polarizan y migran direccionalmente en respuesta a las mismas quimioquinas que
atraen a los neutréfilos de sangre periférica (Blanter y cols., 2021), tienen una
actividad microbiana similar (Yaseen y cols., 2017) y actian como neutroéfilos
frente a procesos tumorogénicos (W. Zhang y cols., 2017) (Song y cols., 2015)
(C.Y. Liny cols., 2015).

Este modelo permite realizar experimentos largos, a diferencia de neutrofilos
obtenidos de sangre periférica, los que en circulacion tienen una vida media de
7-8 horas (Blanter y cols., 2021) (Kajiume y Kobayashi, 2018), por lo que no
permiten la realizacion de experimentos de mayor tiempo, como los que eran

necesarios para esta investigacion.
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Sin embargo, cabe mencionar que producto del tratamiento con DMSO se
obtuvo una diferenciacion de las células HL-60 a HL-60N en promedio de un 85%.
Considerando el alto rendimiento de la diferenciacion y que la técnica de cell-
sorting provoca un estrés importante y alta mortalidad en las células
seleccionadas, en la mayoria de los experimentos de co-cultivo decidimos utilizar
el total de las células tratadas con DMSO, las que contenian el 15% de células
sin diferenciar.

Cabe mencionar que la proporcién de células HL-60N que se utilizaron en los
co-cultivos correspondié a la 3ra parte de la cantidad de células tumorales
utilizadas (HL-60N : Células tumorales mamarias/ 1:3), por lo que el porcentaje
(15%) de células HL-60N sin diferenciar (HL-60) corresponderia a la 20va parte
de la cantidad de células tumorales (HL-60 : Células tumorales mamarias/ 1:20).
Si bien, consideramos que ese porcentaje no debiera verse reflejado en la
expresion génica de los blancos transcripcionales de la via NF-kB ni la EMT en
las células tumorales, debido que estas células corresponden a una linea celular
de leucemia promielocitica, es preciso indicar que convendria realizar un co-

cultivo con el porcentaje de las células no diferenciadas (15%) para verificarlo.
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8.2. HL-60N favorecen la expresion génica y produccion de blancos
transcripcionales de la via NF-kB en las células tumorales

mamarias

Luego de diferenciar las células HL-60 a HL-60N, realizamos un co-cultivo
directo en conjunto con las células tumorales mamarias MCF-7 y MDA-MB231.
Debido a que las células HL-60N crecen en suspension, y las células tumorales,
adheridas, fue posible separar ambos componentes con lavados con PBS con el
fin de descartar las células HL-60N, y aislar ARNm sélo de las células tumorales.
Al respecto, la naturaleza del crecimiento en suspension de las células HL-60N,
nos permite tener la seguridad que, aunque no fuera eliminada la totalidad de
estas células, este porcentaje remanente seria muy bajo y dificilmente podria
verse reflejado en los resultados de qPCR. No obstante, eventualmente
convendria medir en el ARNm colectado si no existe un aporte de ARNm de
células HL-60N utilizando partidores para marcadores propios de esta poblacion

como Ly6G y CD11b (Grieshaber-Bouyer y cols., 2021).

Por medio de este experimento de co-cultivo, pudimos comprobar que las
células HL-60N pueden promover la expresion de genes blanco de la via NF-kB
en células de cancer mamario. Se observd un aumento estadisticamente
significativo de la expresion génica de IL-8 en las células MCF-7 en co-cultivo con
HL-60N y una marcada tendencia al alza para la citoquina TNF-a. Ademas,
utilizando esta misma aproximacion observamos un aumento de la expresion

génica en los genes relacionados con la via NF-kB en la linea celular de mayor
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malignidad, MDA-MB231, especificamente los genes IL-8 y TNF-a, siendo
estadisticamente significativa en ambos. El promedio de la expresion génica de
la citoquina IL-6 se encontr6 aumentada en ambas células tumorales al
encontrarse en el co-cultivo con las células HL-60N. Sin embargo, los resultados

muestran una gran dispersion, lo que impide obtener una diferencia significativa.

Estos resultados se comprobaron midiendo la produccién y secrecion de
citoquinas a través de un ensayo de CBA, en donde se repitid el resultado
obtenido en la medicién realizada por qPCR. Se observé el aumento de la
citoquina IL-8 en las células MDA-MB231 al encontrarse en co-cultivo con las
células HL-60N. Ademas, se encontrd el aumento de IL-6 de estas células en
dicha condicion. Sin embargo, no se observé el aumento de TNF-a en las células

MDA-MB231 ni IL-8 en las células MCF-7.

Cabe mencionar que las tres citoquinas medidas: TNF-a, IL-6 e IL-8,
corresponden a citoquinas pro-inflamatorias, y son a su vez, ligando y producto
de la via NF-kB, por lo que, al ser favorecida su produccion, éstas podrian tener
regulaciéon positiva autocrina, aumentando en mayor medida la expresion de
estos genes y produccion de dichas citoquinas. Es sabido que la inflamacion
cronica corresponde a una de las caracteristicas claves y precursoras de
malignidad en la enfermedad del cancer (Colotta y cols., 2009). Existe una
poderosa correlacion entre enfermedades inflamatorias y desarrollo de distintos
tipos de canceres, de hecho se ha reportado la reduccion en el desarrollo y

disminucién en la mortalidad de cancer de mama y colon con el uso de drogas
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antiinflamatorias no esteroidales (Mantovani y cols., 2008). Ademas estudios en
pacientes han demostrado una correlacion entre altos niveles particularmente de
IL-6 e IL-8 y un estado clinico mayor del cancer mamario y de metastasis en
ganglios linfaticos (Ma y cols., 2017), siendo ambas citoquinas unos potenciales

biomarcadores de prognosis (Ma y cols., 2017).

En particular, la expresion de IL-8 es regulada principalmente por la via de
sefalizacion NF-kB, la que puede ser activada por diferentes estimulos
inflamatorios (Waugh y Wilson, 2008) y estreses ambientales como hipoxia
(D’ignazio y Rocha, 2016). IL-8, a su vez, se une a sus receptores CXCR1 y
CXCR2 en donde pueden activar multiples vias de sefalizacion, entre ellas la
NF-kB (Manna y Ramesh, 2005). Estas inciden en la expresion génica a través
de la regulaciéon de numerosas actividades de factores de transcripcion, en la
transcripcion y produccion de diversas proteinas y afecta la organizacion del
citoesqueleto celular (Waugh y Wilson, 2008). De esta manera, la sefializacion
de IL-8 promueve respuestas angiogénicas en células endoteliales, aumentando
la proliferacién y supervivencia de dichas células (Waugh y Wilson, 2008).
Asimismo, se ha determinado que IL-8 favorece el reclutamiento y activacion de
los neutrofilos, atrayéndolos hacia el microambiente tumoral (Waugh y Wilson,
2008), de manera que al ser favorecida su expresion en las células tumorales al
encontrarse en cercanias con ceélulas HL-60N, esta interaccion promoveria el

reclutamiento de nuevos neutroéfilos hacia el nicho tumoral.
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Los resultados obtenidos nos indican que los neutréfilos pueden activar la
via NF-kB en las células tumorales MCF-7 y MDA-MB231 in vitro, lo que ademas
de potencialmente favorecer su EMT, estaria aumentando factores inflamatorios
asociados a un aumento de la malignidad tumoral.

Estos experimentos de co-cultivo no nos permiten diferenciar si la
comunicacién que se produce entre ambos tipos celulares ocurre por contacto o
por la secrecién de citoquinas al medio. Esto podria corroborarse utilizando un

sistema bicameral tipo Transwell el que permitiria su comunicacion sin contacto.

8.3. Expresion de citoquinas de HL-60N

De manera paralela, quisimos estudiar que factor secretado por los neutrofilos
podria estar generando una activacion de la via NF-kB en las células tumorales
mamarias.

Como las citoquinas antes medidas IL-6, IL-8 y TNF-a son activadoras de la
via, ademas de producto de ésta, quisimos medir su produccion basal mediante
CBA, pensando en una posible polarizacion de estas células hacia un fenotipo
N2 protumorogénico como ha sido reportado anteriormente (C. Y. Lin y cols.,
2015).

Los resultados obtenidos mostraron que de las 3 citoquinas medidas, IL-8 es
la mas abundantemente producida por este tipo celular, mientras que la cantidad

de citoquina IL-6 y TNF-a, fue muy cercana al limite inferior del kit (Figura 5).
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Debido que la citoquina TNF-a se relaciona a un fenotipo N1 (Uribe-Querol y
Rosales, 2015), mientras que IL-8 a un fenotipo N2 (Masucci y cols., 2019) (Ohms
y cols., 2020), estos resultados podrian sugerir que las células con las que
estamos trabajando tendrian un perfil inmune de un TANs N2, que corresponde
a un fenotipo protumorogénico (Uribe-Querol y Rosales, 2015) (Masucci y cols.,
2019). Por otro lado, aunque TNF-a se asocie a un fenotipo N1, se ha
demostrado que es capaz de promover la invasion y metastasis via NF-kB en
células tumorales (Tang y cols., 2017) (Y. Wu y Zhou, 2010), ademas de originar
inflamacion crénica, generando un ambiente inmunosuprimido (Uribe-Querol y
Rosales, 2015). La presencia de esta citoquina en particular es sujeto de
controversia en estudios de procesos tumorogénicos y depende principalmente
de la temporalidad y del tipo de cancer (Y. Lin y Wang, 2008).

Si bien, para confirmar el fenotipo N2 de las células HL-60N se tendrian
que medir otras citoquinas y marcadores de superficie para generar un perfil mas
completo, tales como TGF-B y CCL2, CD54, CD95, CD182, IP-10 (Ohms y cols.,
2020). La IL-8 da un indicio de la naturaleza de estas células, ademas de ser un
fuerte candidato de factor activador de la via NF-kB en las células tumorales

mamarias.

8.4. HL-60N favorecen la EMT en las células tumorales mamarias

Se midieron factores de EMT en las células tumorales, posterior al co-

cultivo con las células HL-60N, se observo que las células HL-60N generaron un
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aumento en la expresion génica de Vimentina y una disminucién de E-Cadherina
en las células MCF-7 y MDA-MB231, en donde la disminucién de E-Cadherina

tuvo una diferencia significativa en ambos tipos celulares.

E-Cadherina y Vimentina, al igual que los factores transcripcionales
Snaill/2/3, Zeb1/2 y Twistl, corresponden a marcadores de la EMT. E-Cadherina
corresponde a una glicoproteina de la superficie celular que media la adhesién
intercelular a través de las interacciones de sus dominios extracelulares y
citoplasmaticos con la B-catenina (Gheldof y Berx, 2013). La desestabilizacién
este complejo resulta en una disminucién de expresion de E-Cadherina,
promoviendo la invasion tumoral y la metastasis (Zhu y cols., 2018). La expresion
de E-Cadherina estd comandada por diversos factores transcripcionales que la
regulan negativamente, entre los que se encuentran Snaill (Snail), Snail2 (o
Slug), Snail3 (o Smuc) Zebl, Zeb2 y Twistl (Tania y cols., 2014). Estos factores
reconocen la secuencia de la E-box ubicada en la region promotora de E-
Cadherina y reclutan cofactores e histonas desacetiladas, reprimiendo la

expresion de esta proteina (Garg, 2013) (Tania y cols., 2014).

Vimentina, por otro lado, es un tipo de filamento intermedio que mantiene
la integridad celular y se encuentra en las células mesenquimales de diversos
tipos de tejidos (S. Wu y cols., 2018). En canceres solidos se ha reportado que
al estar sobreexpresada, promueve la EMT y la metastasis (C. Y. Liu y cols.,

2015).
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En conclusion, un descenso de la expresion de E-Cadherina acompafnado
por un aumento de la de Vimentina, nos indica que el programa de EMT esta

siendo favorecido por la presencia de las células diferenciadas a neutrofilos.

Para evaluar la EMT funcionalmente se realiz6 un Ensayo de Herida, que
corresponde a un método que permite estudiar la migracion celular in vitro, en
donde se mide la capacidad de “cerrar” una herida en la monocapa celular y se
utiliza para cuantificar la tasa de migracién (Rodriguez y cols., 2005). Mediante
este test, se observo que las células HL-60N favorecen la capacidad migratoria
de las células tumorales MCF-7 y MDA-MB231, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas. Ambos resultados, de expresidon de genes
asociados a la EMT y el Ensayo de Herida, estarian indicando que las células
HL-60N son capaces que promover un fenotipo mesenquimal en las células
tumorales mamarias, a través de la expresion de genes asociados a la EMT, y
que esto a su vez, se ve reflejado de manera funcional en un aumento de la

migracion, caracteristica directamente asociada a la metastasis tumoral.

La contribucién de los neutréfilos en la invasion y metastasis se ha
asociado mayoritariamente al favorecimiento de la angiogénesis, mediante la
secrecion de VEGF y MMP9 (Tazzyman y cols., 2009), metaloproteasa que,
ademas de favorecer la degradacion de la matriz extracelular, contribuye a la
angiogénesis (Masucci y cols., 2019). Por otro lado, las NETSs, que corresponden
a andamios extracelulares derivados de neutrofilos (Yang y Liu, 2021), también

presentan un papel clave en la regulacion del microambiente tumoral y
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favorecimiento de la metastasis induciendo la EMT (Demkow, 2021) (Yang y Liu,
2021). Estas promueven la extravasacion de células cancerosas (Demkow, 2021)
y permiten el establecimiento de un nicho de evasién inmune y proteccion ante

el ataque de células inmunitarias (Yang y Liu, 2021).

Ademas, se han determinado diversas moléculas secretadas por los
neutroéfilos y sefalizaciones especificas en distintos tipos celulares, que los han
asociado con la EMT, tales como el cancer de vejiga, en el que los neutrdfilos
actian sobrerregulando los receptores androgénicos los que aumentan la
expresion de la metaloproteasa MMP13, favoreciendo la migracion e invasion de
dichas células tumorales (C. Y. Liny cols., 2015). En cancer gastrico se comprob6
gue los neutrofilos inducen la activacion de la via ERK y su EMT en dichas células
tumorales (W. Zhang y cols., 2017), ademas de producir IL-17a, citoquina que
promueve la EMT a través de la via JAK2/STAT3 (Ma y cols., 2017). Por otro
lado, la secrecion de elastasa por parte de los neutréfilos demostré causar la EMT
en cancer pancreatico (Grof3e-Steffen y cols., 2012) y en cancer ovarico (Mayer
y cols., 2016).

Existen diversos mecanismos por lo que los neutréfilos podrian favorecer
la EMT en las células tumorales mamarias, sin embargo, debido a la abundante
evidencia que relaciona la EMT con la via NF-kB en un gran numero de canceres
(Maiery cols., 2010) (Q. Zhang y cols., 2009), (Pantuck y cols., 2010) (Qiny cols.,

2016) y en cancer mamario en particular (Huber y cols., 2004) (Pires y cols.,
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2017) (W. Wang y cols., 2014), se decidié apostar por esta via de sefializacion

candidata.

8.5. La EMT producida en las células tumorales mamarias por las

células HL-60N es mediada por la activaciéon de la via NF-kB

Para determinar si la induccién de la EMT en las células tumorales
mamarias causada por las células HL-60N, era producto de la activacion de la
via de sefializacion NF-kB, se inhibié esta via en las células tumorales mamarias

y ensayo el co-cultivo con las células HL-60N.

Para ello, se realizé la transfeccion de las células MCF-7 y MDA-MB231
con los ARN pequefio de interferencia (ARNSsi) contra P65 (SiP65), que realiza
un knock down del dimero P65, quien en conjunto con el dimero P50 generan el
heterodimero que trasloca al nicleo y genera la transcripcion de sus genes diana
(T. Liu y cols., 2017), ademas de la transfeccion con su control ARNSi Scramble

(SISCR).

Se observo también, que en células MCF-7 y MDA-MB231 transfectadas
con el ARNSI P65, el aumento de migracion que generan las células HL-60N en
las células control y en las transfectadas con el SISCR, no fue replicado, sino que

este fue significativamente menor en ambos tipos celulares.

Debido a que se comprobdé que la reduccion de P65 no afecto la viabilidad

y proliferacion celular de las células transfectadas, en comparacion con la
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transfeccion con su control (SiISCR), este resultado nos permite corroborar que
la activacion de la via NF-kB de las células tumorales generada por las células
HL-60N, es un proceso clave para que estas adquieran el fenotipo mesenquimal
gue genera la interaccion Neutroéfilo/célula tumoral, que se ve reflejado en un

aumento de la migracion.

En particular en cancer mamario, existe basta evidencia que relaciona la
EMT con la via de sefializacidon NF-kB. El grupo de Wirth (Huber y cols., 2004)
demostré que la inhibicion de NF-kB impidi6 la EMT en células epiteliales
transformadas con un oncogen, que la activacion de esta via promovio la
transicion a un fenotipo mesenquimal y que al inhibir esta via de sefializacion en
células mesenquimales, se produce su reversion (Huber y cols., 2004). Se
determind que al inhibir esta via de sefalizacién se provoca una regulacion a la
baja de diversos marcadores de la EMT, entre los que se encuentran SLUG,
SIP1, TWIST1, MMP11 y N-Cadherina y una regulacion al alza de E-Cadherina
(Pires y cols., 2017) (Felipe Lima y cols., 2016). También, se estudi6 la
sobreexpresion de p65 de la via NF-kB en células normales de epitelio mamario,
MCF-10a, las cuales al ser transformadas experimentaron EMT, proceso que
ocurre a través de los reguladores transcripcionales ZEB1 y ZEB2, represores de

la E-Cadherina (Chua y cols., 2007) (Shostak y Chariot, 2011).

Por otro lado, los resultados de puntos anteriores apuntan que la principal

citoquina secretada por las células HL-60N es IL-8, la que ademas se
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sobreproduce en las células tumorales mamarias en contacto con dichas células.
Estudios recientes han demostrado que IL-8 favorece la EMT en las células
tumorales, caracteristicas de troncalidad y resistencia a tratamientos (David y
cols., 2016), en particular en cancer mamario (L. Wang y cols., 2015). Ademas
luego de ser activado este programa de diferenciacion mesenquimal, se genera
la sefializacién autocrina de TGF-B, IL-6, VEGF e IL-8, que corresponden a
factores inductores de la EMT, de manera que la sefial se perpetua y es capaz

de activar a las células de sus alrededores (David J M y cols., 2016).

La identificacion de IL-8 como factor que promueve la EMT y procesos de
migracion y metastasis, puede ser Util para generar tratamientos que inhiban
dichas vias de sefializacion (Browning y cols., 2000) (Waugh y Wilson, 2008). Sin
embargo, debido a la promiscuidad de sus receptores CXCR1 y 2 (Browning y
cols., 2000), se ha demostrado que el uso de ARN interferentes y de
blogueadores especificos contra la citoquina no son eficaces en la reduccion de
los fenbmenos observados, ya que no amortiguan el efecto de otras citoquinas
que también son capaces de activar su eje de sefializacion. Por esta razén se
recomienda la inhibicién de los receptores para obtener los efectos deseados

(Waugh y Wilson, 2008).
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8.6. Neutrofilos endogenos de pez cebra favorecen la migracion
celular de las células tumorales mamarias MDA-MB231, pero no

de las células MCF-7

Finalmente, se estudid la interaccion Neutrofilo/Célula tumoral en un
modelo in vivo. Para ello se realizaron xenotrasplantes en pez cebra, con las
células tumorales anteriormente ensayadas. En primer lugar, hubo que
corroborar la correcta implantacion de las células tumorales en la zona vitelina, y
su migracion, la que fue medida en la zona de la cola del pez, un territorio alejado

al de la implantacion.

Se inyectaron en la zona vitelina alrededor de 300 células por individuo y
se observo el tumor primario y la diseminacion de las células tumorales por los
siguientes 3 dias post-inyeccion. Ambas lineas celulares, MCF-7 y MDA-MB231,
se lograron establecer en la zona del vitelo y migrar hacia la cola, cuyo niumero
de células diseminadas fue aumentando a medida que avanzaron los dias
(Figuras 14 y 15), a diferencia de lo ocurrido con las células control, la linea
celular no tumorogénica HEK293. Estas células no fueron detectadas en la zona
de la cola (Figura 13), y ademas fueron disminuyendo en namero en la zona
vitelina a medida que avanzaron los dias. Las diferencias obtenidas entre ambas
lineas celulares tumorales, MCF-7 y MDA-MB231, eran esperables, conforme a
sus capacidades migratorias e invasivas reportadas con anterioridad y su tejido

de origen.
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Para realizar este estudio, un buen candidato de linea celular control
hubiera sido una linea celular mamaria no tumorogénica, como la linea MCF-10A,
comunmente utilizada en estudios de xenotrasplante de células tumorales
mamarias. Sin embargo, ya que la linea HEK293 ha sido utilizada previamente
como célula control para este tipo de experimentos (Varas y cols., 2020) (Zhao y
cols., 2011), la consideramos un buen control para medir la migracién de las

células tumorales.

Debido que el cancer mamario es principalmente de origen epitelial y uno
de los procesos que en mayor medida favorece la migracidn a otros tejidos es la
EMT (Y. Wangy Zhou, 2011), se validaron ambas lineas celulares para el estudio

de EMT en el modelo de xenotrasplante en pez cebra.

Luego, para estudiar la interaccidon entre las células tumorales humanas y
los neutréfilos endégenos de pez cebra, se recurrié a una estrategia que permite
disminuir la cantidad de neutréfilos. Se realizé un knockdown contra gcsfr
utilizando un Morfolino que se ha reportado previamente que genera neutropenia
(Liongue y cols., 2009). Gcsfr es el receptor de la citoquina gcsf, factor
estimulante de colonias granulociticas, esta citoquina esta involucrada en la
proliferacion y es esencial para la diferenciacion del progenitor mieloide que
conduce al desarrollo y maduracion de neutrofilos (Pankaj Dwivediy Greis, 2016)
(Roberts, 2005). Como se esperaba, se comprob6 una disminucion de la cantidad
de neutrdéfilos enddégenos en los peces cebra morfantes para este factor, al

compararlo con los morfantes control.
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Por dltimo, se realizaron los xenotrasplantes de las lineas MCF-7 y MDA-
MB231 en los peces inyectados con el Morfolino contra gcsfr (Figura 17 y 18). Y
se obtuvo que en los peces morfantes xenotrasplantados con las células MDA-
MB231 hubo una disminucion de la migracion de dichas células en el area de la
cola, reduccién que fue significativa en el dia 3 post inyeccion. Sin embargo, estos

resultados no se replicaron en las células MCF-7.

De estos resultados se concluye que la presencia de neutrofilos
endogenos favorece la migracién de las células MDA-MB231, por lo que entre
ambos tipos celulares debe existir algun tipo de interaccion que favorece dicha

diseminacion.

8.7. MDA-MB231 células triple negativo y su interaccion con los

neutroéfilos

Los tipos celulares MCF-7 y MDA-MB231 presentan diferencias que
pueden explicar sus comportamientos frente los neutréfilos. Sibien, ambas lineas
corresponden a carcinomas ductales invasivos, provienen de distintos tejidos y
estados de progresion tumoral, MCF-7 corresponde a un tumor primario, mientras

que MDA-MB231 proviene de un sitio metastasico.

MCF-7 presenta receptores de estréogeno (ER+), siendo un excelente

modelo de un cancer en etapas tempranas y posible de tratar sin quimioterapia,
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s6lo con inhibidores de estrogeno como el tamoxifeno, a diferencia de las células
MDA-MB231 que no presentan receptores de estrogeno (ER-), de progesterona
(PR-) ni del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-) (Huang y cols.,
2020) por lo que son llamados Triple negativos (TN), y representan un mejor

modelo de un cancer candidato para la quimioterapia (Flodrova y cols., 2016).

Las diferencias que brindan la presencia de los receptores hormonales
entre los distintos tipos de tumores han sido de mucha utilidad para el diagnoéstico
clinico y tratamiento del cancer (Harbeck y cols., 2019), no obstante, su relacion
con los TANs estéa recientemente comenzando a estudiarse. Un estudio del grupo
de Gamboa-Dominguez, realiz6 una busqueda de la presencia de TANs en
tumores mamarios de distintas naturalezas, concluyendo que en los canceres
mamarios TN son mas abundantes los neutréfilos asociados a tumor. En
particular, la ausencia de la expresion de HR fue un fuerte predictor de positividad

de TANs (Soto-Perez-de-Celis y cols., 2017).

Las células que componen tumores mamarios TN son grandes
productores de TGF-f (Soto-Perez-de-Celis y cols., 2017), citoquina responsable
de la polarizacion de los neutrofilos hacia un fenotipo N2 (Sionov y cols., 2015).
Se determin6é que el medio condicionado por células mamarias TN contenia
grandes cantidades de citoquinas CXCL1/2/3 y TGF-B, en comparacién con
medio condicionado por células ER+ y que al inhibir dichos factores, se reducia

la migracion de neutrofilos y su atraccion hacia el tumor (SenGupta y cols., 2021).
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Si bien, la evidencia que relaciona los TANs y tumores TN es poca y
reciente, es concordante con los resultados obtenidos en esta tesis, en donde
gueda en evidencia como la interaccion entre ambos tipos celulares favorece la
migracion celular. La presencia de TANs en los tumores triples negativos los
podria proveer de factores pro-angiogénicos y proteasas que favorecen la
creacion de nuevos vasos sanguineos y el escape de las células tumorales por
la degradacion de la matriz extracelular (Y. Wang y cols., 2019), facilitando su

migracion y metastasis.

El reclutamiento de los neutrofilos hacia el tumor no fue estudiado durante
esta tesis, sin embargo, el modelo de pez cebra nos ofreceria una buena
alternativa para ello, utilizando la linea transgénica que marca neutrofilos
(mpo:GFP - expresion de GFP bajo el promotor de la mieloperoxidasa), se podria
realizar el seguimiento de estas células al sitio de inyeccién y la comprobacion
de la atraccién de los neutréfilos por las células MDA-MB231 hacia las cercanias

del tumor.
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Figura 20: Modelo propuesto. Los neutréfilos son atraidos al microambiente
tumoral por quimioquinas secretadas por las células tumorales, los neutrofilos
secretan IL-8 que activa la via de sefializacion NF-kB en las células tumorales lo
gue provoca su EMT y migracion celular, procesos claves para la metastasis.
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9. CONCLUSION

Mediante los ensayos in vitro, determinamos que las células HL-60N
promueven caracteristicas malignas en las células tumorales mamarias tales
como aumento de la expresion de factores inflamatorios que corresponden a
genes blanco de la via NF-kB, cambio de expresion de factores caracteristicos
de un fenotipo mesenquimal: disminucion de E-Cadherina y un aumento en las

propiedades migratorias.

Al inhibir en las células tumorales la via NF-kB mediante un ARN pequefio
de interferencia contra P65, el aumento en la migracion mediado por las células
HL-60N dejé de observarse. Esto nos permite corroborar que estas células
activan esta via de sefalizacion en las células tumorales y que esta activacion

genera su EMT, caracteristica clave para la metastasis.

Ademas, al medir la secrecion de proteinas de las células HL-60N, para
encontrar un posible factor activador de la via NF-kB en las células tumorales
mamarias, obtuvimos que la citoquina IL-8 es la sefial candidata activadora més
fuerte. IL-8 ademas de activar la via NF-kB, se ha visto relacionado a inflamacion
cronica y a un aumento de la EMT en las células tumorales. Por lo que la
identificacion de este factor puede ser Util para generar tratamientos que inhiban

dichas vias de sefalizacion (Browning y cols., 2000) (Waugh y Wilson, 2008).

Por otro lado, en los ensayos in vivo se determind que los neutrofilos

endogenos de pez cebra favorecen la migracion de las células tumorales
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mamarias MDA-MB231 (células TN) y no de las células MCF-7 (células ER+).
Este resultado es concordante con la literatura que confirma que existe
reclutamiento de los neutrofilos hacia tumores TN mediante la secrecion de
citoquinas CXCL1-3y TGF- (SenGuptay cols., 2021), por lo que dichos tumores
tienen una mayor cantidad de TANs que los tumores ER+ como las células MCF-
7 (Soto-Perez-de-Celis y cols., 2017) y, por lo tanto, la interaccion y promocion

de caracteristicas malignas en los tumores TN es mayor.

Las diferencias obtenidas entre los resultados in vitro e in vivo, se explican
debido que en los experimentos de cultivo celular ambos componentes
estuvieron en contacto directo obligado, mientras que en los experimentos en pez
cebra, debid existir un reclutamiento de los neutrdfilos hacia el vitelo provocado
por las células MDA-MB231, mientras que esto, posiblemente, no ocurre en las

células MCF-7.

Finalmente, a partir de este trabajo se concluye que los neutréfilos son
atraidos hacia el microambiente tumoral en donde secretan IL-8, citoquina que
activa la via NF-kB en las células tumorales mamarias. Esto provoca la expresion
de factores inflamatorios y la reduccion de E-Cadherina, estimulando una
transicion hacia un fenotipo mesenquimal caracterizado por un aumento en la

migracion celular, caracteristica clave para la metastasis.
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