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RESUMEN

El cancer de mama (CaMa) afecta a millones de mujeres anualmente. Los
mastocitos son componentes frecuentes en tumores de CaMa que podrian cumplir
roles pro- y anti-tumorales durante la progresion tumoral. Entender la participacion
de mastocitos en CaMa, podria dar origen a nuevas terapias para controlar el
crecimiento tumoral. En este estudio, caracterizamos in vitro la respuesta de
mastocitos estimulados por células de CaMa, enfocandonos en la degranulacion
temprana y en la actividad transcripcional tardia. Usando lineas celulares de CaMa
agresivas y no agresivas, asi como, las lineas celulares HMC1 y LAD-2 de
mastocitos, modelamos la comunicacién y respuesta celular de mastocitos a los
componentes secretados por células de CaMa. En éste estudio encontramos que
ambas lineas de mastocitos son quimioatraidas por todas las lineas celulares de
CaMa, siendo su activacién principalmente inducida por una linea agresiva.
Ademas, se encontraron diferencias en sus programas transcripcionales activos,
tanto en su estado basal, como después de su activacion. Dentro de los genes
que mostraron diferencias en su expresion encontramos la regulacion negativa de
SPP1, PDCD1, IL17A y TGFB1, asi como la regulacion positiva de KITLG e IFNG.
Una baja expresion de SPP1 y la expresion alta de KITLG e IFNG, correlacionan
con mayor supervivencia de pacientes con CaMa. Finalmente, la alteracion en la
expresion de los genes mencionados ha sido asociada con sefales anti-tumorales,
sugiriendo que los mastocitos pudieran participar en el control de tumores
mamarios. Del mismo modo, utilizando TPSAB1 como un marcador de mastocitos,
pudimos confirmar que el infiltrado de estas células se asocia a buen prondstico
en las pacientes con CaMa,



ABSTRACT

Breast cancer (BRCA) affects millions of women yearly. Mast cells (MCs) are
common components of breast tumors with documented agonistic and antagonistic
roles in tumor progression. Understanding the participation of MCs in BrC may lead
to new therapies to control tumor growth. In this study, we looked into mechanistic
models of MC responses triggered in vitro by BRCA cells, assessing both early
degranulation and late transcriptional activities. We used aggressive and non-
aggressive BRCA cells to model the progressive staging of the disease over HMC1
and LAD-2 human MC lines. We found that both MC lines were chemoattracted by
all BRCA cells, but their activation was preferentially induced by aggressive lines.
We also found diferences in their active transcriptional programs, both at basal
level and after stimulation. Among those genes with altered expression were down-
regulated SPP1, PDCD1, IL17A and TGFB1 and up-regulated KITLG and IFNG. A
low expression of SPP1 and a high expression of KITLG and IFNG were
associated with increased overall survival of BRCA patients from public databases.
The set of altered genes is more often associated with tumor stromas enriched with
anti-tumoral signals, suggesting that MCs may participate in tumor control. Using
TPSAB1 as a marker of mast cells, we also confirmed the MC infiltrate as a factor

of good prognosis in BRCA patients.



ABREVIATURAS

CaMa. Cancer de mama

CCLE. Del inglés “Cancer Cell Line Encyclopedia”
EGA. Del inglés “the European Genome-phenome Archive”
ELISA. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
ER. Receptor de estrégenos

FceRI. Receptor Fc de alta afinidad de IgE

FGF2. Factor 2 de crecimiento de fibroblastos

GEO. Del inglés “Gene Expression Omnibus”

HERZ2. Receptor 2 del factor de crecimiento epidermal
MCPL1. proteina quimioatrayente de monocitos 1
MCc. Matocitos quimasa positivos

MC+. Matocitos triptasa positivos

MCrc. Mastocitos triptasa y quimasa positivo

MDSC. Células supresoras de origen mieloide

MMPs. Del inglés “Matrix metalloproteinases”

OMS. Organizacion mundial de la salud

OPN. Osteopontina



PCA. Del inglés “Principal Component Analysis”
PGD2. Prostaglandina D2

PR. Receptor de progesterona

SCF. Del inglés “Stem cell factor”

SFB. Suero fetal bovino

TAMSs. Del inglés “Tumor associated macrophages”
TGFp. Factor de Crecimiento Transformante 3
TEM. Transicién epitelio mesénquima

TCGA. Del inglés “the Cancer Genome Atlas”

VEGF. Factor de crecimiento endotelial vascular
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de mama

El cancer alberga a un amplio grupo de enfermedades que afectan a cualquier
6rgano del cuerpo. Este involucra un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de células, las cuales inicialmente invaden tejidos circundantes y
posteriormente se diseminan a o6rganos distantes en un proceso denominado

metastasis [1].

Recientemente en 2020, el observatorio mundial del cancer avalado por la
organizaciéon mundial de la salud (OMS), reporté que el cancer de mama (CaMa)
representa el primer lugar en incidencia y el quinto lugar en mortalidad a nivel
mundial [2] (Figura 1).



Estimado numero de casos por cancer en 2020
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Figura 1. Namero estimado de nuevos casos (a) y muertes (b) por cancer en 2020 en
ambos sexos. Datos obtenidos en Global cancer observatory.

Similar a datos mundiales, para 2020 se reporté que el CaMa representa el primer
lugar en incidencia en la poblacién mexicana [2]. A pesar de existir el mismo
riesgo de padecer ésta neoplasia, los datos reportan que la mortalidad es mas alta
en paises en vias de desarrollo como México, la cual cuenta con el primer lugar en
mortalidad de todos los canceres. Esto puede deberse a que la mayoria de los
casos son diagnosticados en etapas avanzadas, probablemente debido a que
existe menor acceso a los servicios de salud publica para el diagnostico temprano,

tratamiento y control de la enfermedad.

Actualmente existen diversas clasificaciones del CaMa, las cuales tienen como
objetivo comprender los mecanismos que conducen a su formacion,
mantenimiento y su uso para el diagndstico y descubrimiento de biomarcadores
clinicos que puedan predecir la respuesta a algun tipo de tratamiento. Estas
clasificaciones se basan en diversos factores como: 1) el origen celular del tumor,
2) el grado de diferenciacion histologico, 3) el estado TNM (por las siglas que se
refieren al tamafo del tumor primario, el nimero de nddulos linfaticos positivos
para células tumorales y la presencia o no de metastasis) y 4) la expresion de los
receptores de estrogenos (ER), progesterona (PR) y del factor de crecimiento
epidermal 2 (HER?2) [3]. Esta tltima clasificacién es una de las més utilizadas en la

clinica para el tratamiento de cancer, distinguiendo 4 subtipos de CaMa: Luminal
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A, Luminal B, HER2-enriquecido y triple negativo, siendo los subtipos luminales los
de mejor prondstico, los HER2-enriquecido de prondstico intermedio y los triple
negativos de mal pronéstico [3]. Aunque éstas clasificaciones han sido de gran
utilidad en determinar el estado clinico y la eleccion del tratamiento a seguir, el
CaMa es ampliamente heterogéneo y muestra una gran variabilidad en su
clonalidad y caracteristicas genéticas y morfologicas [4, 5]. Por ello, a menudo los
tumores que son clasificados como de buen prondstico, no responden al
tratamiento o recaen como tumores agresivos, siendo constantemente dificil

predecir el curso de la enfermedad.

Muchos estudios han intentado mejorar la clasificacion del CaMa, algunos de ellos
se han concentrado en las caracteristicas intrinsecas de las células tumorales
como la taxonomia molecular de CaMa realizada por el consorcio internacional
METABRIC [6], mientras que otros toman en cuenta las caracteristicas fenotipicas
de las células tumorales en conjunto con su microambiente [7-9]. Estos ultimos
estudios han puesto en evidencia diferencias en la infiltracion de células inmunes
que han sido asociados a factores prondéstico [10]. Ademas, sus hallazgos han
sido de gran utilidad en el disefio de nuevas terapias que actualmente son
utilizadas en combinacion con terapias tradicionales de cirugia, terapia hormonal y
quimio/radioterapia, resultando en el incremento de la supervivencia de pacientes
con CaMa [5, 11]. A pesar de lo anterior, debido a los grandes costos que implica
el uso de nuevas tecnologias para clasificar el CaMa, hoy en dia se sugiere su uso

Ganicamente como una alternativa a futuro [4].

1. 2 Microambiente tumoral en cancer

Los tumores estan formados por células cancerosas en contacto con células del
sistema inmune, matriz extracelular, células del tejido conectivo, asi como vasos
sanguineos vy linfaticos, formando lo que se conoce como el microambiente
tumoral. Aunque los primeros estudios de cancer se concentraron inicialmente en
analizar la biologia de las células cancerosas, hoy en dia es evidente que la

complejidad de los tumores esta ligada con su microambiente y no Unicamente
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con las caracteristicas intrinsecas de las células tumorales [9, 10]. Reciente
evidencia ha apoyado un papel modulador de las células del sistema inmune y sus
mediadores inflamatorios en el inicio y la progresion tumoral. Esto, a través de
promover o inhibir la proliferacion, supervivencia y adquisicion de un fenotipo
mesenquimal migratorio de células cancerosas; asi como la modulacion de
procesos angiogénicos y de permeabilidad vascular [12, 13]. En muchos tipos de
tumores humanos, los macréfagos asociados al tumor (TAMs por sus siglas en
inglés Tumor Associated Macrophage) han sido ampliamente caracterizados como
los mayores constituyentes celulares del infiltrado inmune [14]. En CaMa, éstos
han sido identificados como la principal fuente de factores de crecimiento,
citocinas, proteasas y otros mediadores asociados con progresion tumoral, por lo
que son considerados las células con mayor potencial inflamatorio [15, 16].
Ademas, se ha descrito que una mayor densidad de TAMs correlaciona con CaMa
de mal pronéstico [10, 15]. Usando modelos animales, se ha observado que
farmacos que antagonizan la funcion de macrofagos asociados a tumor, resultan
en tumores de crecimiento lento con poca o nula capacidad metastasica [17, 18].
Por el contrario, la infiltracion y participacion de linfocitos T CD8 han sido
asociadas con prondéstico favorable, mejor respuesta a quimioterapia y una mayor
supervivencia de pacientes con ésta enfermedad [10, 11, 19]. Asi, actualmente los
linfocitos T CD8 se consideran la poblacion inmune con mayor potencial para
contrarrestar y eliminar el CaMa.

El CaMa es un cancer estéril y que no tiene un origen por exposicién cronica a
mutagenos ambientales, como el melanoma a la luz solar o el cancer de pulmon al
humo de tabaco. Es por esto que basado en la expresion de neoantigenos
tumorales, el CaMa no siempre es altamente inmunogénico. A pesar de ello, por
los datos antes mencionados de TAMs y linfocitos T CDS8, asi como a la
participacion de otras poblaciones inmunes como células NK y células supresoras
de origen mieloide (MDSC) se ha demostrado que componentes del sistema
inmune son bioldgica y clinicamente relevantes en ésta enfermedad [11, 20, 21].
Ademas, la importancia de estudiar sus componentes ha sido puesta en evidencia

por el uso reciente de tratamientos que inducen el reconocimiento y eliminacion de
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células tumorales por células inmunes. Este tipo de terapia es conocida como
inmunoterapia, la cual se constituye de vacunas, citocinas, anticuerpos
monoclonales, inmunoterapia adoptiva de células CAR-T (células T con receptores
de antigeno quimérico especificos contra antigenos tumorales) y cito-
inmunoterapia (sistema de entrega de farmacos dirigidos contra células tumorales
y activacion de células inmunes) [5, 22, 23]. Cabe mencionar que la inmunoterapia
convencional con anticuerpos anti-PD-1 y anti-CTLA-4 no parece proveer de un
gran beneficio a las pacientes con CaMa, por lo que es necesario seguir buscando
estrategias de fortalecimiento de la respuesta inmune anti-tumoral en CaMa.

1.3 Mastocitos

Las contribuciones de otras poblaciones celulares que también han sido
encontradas en el infiltrado de tumores de CaMa no han sido del todo
caracterizadas, dentro de ellos los mastocitos. Los mastocitos son células de
origen mieloide pertenecientes a la inmunidad innata, las cuales se caracterizan
por presentar un alto contenido de granulos intracelulares que presentan en su
interior una gran diversidad de moléculas bioactivas [24]. Estas células se
localizan en todo el cuerpo, principalmente en regiones cercanas con el medio
externo, tal como la piel y mucosas de vias aéreas e intestinales, donde de
manera natural actian como células centinelas, participando en la deteccion y

defensa contra bacterias, virus y helmintos [25].

Los mastocitos son células residentes de tejidos que como otras poblaciones
inmunes son originadas a partir de células troncales hematopoyéticas en medula
O0sea. Aunque el desarrollo de mastocitos humanos, no es completamente
entendido, se sabe que éstas células pueden provenir de progenitores de
mastocitos (MCP) y/o progenitores de monocitos/mastocitos (MC/MP) que son
liberados en sangre periférica para posteriormente finalizar su maduracion en
tejidos [26]. Estos progenitores se caracteriza por contener pocos granulos y ser
de tamafo reducido, expresar en superficie la integrina 37 y poco o nada del

receptor Fc¢RI, ademas de, derivados del gangliosido GD1b [27]. La infiltracion de

11



éstos progenitores en los diferentes tejidos depende primordialmente de SCF (por
sus siglas en inglés stem cell factor) y de la integrina 7 [28, 29]. Aunque no ha
sido demostrado en condiciones basales, la proteina 1 quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP1), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento tranformante B (TGFp), CXCL10 y las anafilotoxinas C3a y Cba
también han sido involucrados en procesos de quimioatracciéon de mastocitos a
diferentes tejidos. Una vez en tejido, los progenitores de mastocitos pueden
diferenciarse hacia algunos de sus diferentes fenotipos conocidos. En humanos,
los mastocitos se clasifican de acuerdo a su contenido de proteasas intracelulares,
encontrando aquellos que contienen triptasa pero no quimasa (MCr), los que
contienen quimasa pero no triptasa (MCc) y los que contienen ambas proteasas
(MCrc) [30], los cuales suelen organizarse en diferentes regiones del cuerpo. Los
mastocitos cutaneos estan enriquecidos en MCrc, mientras que en pulmén el
subtipo MCr es el que predomina, representando ~90% de todos los mastocitos.
Los MCt se encuentran especificamente en la lamina propia de los bronquios,
mientras que, en menor porcentaje, los MCrc son tipicamente localizados bajo el
epitelio, en la lamina propia y en la submucosa. Los mastocitos de tipo Mc han
sido poco definidos, sin embargo, ellos han sido encontrados en la lamina basal
del miometrio y el endometrio uterino [31]. Poco se sabe acerca de los
mecanismos que regulan la generacion de un fenotipo u otro; sin embargo, se ha
descrito que estimulos presentes en el microambiente pueden favorecer algun
subtipo especifico. Por ejemplo, IL-4 favorece la presencia de MCr, mientras que
TGF-B1 favorece el subtipo MCrc [32, 33]. Otros factores que contribuyen a la
maduracion y formacién de los distintos subtipos de mastocitos humanos son
SCF, IL-3, IL-6 e IL-9 [30]. Los diferentes subtipos de mastocitos también has sido
caracterizados por tener respuestas diferenciales a diversos estimulos. Un
ejemplo de ello es que los mastocitos MCrc son capaces de producir leucotrieno
C4 (LTC4) y prostaglandina D2 (PGD2) en respuesta a morfina, sustancia P,
compuesto 48/80 y anafilotoxina C5a, mientras que los mastocitos MCr no [34]. A
pesar de ésta clasificacion de mastocitos, hoy en dia se sabe que los mastocitos

tienen un alto grado de plasticidad especifica de sitio, mostrando diferencias en el
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contenido granular y receptores, los cuales les pueden proporcionar funciones
diferenciales [30]. Trabajos recientes han demostrado que dentro de un mismo
tejido y bajo condiciones basales existen mastocitos fenotipicamente diferentes
[30, 35]. Asi, la tradicional clasificacion basada en el contenido de proteasas
parece ser muy reduccionista y la completa identidad y funcion de los mastocitos
maduros parece estar determinado por los factores de crecimiento y citocinas

presentes en el microambiente de cada tejido [30].

Como anteriormente se menciond, los mastocitos se caracterizan por granulos que
se encuentran dentro de su citoplasma. Estos pueden contener una gran variedad
de mediadores preformados, dentro de los cuales podemos encontrar histamina,
heparina, citocinas como TNFa y GM-CSF, asi como las proteasas triptasa,
guimasa y carboxipeptidasa A. Las proteasas son las proteinas mas abundantes
de contenido intra-granular, siendo triptasa la mas predominante y por la cual
generalmente los mastocitos son detectados en tejidos [36]. Este contenido intra-
granular preformado puede ser liberado inmediatamente tras la activacion de
mastocitos, permitiéndoles responder de manera rapida ante diferentes estimulos.
La via de activacion mejor conocida en los mastocitos es el entrecruzamiento del
receptor FceRl, la cual permite la liberacién inmediata y total de los componentes
pre-formados a través de un proceso de exocitosis, mecanismo conocido como
degranulacién. Aunque éste proceso de activacion es el mas conocido en
mastocitos, no todas las sefales involucran una liberacion de todas las moléculas
bioactivas preformadas. Por ejemplo, sefiales de unién a TLR-3 y TLR-4, asi como
SCF e IL-9 inducen la liberacién selectiva de biomoléculas y no el proceso de
degranulacién por exocitosis. Ademas de la secrecion de componentes
preformados, la activacion de mastocitos puede inducir la sintesis de diferentes
mediadores de novo y su posterior liberacion. Dentro de éstos mediadores se
pueden encontrar dos tipos, los de origen lipidico, como prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos; y los de origen proteinico, como factores de

crecimiento, citocinas y quimiocinas [24].
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Tanto la liberacion de componentes preformados como los sintetizados de novo
puede darse tras la activacion de mastocitos en un proceso secuencial como se
muestra en la figura 2, sin embargo, ésta liberacion puede llevarse a cabo de
manera independiente una de otra. Asi, el repertorio de moléculas que se liberan
asi como el mecanismo de liberacién, dependen completamente de las sefiales

recibidas y el receptor o receptores involucrados [25, 37].

Activacion

Degranulacion

-, Produccion y liberacion de
j(.?s mediadores lipidicos

ées* +%  Producciony liberacion de

:.'9: mediadores proteicos

Figura 2. Temporalidad de la respuesta de mastocitos tras su activacion. Los
mastocitos pueden responder de manera rapida (minutos), debido a la presencia de
mediadores preformados en sus granulos citoplasmaticos, los cuales pueden ser
liberados a través de un proceso conocido como degranulacién. Subsecuentemente a la
degranulacion, los mastocitos pueden ser capaces de iniciar la produccion de mediadores
derivados de lipidos, los cuales pueden ser liberados de minutos a horas después de la
activacion. Finalmente, los mastocitos son capaces de iniciar la sintesis y liberacion de
mediadores que son el resultado de la transcripcion y traduccién de genes (horas a dias).

Los mastocitos pueden ser activados por una gran variedad de estimulos como
LPS, complemento, complejos antigeno-anticuerpo, citocinas y quimiocinas. Esto
debido a que presentan una gran diversidad de receptores como se muestra en la
figura 3. Dentro de estos receptores se pueden encontrar TLRs (TLR2, TLRA4,
TLR5, etc.), receptores de complemento (C5aR y C3aR), receptores Fc (FCeRI y
FcyRIIA), receptores de citocinas (SCF, IL-4Ra, IL-4Ra), receptores de
quimiocinas (CCR2, CCR3, CXCR3, CXCR4, etc), receptores de co-estimulacion
(ICOS-L y CD40L), receptores de regulaciéon (PD-L1 y PD-L2), receptores de

14



mediadores lipidicos (CysLTR1, CysLTR2, BLT1 y BLT2), receptores de histamina
(H4R), receptores de adenosinas (A2B, A3), receptores de VEGF (VEGFR-1,
VEGFR-2), entre muchos otros [38, 39].

IL-4Ro. Kit FceRl FeyRIA

C5aR1/CD88
vidor . 2

NRP-1/2
Tie-1/2

CB1 2
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Figura 3. Receptores presentes en mastocitos. Los mastocitos pueden presentar una
gran diversidad de receptores en su superficie, dentro de ellos se pueden encontrar TLRs
(TLR2, TLR4, TLR5, etc.), receptores de complemento (C5aR y C3aR), receptores Fc
(FCeRI y FcyRIIA), receptores de citocinas (SCF, IL-4Ra, IL-4Ra), receptores de
guimiocinas (CCR2, CCR3, CXCR3, CXCR4, etc), receptores de co-estimulacion (ICOS-L
y CD40L), receptores de regulacion (PD-L1 y PD-L2), receptores de mediadores lipidicos
(CysLTR1, CysLTR2, BLT1 y BLT2), receptores de histamina (H4R), receptores de

adenosinas (A2B, A3) y receptores de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2). Tomado de Varrichi
G., 2017.

Como resultado de la presencia de una gran variedad de receptores, asi como su
capacidad para liberar una gran diversidad de mediadores, los mastocitos son
células multifuncionales implicadas en distintas respuestas fisiolégicas vy
patolégicas. Ellos contribuyen a la homeostasis de tejidos por promover procesos
de inflamacién, vasodilatacién, angiogénesis y remodelacion de tejidos [40].
Ademas, pueden ser acumulados en tejidos dafiados o inflamados donde pueden
amplificar o suprimir la inflamacion. Todas éstas respuestas se deben a su directa
funcién en procesos de fagocitosis y liberacion de factores como VEGF o0 a su
capacidad de influenciar la migracion, maduracion y funcién de otras células del
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sistema inmune, como neutrofilos, células dendriticas y linfocitos NK, T y B [28,
37].

Algunos ejemplos de las implicaciones de mastocitos en procesos bioldgicos es
TNFo derivado de mastocitos, el cual es requerido para montar una respuesta
citotoxica de células T a través de inducir la maduracién y migracion de células
dendriticas en procesos de sensibilizacion inmunologica [41]. Por su parte, bajo
condiciones fisiologicas, los mastocitos pueden inducir y aumentar la angiogénesis
a través de la produccion de una gran variedad de factores pro-angiogénicos
clasicos como VEGF, el factor 2 de crecimiento de fibroblastos (FGF2) e IL-8, asi
como no clasicos como triptasa [39]. Similarmente, prostaglandina E2 (PGE-2)
derivada de mastocitos actian como un factor quimiotictico de eosinofilos y
neutrdfilos, favoreciendo el proceso de inflamacidén en procesos de exposicion a
luz UV y tejido dafiado [42]. Triptasa ha sido involucrada en permitir una adecuada
recuperacion de tejido epitelial, regulando la cicatrizacién a través de inhibir una
excesiva sintesis de colageno 1V, fibronectina y laminina [43]. Por su parte,
histamina muestra efectos pleiotrépicos dependiendo del receptor involucrado. De
esta manera, ésta tiene la capacidad de aumentar o inhibir la proliferacion y
activacion de diferentes células inmunes y no inmunes. A través de receptores H1,
influencia el desarrollo de linfocitos T en subtipo Thl y disminuye la actividad
supresora de linfocitos T; por el contrario, a través de receptores H2 histamina
estimula la actividad supresora de linfocitos T inhibiendo su actividad citotoxica
[44]. Este ultimo fendbmeno, nos permite resaltar que la funcion efectora de
mastocitos depende del tejido en el cual la respuesta ocurre, permitiendo que un
mismo mediador derivado de mastocitos pueda inducir diferentes efectos.

1.4 Mecanismos pro-y anti-tumorales de los mastocitos

Los mastocitos han sido observados infiltrando diferentes tipos de canceres
humanos (gastrico, colon, pulmén, higado y piel), en algunos de los cuales su
participacion ha sido descrita [45, 46]. Un ejemplo de ello, es en cancer de colon,

donde los mastocitos parecen sostener la inflamacion y progresion del cancer,
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permitiendo su progresion sobre los méargenes invasivos. Ademas, los mastocitos
parecen inducir de manera directa la proliferacion de células cancerosas de colon,
mientras que la densidad de mastocitos estd asociada a procesos de
angiogénesis, metastasis y corta sobrevida [39, 45, 46]. En general se sabe que
los mastocitos ejercen diversas funciones durante el desarrollo y la progresion del
cancer, participando de manera directa o indirecta en los tumores. Asi,
dependiendo del microambiente, los mastocitos podrian ser pro-tumorales o anti-
tumorales, ejerciendo la inhibicion o promocion de varios procesos en la biologia
de los tumores, tal como proliferacion y supervivencia de células cancerosas,
procesos de angiogénesis, linfangiogénesis, remodelacion de tejido, disrupcién de
la matriz extracelular, invasion y metastasis [39]. El valor prondstico de los
mastocitos ha sido ampliamente evaluado en varios tipos de cancer, sin embargo,
los mecanismos implicados han sido poco estudiados. Dentro de las actividades
anti-tumorales de mastocitos que han sido caracterizadas, se ha observado
microscopicamente que los mastocitos muestran fagocitosis y degradacion de
células tumorales [47, 48]. Ademads, actividades citoliticas por degranulacion
también han sido observadas [49, 50], una de las cuales confieren mayor
supervivencia de pacientes con cancer de pulmon asociada a su expresion de
moléculas anti-tumorales como TNFa [50]. Un estudio utilizando un modelo de
carcinoma pulmonar demostré que PGD: proveniente de mastocitos disminuyen la
angiogénesis y permeabilidad vascular del microambiente tumoral, disminuyendo
asi el crecimiento tumoral [51]. Ademas, en un modelo de carcinogénesis de piel
en ratones deficientes de mastocitos, se evidencié que los mastocitos pueden
reducir la incidencia y crecimiento tumoral a través de inducir la infiltracion de
células efectoras como granulocitos granzima positivos y linfocitos T CD8,
proponiendo la induccién de inmunovigilacia y la regresion tumoral dependiente de
mastocitos [52]. En melanoma, se ha demostrado que mastocitos activados por
TLR2 son capaces de inhibir el crecimiento tumoral in vivo a través de una
reduccion en la angiogénesis y nuevamente el reclutamiento de células efectoras
NK y T en el sitio del tumor. Este modelo demostro que IL-6 derivada de

mastocitos fue responsable de la inhibicién tumoral [53]. Similarmente, mastocitos
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activados con TLR7 inducen la secrecién de CCL2 y permiten el reclutamiento de
células dendriticas plasmacitoides y su posterior transformacion en un subtipo
citotoxico secretor de IFNa/B y granzima B que permite la eliminacion directa de

células tumorales [54].

Dentro de los mecanismos pro-tumorales que involucran la participacion de los
mastocitos en cancer, se ha observado que los mastocitos pueden inducir la
proliferacion y supervivencia de células tumorales a través del contacto directo o la
liberacion de diferentes mediadores. A través del uso de ratones deficientes de
mastocitos se demostré que los mastocitos inducen el desarrollo y crecimiento de
polipos pre-neoplasticos [55]. Ademas, a través de un analisis por co-cultivo, se
demostré que los mediadores secretados por mastocitos son capaces de estimular
la proliferacién directa de células de cancer de colon [56]. En cancer géstrico, se
evidencié que IL17A proveniente de mastocitos, promueve la proliferacion y
supresion de apoptosis en células cancerosas gastricas, contribuyendo asi al
crecimiento y progresion tumoral [57]. Por otra parte, la comunicacion por co-
cultivo de mastocitos y células de cancer de pulmén demostré que los mastocitos
liberan histamina capaz de inducir la proliferacién de las células cancerosas a
través del receptor H4 [58]. Al tener un gran potencial de inducir angiogénesis y
lifangiogénesis, los mastocitos han sido reiterativamente asociados con la
promocion de estos procesos en cancer. Una gran cantidad de estudios han
evidenciado que la densidad de mastocitos correlaciona positivamente con una
alta cantidad de vasos sanguineos y linfaticos en diferentes canceres humanos
[18, 59, 60], sin embargo, los mecanismos especificos han sido poco
caracterizados. Algunas de las moléculas que han sido propuestas para llevar a
cabo éstos fendbmenos son FGF, IL-8, TGFB, VEGF vy triptasa. Por ultimo, los
procesos de invasidn y metastasis son esenciales en la progresién y etapas
tardias del cancer. A través de un meta-analisis de varios tumores solidos se
encontré que la infiltracion de mastocitos triptasa positivos esta asociada con la
metastasis en cancer de colon e higado. Un mecanismo propuesto para llevar a
cabo éstos procesos es la capacidad de los mastocitos de liberar proteasas como

triptasa, quimasa, CPA y MMPs, las cuales podrian degradar componentes de la
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matriz y permitir la salida de células tumorales hacia sitios distantes al del tumor

primario.

1.5 Mastocitos en cancer de mama

Los mastocitos son componentes que se encuentran en el tejido mamario sano,
donde cumplen un papel crucial en la homeostasis del tejido, incluyendo
morfogénesis, desarrollo ductal, secrecion de leche, remodelacién de tejido e
inmunovigilancia contra patégenos y células transformadas [11, 28, 61].
Particularmente para CaMa, aunque también se ha reportado una infiltracion de
mastocitos, su participacion hasta el momento no esta del todo clara y es
controversial. Actualmente existe evidencia correlativa que apoya que la densidad
de los mastocitos se asocia positivamente con procesos que favorecen el proceso
tumoral [18, 62-64]. Por otra parte, también existe evidencia que sugiere que los
mastocitos favorecen respuestas anti-tumorales del hospedero [49, 65-68]. La
tabla 1 muestra todos los estudios realizados hasta la fecha que analizan la
posible participacion de mastocitos en CaMa. Asi, de 25 estudios realizados, 10
(44%) apoyan una funcién anti-tumoral, 12 (48%) una funcién pro-tumoral y 2 (8%)
no encuentran alguna asociacion. Cabe notar que, la mayoria de éstos estudios
son descriptivos y correlativos, donde en general se correlaciona la evaluacion por
inmunohistoquimica del nimero de células triptasa o c-Kit positivo en el tejido
tumoral con el subtipo de CaMa de buen o mal prondéstico y otras caracteristicas
clinicas. De ellos, probablemente triptasa es un marcador mas especifico de
mastocitos ya que c-Kit es expresado por varias otras células del sistema inmune
e incluso por células troncales cancerosas, y éstas Ultimas marcarian un
prondstico adverso en los tejidos que estan enriquecidas. Los estudios en los que
se utilizan diferentes colorantes acidos o basicos probablemente son menos
especificos. También, hasta ahora los mecanismos responsables de las

asociaciones observadas no han sido estudiados.

Tabla 1. Estudios que analizan la participacion de mastocitos en CaMa
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Tipo de Marcador de Espécimen analizado Asociacion Rol en Autor, afio
estudio deteccion de cancer de
(24) MCs mama
Triptasa Tejido tumoral y sangre. Disminucién de aglutinaciéon sanguinea e | Anti-tumoral M. Samoszuk,
DI/CIE Ratén xenotransplantado con hipoxia 2003
cromolin
c-kit (CD117) Tejido tumoral de CDI de Mayor supervivencia Anti-tumoral S. Dabiri, 2004
D/IC diferente subtipo molecular
DI/CIE Triptasa Tejido tumoral y co-cultivo de Reduccion del tamafio y nimero de Anti-tumoral M. Samoszuk,
células de CaMa con colonias de células tumorales en contacto 2005
fibroblastos con fibroblastos
Azul de alcian 'y Tejido tumoral de CDI Subtipos que tienen prondstico favorable. | Anti-tumoral F. della
D/C Giemsa Actividad citolitica activa Rovere, 2007
D/IC c-kit (CD117) Tejido tumoral Mayor supervivencia Anti-tumoral A. Rajput, 2008
Azul de alcian y Tejido tumoral de CDI Fagocitosis de células tumorales Anti-tumoral F. della
D/IC Giemsa caracteristicas de buen prondstico Rovere, 2009
D/C Azul de Toluidina| Tejido tumoral de pacientes | Subtipos que tienen pronéstico favorable | Anti-tumoral Jianfeng Sang ,
con cancer de mama invasivo (luminales y ki67 bajo) 2016
D/C Triptasa 'y Tejido tumoral de CDI Subtipos (moleculares e histolégicos) de | Anti-tumoral A. Glajcar,
quimasa mejor prondéstico 2017
E Azul de toluidina, | Mastocitos derivados de tejido |Actividad tumoricida de células cancerosas| Anti-tumoral Jesse D.
trip/quim, c-kit adiposo (con anticuerpo especifico HER2) Plotkin, 2019
D/IC Triptasa Tejido tumoral de pacientes | Subtipos que tienen prondstico favorable. | Anti-tumoral E. Carpenco,
con CaMa 2019
D/IC Firma de MC GEO, TCGAy METABRIC | Mayor #MC en subtipos lum A, B y menor | Anti-tumoral Jingxin Jiang,
(CIBERSORT) grado histolégico, #MC activados en 2020
nédulos neg
E Azul de Toluidina| Tejido tumoral murino tras la | Crecimiento tumoral e invasién invivoy | Pro-tumoral M.Kh Dabbous,
inhibicion farmacoldgica de la proliferacién in vitro 1991
degranulacion de MC
D/C Triptasa y Lesiones benigna de mamay Subtipo triptasa + asociado a lesiones Pro-tumoral Jussi-
quimasa tejido tumoral de pacientes malignas Pekka, 1997
con CaMa.
D/IC Triptasa Tejido adyacente sanoy de | Mayor niUmero de mastocitos en lesiones | Pro-tumoral Yayoi
lesiones benignas y malignas malignas que benignas Kashiwase,
de mama. 2004
D/IC Triptasa Nodulos linfoide centinela Angiogénesis en micrometastasis Pro-tumoral D. Ribatti, 2007
D/C Triptasa Tejido tumoral Angiogénesis Pro-tumoral G. Ranieri,
2009
Triptasa Tejido tumoral de CaMa Mayor grado histoldgicos, procesos Pro-tumoral M. Xiang, 2010
D/C/E Linea celular tratada con invasivos y metastasicos
triptasa
D/IC Triptasa Tejido tumoral de pacientes | Linfangiogénesis en area peritumoral de | Pro-tumoral Marius Raica,
subtipos agresivos 2013
D/C Triptasa Tejido tumoral y sangre Angiogénesis Pro-tumoral I. Marech, 2014
D/IC Azul de toluidina Tejido tumoral de CDI Mayor grado histologico Pro-tumoral A. Fakhrjou,
2016
Azul de toluidina | Raton propenso a cancer de Progresién, metastasis y angiogénesis Pro-tumoral L. He, 2016
E mama deficiente de mastocitos
D/C Azul de toluidina Tejido tumoral de CDI linfangiogénesis Pro-tumoral S. Keser, 2017
D/C Firma de MC Datos TCGA Tumores ANXA1 high (de mal prondstico) | Pro-tumoral Maiko Okano

(CIBERSORT)

estan asociados con infiltracion de MC
activados
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D/C/IE Azul de toluidina | Tejido tumoral de pacientes |Ninguna (indice de proliferaciéon de células| Ninguno P. Bowrey,
tratados con cimetidina tumorales) 2000
DI/CIE Ninguno Tejido tumoral murino tras la Ninguna (vascularizacién de tumores) Ninguno Faustino-
inhicion farmacolégica de H1R Rocha, 2017
y degranulacion

CaMa, Cancer de mama; CDI, carcinoma ductal invasivo, Iniciales en la columna del tipo
de estudio: D = estudio descriptivo, C = correlativo y E = experimental.

Similar a sus funciones fisioldgicas, debido a la presencia de los mastocitos en los
tumores de CaMa y a su capacidad de secretar una gran variedad de mediadores
inflamatorios (preformados y sintetizados de novo), estas células pudieran ser un
elemento importante en la modulacion de ésta neoplasia, donde pudieran
participar en su control y diseminacién; o por el contrario, favorecer su crecimiento
y agresividad. A la fecha, la funcion de los mastocitos en CaMa no ha sido

estudiada en modelos in vitro.

1.5 Modelos de lineas celulares de mastocitos

Debido a que los niveles de mastocitos en tejidos son muy bajos y a los altos
costos que involucran los procesos de purificacidbn de dichas células, muchos
estudios que implican su analisis, han sido basados en el uso de las lineas
celulares humanas HMC1 y LAD-2 (Tabla 2). Ambas son derivadas de pacientes
con leucemia de mastocitos y a pesar de pertenecer a un mismo linaje, éstas han
mostrado diferencias funcionales [69]. Una de las mas importantes es que HMC1
presenta una mutaciéon con ganancia de funcién del receptor de SCF conocido
como c-kit, lo que permite su crecimiento independiente de éste factor.
Adicionalmente, ésta linea presenta pocos receptores funcionales Fc de alta
afinidad a IgE (FceRIl) y es considerada menos diferenciada por contener muy
pocos granulos intracelulares [69, 70]. Por su parte, el crecimiento y
mantenimiento de LAD-2 depende de SCF, expresa de manera abundante el
receptor FceRI y contiene altos niveles de granulos, lo que permite su uso en el
analisis de sefiales de degranulacién. Poco se sabe acerca de las similitudes y/o
diferencias en los niveles basales de expresion de componentes inflamatorios

entre ambas lineas de mastocitos.
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Tabla 2. Comparacion de lineas de mastocitos HMC1 y LAD-2

Caracteristica Linea celular
HMC1 LAD-2
Origen Sangre de paciente con Médula 6sea de paciente con
leucemia de mastocitos leucemia de mastocitos
Mutacién en c-kit Si, receptor (V560G) NO
Dependencia de factor No Si

de crecimiento (SCF)

Crecimiento Rapido (36-48hrs) Lento (10-15 dias)
Expresion FceR1 Ausente o poca Presente
Gréanulos Nulos o pocos Muchos (>100 por célula)
Tipo de granulos Triptasa+ Quimasa - Triptasa + Quimasa +
Contenido de histamina 0.9pg 3.1pg
por célula
Respuesta de No Si

degranulacion

Algunos estudios utilizando HMC1 y LAD-2 han evaluado lo siguiente:

1) La caracterizacion funcional de receptores de histamina en mastocitos,
demostrando que el receptor H4 en mastocitos permite la produccién de una gran

variedad de mediadores inflamatorios a nivel transcripcional y proteinico [71].

2) La contribucibn de mastocitos como fuentes de factores angiogénicos y
linfangiogénicos de la familia de VEGF [72].

3) La capacidad de mastocitos para expresar y liberar proteasas asociadas a
linfocitos T, como granzima B [73].

4) La activacion y funcibn de mastocitos en enfermedades inflamatorias, por

ejemplo la liberacion de IL-8 tras la activacion del receptor PAR-2 [74].

Cabe destacar que todas estas funciones han sido confirmadas en mastocitos
humanos de origen primario, sosteniendo que éstas células funcionan como

buenos modelos en el estudio de mastocitos.
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Existen otras lineas de mastocitos humanas que han sido descritas, sin embargo,
pocas han sido utilizadas en el estudio de la biologia de mastocitos. Ellas incluyen
las células LUVA, ROSA, MCPV-1y LADR [75, 76]. LUVA es una linea celular que
surgi6 de manera espontanea de un cultivo de células progenitoras
hematopoyéticas CD34+ no transformadas. Esta linea no presenta mutacion en el
receptor c-kit, pero tiene una alta tasa de proliferacion [77]. La linea celular ROSA
fue generada en 2014 a partir de células CD34+ de sangre de cordon umbilical.
Aungue ésta linea parece contar con receptores FceRI funcionales, parece tener
pocos granulos, por lo que tinciones con colorantes basicos no parecen generar
los patrones caracteristicos de mastocitos [78]. MCPV-1 fue generada por
inmortalizacion lentiviral de precursores de mastocitos de médula 6sea de un
paciente con mastocitosis [79]. Esta es una de las menos utilizadas,
probablemente por mantener caracteristicas de inmadurez. LADR es una linea
descrita recientemente en 2019, ésta muestra una gran similitud a la linea de
mastocitos LAD-2, sin embargo parece ser mas grande, granular y tener periodos
de proliferacion mas largos [76]. A pesar de contar con todas ésta lineas de
mastocitos, HMC1 y LAD-2 contindan siendo las mas utilizadas como modelo de
mastocitos, probablemente por tener suficiente informacion sobre ellas y ser los
primeros modelos de mastocitos. De las lineas anteriormente descritas, LUVA y
LADR también parecen ser buenos modelos para el estudio de mastocitos, esto
por su alta granularidad y funcionalidad de receptores caracteristicos de

mastocitos.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células tumorales interaccionan con células del sistema inmune, las cuales
pueden modular procesos centrales en la progresion del cancer como
proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis. Los mastocitos se encuentran
infiltrados en el estroma de tumores mamarios, sin embargo, su influencia como
promotor o inhibidor de la enfermedad ha sido controversial. Hasta el momento

existe evidencia que apoya efectos pro- y anti-tumorales, sin embargo, la mayoria
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de los estudios realizados hasta el momento han sido de tipo correlativo y
observacional, existiendo muy pocos estudios que provean evidencia experimental
de los mecanismos de respuesta del mastocito en comunicaciéon con células
tumorales de CaMa. Debido a esto, y a que estas células son capaces de producir
una gran variedad de moléculas con capacidad de influenciar el microambiente y
el desarrollo tumoral, éste proyecto plantea establecer un modelo in vitro que
permita estudiar la respuesta de mastocitos en comunicacion con células
tumorales de CaMa con diferentes niveles de agresividad, lo que nos llevara a

entender mejor los mecanismos de interaccién del tumor con su microambiente.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como responden los mastocitos en comunicacién con componentes secretados

por células de CaMa y a qué tipo de respuesta pro- o anti-tumoral se asocia?

4. HIPOTESIS

Los componentes secretados por células de CaMa inducen la quimioatraccion de
mastocitos, asi como una activacion temprana de degranulacion y tardia de
sintesis de mediadores de novo que sea asociada a una funcion pro- o anti-

tumoral.

5. OBJETIVO GENERAL

Establecer un sistema de interaccion in vitro entre mastocitos y lineas celulares de
CaMa que permita estudiar mecanismos de quimioatraccion, activacion y elucidar

potenciales respuestas pro- o anti-tumorales de mastocitos.

5.1 Objetivos particulares

1. Determinar la quimioatraccibn de mastocitos por efecto de los factores
secretados de células de CaMa, asi como identificar los factores involucrados

en la quimioatraccion.
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2. Analizar y caracterizar la activacion temprana de mastocitos (degranulacion)

por accion de factores secretados por células de CaMa.

3. Caracterizar la activacion tardia de expresion de genes inflamatorios (citocinas,
guimiocinas, factores de crecimiento y sus receptores) en mastocitos por

efecto de factores secretados por células de CaMa.

4. Evaluar in silico la supervivencia de pacientes con CaMa en relacion al tipo de
repuesta de mastocitos en contacto con componentes secretados por células
de CaMa.

5. Determinar un posible factor prondéstico de mastocitos en pacientes con CaMa

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOS

6.1 Lineas celulares de cancer de mama y mastocitos

Las siguientes lineas celulares de CaMa fueron utilizadas: T47D y MCF-7 de
origen luminal y de buen prondstico, las cuales se designan como poco agresivas
debido a caracteristicas mostradas en la figura 4. Como modelo de lineas
agresivas se utilizaron las lineas MDA-MB-231 y Hs578T, las cuales son de origen
triple negativo de mal pronéstico. Como modelo de mastocitos se utilizaron las
lineas celulares humanas HMC1 y LAD-2.

Para el crecimiento de las lineas MCF7 y Hs578T se utiliz6 medio de cultivo
DMEM alto en glucosa; para las lineas T47D y HMC1 se utiliz6 RPMI; para la linea
MDA-MB-231 se utiliz6 DMEM/F12 y para la linea LAD-2 se utiliz6 medio
StemPro-34. Los medios RPMI, DMEM y DMEM/F12 fueron suplementados con
8% de suero fetal bovino (SFB) y antibidtico-antimicético (100 U/mL penicilina, 100
pg/mL estreptomicina, 0.25 pug/mL fungizona). El medio de cultivo StemPro-34 fue
complementado con Suplement-34 de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
100 ng/ml de SCF recombinante humano (Peprotech) y antibiotico-antimicatico.
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Figura 4. Determinantes de agresividad de las lineas tumorales de CaMa evaluadas.
Las lineas de CaMa utilizadas en este proyecto se diferencian de acuerdo a su
agresividad, la cual es definida por la expresion de marcadores de troncalidad, de
transicion epitelio-mesénquima (TEM) y la capacidad invasiva. El panel exterior izquierdo
muestra la expresion del marcador de troncalidad CD44 en estas lineas celulares, siendo
expresado por las lineas altamente agresivas. El panel interior izquierdo muestra la
expresion de marcadores involucrados en transicion epitelio mesénquima en las
diferentes lineas de CaMa. Las células consideradas como poco agresivas tienen un
fenotipo caderina-E* vimentina, mientras las lineas agresivas son caderina-E" vimentina*.
El panel interior derecho muestra el resultado de un ensayo de invasion in vitro realizado
con las lineas tumorales, mostrando que Unicamente las células agresivas tienen
capacidad invasiva. Finalmente, el panel exterior derecho muestra el nombre de las lineas
tumorales de cancer de mama, asi como el subtipo al que pertenecen de acuerdo a la
expresion de receptores hormonales y HER2.

6.2 Medios condicionados de células de cancer de mama

Una vez que las lineas de CaMa llegaron a una confluencia del 80%, se realiz6 un

lavado con PBS 1X y se adicion6 medio de cultivo StemPro-34 suplementado con
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1% de Suplement-34, denominado en este documento como medio fresco.
Posterior a 72 hrs de incubacion, los sobrenadantes fueron recolectados y
centrifugados a 2500 rpm por 5 min a temperatura ambiente para la eliminacion de
residuos celulares. Los medios condicionados fueron utilizados inmediatamente en
los experimentos realizados en una dilucion 3:1 con medio fresco para todos los

experimentos.

6.3 Andlisis de citocinas en medios condicionados de células de

cancer de mama.

Diferentes citocinas y factores de crecimiento con capacidad quimiotactica y de
activacion de mastocitos fueron determinadas en los medios condicionados de
células de CaMa previamente descritos. Los niveles de RANTES/CCLS5,
SDF1/CXCL12, G-CSF, GM-CSF y MCP1/CCL2 se determinaros a través de un
ensayo milliplex HCYTOMAG-60K kit (EMD Millipore) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, mientras que la determinacion de SCF (Biolegend) e
IL-8 (BD) se realizo a través de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISAS) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

6.4 Ensayo de quimioatraccion de mastocitos por efecto de los

medios condicionados de células de cancer de mama

Este ensayo se realizd a través de un sistema de migracién in vitro, el cual se
compone de insertos transwell que contienen una membrana con poros de 5.0 um
de diametro a través de los cuales las células migratorias cruzan en respuesta al
componente quimioatrayente. 100,000 células de mastocitos HMC1 o LAD-2
fueron resuspendidas en 200 pl de medio fresco y colocadas en la parte superior
de los insertos transwell. Como factor quimioatrayente se utilizaron 500 ul de los
diferentes medios condicionados o medio fresco suplementado con las proteinas
recombinantes humanas RANTES, SDF1, G-CSF, GM-CSF, MCP1, IL-8 y SCF de
manera individual o en combinacion como se describe a continuacion. SCF,

RANTES y SDF1 fueron utilizadas en la concentracion media encontrada en todos
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los medios condicionados (20, 50 y 200 pg/ml respectivamente); G-CSF, GM-CSF,
MCP1 e IL-8 fueron usadas en dos concentraciones diferentes: la media
encontrada en células no agresivas (definida como concentracion baja) y la media
encontrada en la linea agresiva MDA-MB-231 (definida como concentracion alta).
Las concentraciones bajas fueron 50 pg/ml para G-CSF, GM-CSF e IL-8 y 500
pg/ml para MCP1,; las concentraciones altas fueron 5 ng/ml para G-CSF y MCP1,
500 pg/ml para GM-CSF y 80 ng/ml para IL-8. Ademas de lo anterior, la
combinacion de toda las citocinas a concentraciones bajas y altas fueron incluidas
en los cocteles descritos a continuacion. Coctel 1: 20 pg/ml SCF + 50 pg/ml
RANTES + 200 pg/ml SDF1 + 50 pg/ml G-CSF + 50 pg/ml GM-CSF + 500 pg/ml
MCP1 + 50 pg/ml IL-8. Coctel 2: 20 pg/ml SCF + 50 pg/ml RANTES + 200 pg/ml
SDF1 + 5 ng/mL G-CSF + 500 pg/ml GM-CSF + 5 ng/ml MCP1 + 80 ng/ml IL-8. En
cada experimento, medio fresco fue utilizado como control negativo y medio
suplementado con 5% de SFB como control positivo. Posterior a 24 hrs de
incubacion a 37°C y 5% COg2, las células migratorias fueron observadas en el
fondo del pozo usando una cdmara digital Motic 5.0 MP con un objetivo 10X. Un
total de 4 campos por pozo fueron contados. Tres experimentos independientes

por triplicado fueron realizados.

6.5 Estimulacion de mastocitos con medios condicionados

derivados de células de cancer de mama.

Previo a la estimulacion, los mastocitos fueron colocados en una concentracion de
5x105ml en medio fresco durante 4 hrs. Posterior a este tiempo, el medio de
cultivo fue descartado y sustituido por medios condicionados de células de CaMa
o0 con medio fresco suplementado con RANTES, SDF1, G-CSF, GM-CSF, MCP1,
IL-8 y SCF. La estimulacion de mastocitos se mantuvo por 30 min a 37°C y 5% de
CO2 y posteriormente se cosecharon las células dividiendo la fraccion celular y los
sobrenadantes. Para determinar el proceso de degranulacion, se realizaron
tinciones extracelulares de LAMP1 en la fraccion celular y se analizaron por
citometria de flujo, mientras que los sobrenadantes fueron utilizados para

determinar la liberacion de histamina y triptasa mediante ELISAS siguiendo las
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indicaciones de los fabricantes (Cayman Chemicals y Genway Biotech
respectivamente). Para los experimentos de degranulacion medio fresco fue
utilizado como control negativo y el estimulo con 5 yM del activador sustancia-P
como control positivo. Para el analisis de expresién de genes los mastocitos
fueron incubados por 4, 12, 24, 36 y 48 hrs, para posteriormente ser procesados

como se describe mas adelante.

6.6 Determinacion de la degranulacion de mastocitos a través de

LAMP-1 por citometria de flujo

150,000 mastocitos fueron estimulados como previamente se describid. Después
de la cosecha celular, los mastocitos fueron mantenidos a 4°C durante todo el
proceso de tincion y andlisis. Para el bloqueo de union inespecifica, las células
fueron incubadas con 10% SFB y 3ul de reactivo bloqueador de receptores Fc
(Miltenyi) e incubadas por 20 min. Posteriormente las células fueron lavadas con
1.5 ml de PBS 1X e incubadas con anti-LAMP1 acoplado a ficoeritrina en una
dilucion 1:100 e incubadas por 20 min. A continuacién de dos lavados, las células
fueron resuspendidas con 150ul de PBS 1X y 3ul de 7AAD e incubadas por 5 min.
30,000 eventos por muestra fueron adquiridos en un citometro de flujo Guava
(Luminex). Los analisis de datos fueron realizados con el software Flowjo V10,
donde la compensacion se realizd con tinciones simples y los eventos dobles y
células muertas 7AAD positivas fueron descartadas para el andlisis de LAMPL1.

Los datos fueron normalizados a la condiciéon sin estimulo.

6. 7 Determinacion de la expresion por RT-PCR de los genes IL-8,

IL-5y VEGF en mastocitos

3X10% de mastocitos HMC1 y LAD-2 fueron cosechados después de su
estimulacién como previamente se describié. De cada condicion experimental, el
RNA fue extraido a través del kit RNAeasy Plus (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La pureza y concentracion de RNA fue evaluada en

un nanodrop One/OneC (Thermo Fisher). 1.2ug de RNA fueron utilizados para la
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sintesis de cDNA a través del kit The first strand synthesis (Invitrogen) y
posteriormente se determiné la expresion de IL-8, IL-5, VEGF y el gen de
referencia GAPDH a través de reacciones qPCR con los cebadores descritos en la
tabla 3.

Tabla 3. Cebadores utilizados para determinar la expresion de los genes indicados

por gPCR.
Gen Cebador sentido Cebador antisentido
IL-8 5-AGGTGCAGTTTTGCCAAGGA-3 5-TTTCTGTGTTGGCGCAGTGT-3’
VEGF | 5-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3 5-GCACCCATGGCAGAAGG-3’
IL-5 5-CGTTTCAGAGCCATGAGGATGC-3" | 5'-GCCAAGGTCTCTTTCACCATGC-3
GAPDH | 5- CTTCACCACCATGGAGAAGGC-3" | 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3

Las reacciones de qPCR para todos los genes fueron realizadas usando la mezcla
RT2 SYBR Green Mastermix (Qiagen) e [in termociclador Rotor-gene Q (Qiagen)
bajo las siguientes condiciones:
95°C 10 min
1 ciclo (desnaturalizacion inicial) 95°C 15 segundos
60°C 30 segundos
45 ciclos (amplificacion) 72°C 30 segundos
1 ciclo (disociacion) 65-95°C

Para el célculo del incremento en la expresion, se siguieron las siguientes
formulas en el orden enumerado.
(1) ACt=CtGlI-Ct GAPDH

(2) N -ACt ME - ACt MC

ACt. Normalizacién de la expresion del gen de interés con el gen de referencia
GAPDH

Ct GI. Ciclo umbral del gen de interés (IL-8, IL-5 6 VEGF)

Ct GAPDH. Ciclo umbral del gen constitutivo GAPDH

ACt ME. ACt de la muestra estimulada

ACt MC. ACt de la muestra control (muestra no estimulada).
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El analisis de expresion fue realizado en tres experimentos independientes por

triplicado.

6.8 Determinacion de la expresion de genes asociados a

inflamacion y cancer en mastocitos

La expresion de 84 genes asociados a inflamacion y cancer fueron determinados a
través de arreglos de expresiéon comercial “Human Cancer Inflammation and
Immunity Crosstalk” RT2 Profiler PCR Array (Qiagen) después de 36 y 48 hrs de
estimulacion en mastocitos HMC1 y LAD-2 respectivamente. Dichos arreglos
determinan 84 genes que involucran presentacion de antigenos, interleucinas,
guimiocinas, factores de crecimiento y apoptosis. La extraccion de RNA, sintesis
de cDNA vy los arreglos de expresion se realizaron de acuerdo a las indicaciones
del fabricante (Qiagen). Tres replicados biolégicos independientes fueron
realizados para cada condicion experimental.

El programa NormFinder V20 fue utilizado para identificar los genes con mayor
estabilidad y poder ser utilizados para la normalizacién de los genes de interés. El
perfil transcripcional en estado basal y posterior a la estimulacion fue evaluado a
través del portal “Gene Globe Data Analysis Center’ perteneciente al fabricante
(Qiagen). En dicha plataforma los valores con cambio igual o mayores a 2 fueron
considerados significativamente alterados. El portal libre “Bioinformatics &
Evolutionary genomics” fue utilizado para la generacién de diagramas de Venn
que muestra los genes alterados en ambas lineas de mastocitos. El analisis de
componentes principales fue realizado a través de la herramienta Clustvis
(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) y la expresion de los genes PTGS2, ALOX12,
ALOX5AP, ALOX5, PTGES, PTGDS, TBXAS1, LTC4S, C2, C3, C4B y C5 en las
lineas de CaMa evaluadas fueron obtenidas desde la base de datos “Cancer Cell
Line Encyclopedia” (CCLE) [80].
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6.9 Analisis bioinformatico de vias y procesos bioldgicos

afectadas en mastocitos

Para el andlisis de vias de sefalizacion y procesos afectados en mastocitos
estimulados, se llevaron a cabo analisis de enriquecimiento de factores de
transcripcion (TFE), expansion de redes y un andlisis de enriguecimiento
extendido (PEA) con los genes que fueron significativamente alterados en
mastocitos. TFE y PEA fueron realizados usando una herramienta en linea
“Enrich” y la interaccion de redes fueron inferidas usando la herramienta X2Kweb
[81, 82].

6.10 Determinacion de la supervivencia de pacientes con CaMa
Graficos de probabilidad de supervivencia fueron realizados utilizando la
plataforma “Kaplan- Meier plotter” empleando datos de pacientes con CaMa. Esta
plataforma usa datos de expresion de genes e informacién de supervivencia desde
las bases de datos GEO, EGA y TCGA. Los andlisis de supervivencia se
realizaron de acuerdo a los genes caracteristicos de mastocitos TPSAB1 y CMAL;
asi como a los genes alterados en mastocitos estimulados con medios
condicionados de células de CaMa: IFNG, SPP1, IL17A, PDCD1, KITLG y TGB1.
Para cada gen la expresion fue dividida en terciles, comparandose la
supervivencia de pacientes con el tercil de expresion superior e inferior en un
seguimiento de 180 meses. La supervivencia basada en la expresion de PDCD1
fue adicionalmente realizada en datos filtrados por la media de expresion del gen
CD8A.

6.11 Evaluacion de la expresion de genes caracteristicos de
mastocitos (TPSAB1y CMAL1) en diferentes subtipos de CaMa

Datos clinicos y de expresion génica de pacientes con CaMa provenientes de la
base de datos TCGA fueron descargados de la plataforma libre c-bioportal
(https://www.cbioportal.org). Un analisis de la expresion relativa z-score de

TPSAB1 y CMAL fue realizado comparando los diferentes subtipos de CaMa.
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6.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado usando el programa GraphPad Prism 5, donde
la distribucion y normalizacion de datos fue analizada por una prueba D"Agostino.
Los datos con mas de dos grupos que presentaron una distribucion normal y
homogeneidad de varianza fueron analizados con una prueba de analisis de
varianza (ANOVA) de 1 via con correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples. Los datos ausentes de normalidad y homogeneidad de varianza fueron
analizados con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y posteriormente una
prueba de Dunn para comparaciones mdultiples. La descripcion de los replicados
experimentales son descritos en los pies de figura correspondientes. Los
resultados son mostrados como media * el error estandar (SEM). Para los analisis
de supervivencia, se utilizaron cocientes de riesgo con intervalos de confianza del

95% para el modelo de regresion de Cox.

7. RESULTADOS

7.1 Mastocitos HMC1 y LAD-2 no estimulados muestran niveles de
expresion diferencial de genes asociados con inflamacion vy

cancer

Debido a que nuestro modelo de estudio involucra caracterizar la respuesta de
mastocitos en comunicacion con células de CaMa, lo primero que realizamos fue
la caracterizacion de similitudes/diferencias a nivel transcripcional basal en ambas
lineas de mastocitos evaluadas, HMC1 y LAD-2. Para ello determinamos la
expresion de genes asociados a inflamacién y cancer a través del arreglo de
expresion “Cancer Inflammation and Immunity Crosstalk”, el cual mide la expresion
de 84 genes clasificados de acuerdo a sus funciones biologicas, como a)
quimiocinas y receptores de quimiocinas, b) interleucinas/citocinas, c) factores de
crecimiento, d) genes de inmunoregulacion e inmunosupresion y e) apoptosis. El

arreglo proporciona 5 genes enddgenos como controles de carga: beta actina
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(ACTB), Beta-2-microglobulina (B2M), Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), Hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa 1 (HPRT1) y subunidad
PO de la proteina ribosomal larga (RPLPO). Estos fueron utilizados para realizar un
andlisis de estabilidad a través del programa NormFinderV20 para la
normalizacion de los genes de interés. Como se puede observar en la tabla 4,
para la linea de mastocitos HMC1, los genes endodgenos ACTB y RPLPO
mostraron una menor variacion a través de todas las condiciones experimentales,
con valores de estabilidad de 0.046 y 0.034, respectivamente. Por ello, la
combinacion de éstos dos genes fue utilizada para la normalizacién del arreglo
completo en ésta linea de mastocitos. Para los analisis transcripcionales de la
linea LAD-2, GAPDH y RPLPO fueron de genes utilizados debido a su mayor
estabilidad, siendo sus valores de 0.057 y 0.035 respectivamente. La combinacién
de GAPDH y HPRT1 fue utilizada para los andlisis de comparacion de ambas
lineas de mastocitos, debido a que éstos mostraron mayor estabilidad con valores

de 0.04 en ambos genes.

Tabla 4. Analisis de estabilidad de los genes de referencia proporcionados en el

arreglo de expresion de inflamacion y cancer evaluado en mastocitos.

Estimulo Ct
ACTB BM2 GAPDH HPRT1 RPLPO
HMC1 Medio control (1) 11.66 16.49 14.25 19.86 13.07
Medio control (2) 11.75 15.17 14.23 20.3 13.13
Medio control (3) 11.61 16.02 14.28 20.25 13.59
MC-T47D (1) 11.87 15.58 14.25 20.11 13.17
MC-T47D (2) 11.6 15.25 13.89 19.97 12.99
MC-T47D (3) 11.52 15.68 14.43 19.69 13.2
MC-MCF7 (1) 12.02 15.76 14.28 20.36 13.42
MC-MCF7 (2) 11.83 15.48 14.24 20.41 13.29
MC-MCF7 (3) 11.43 15.77 14.2 19.91 13.16
MC-Hs578T (1) 11.83 15.58 14.36 20.2 13.31
MC-Hs578T (2) 11.77 15.51 14.42 20.15 13.25
MC-Hs578T (3) 11.19 15.68 13.91 19.19 12.98
MC-MDA-MB-231 (1) 11.81 15.66 14.33 20.39 13.54
MC-MDA-MB-231 (2) 11.62 15.48 14.02 20.42 134
MC-MDA-MB-231 (3) 11.35 15.44 14.36 19.98 13.09
LAD-2 Medio control (1) 11.33 13.94 14.6 20.26 14.44
Medio control (2) 11.66 13.06 14.86 21.5 14.72
Medio control (3) 11.44 13.13 14.76 20.31 14.25
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MC-T47D (1) 11.33 14.1 14.37 20.91 14.83

MC-T47D (2) 11.77 13.55 14.78 22.04 15.49
MC-T47D (3) 11.13 14.79 14.68 19.89 14.46
MC-MCF7 (1) 11.67 14.48 14.76 21.38 15.17
MC-MCF7 (2) 11.8 13.03 14.64 21.64 14.96
MC-MCF7 (3) 115 14.03 14.85 20.53 15.03
MC-Hs578T (1) 11.54 14.11 14.66 21.05 14.9
MC-Hs578T (2) 11.75 13.47 14.62 21.39 14.93
MC-Hs578T (3) 11.47 13.91 15.3 21.19 15.33
MC-MDA-MB-231 (1) 11.36 13.39 14.23 19.95 14.14
MC-MDA-MB-231 (2) 11.88 13.56 14.81 22.15 15.28
MC-MDA-MB-231 (3) 11.35 13.95 14.96 20.89 14.98
Valores de estabilidad LAD-2 0.064 0.273 0.057 0.267 0.035

Valores de estabilidad HMC1 y LAD-2 0.06 0.35 0.04 0.04 0.24

El programa NormFinderV20 fue utilizado para identificar los genes de normalizacion
Optimos entre los cinco genes enddégenos proporcionados por el arreglo. Ct: ciclo umbral,
ACTB: beta actina, B2M: Beta-2-microglobulina, GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, HPRT1: Hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa 1, RPLPO:
subunidad PO de la proteina ribosomal larga, MC: medio condicionado. Los niameros (1),
(2) v (3) se refieren a tres experimentos independientes. Los valores marcados en
negritas identifican los genes con mayor estabilidad en cada una de las condiciones.

Después de normalizar los valores crudos de expresion obtenidos, un analisis no
supervisado representado a través de un dendograma jerarquico y un andlisis de
componentes principales (PCA) mostré6 que ambas lineas de mastocitos difieren
significativamente formando grupos independientes (Figuras 5A y 5B). Los datos
muestran que ambas lineas de mastocitos comparten Unicamente la expresion del
27% (23/84) de los genes analizados, mientras 35% (29/84) fueron expresados de
manera basal inicamente en mastocitos HMC1 y 38% (32/84) en mastocitos LAD-
2 (Figura 5C). De manera interesante, de los 23 genes compartidos por ambas
lineas de mastocitos, lo genes BCL2L1, IRF1, MICB, MIF, TNFSF10 y TP53
fueron altamente expresados, obteniendo valores de Ct menores que 23, similar a

los Ct de los genes enddgeneos de referencia.
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Figura 5. Diferencia transcripcional entre las lineas de mastocitos HMC1 y LAD-2. A) Mapa de
calor, dendograma y B) analisis de componentes principales comparando la expresion
basal de 84 genes asociados con inflamacion y cancer. €) Diagrama de Venn muestra el
numero y porcentaje de genes diferencialmente expresados o compartidos entre ambas
lineas de mastocitos. Abajo se muestra la identidad de los genes, donde los genes
marcados en negritas son altamente expresados en ambas lineas de mastocitos. Datos
representan 3 experimentos independientes.

7.2 Componentes secretados por células de CaMa inducen el

reclutamiento y bajos niveles de degranulacién en mastocitos

Como anteriormente se describid, los mastocitos han sido reiterativamente
encontrados en el infiltrado de tumores de CaMa, sin embargo, hasta el momento
no se ha determinado si los componentes secretados por células de CaMa pueden
influir en su reclutamiento y activaciéon. En éste trabajo utilizamos cuatro lineas de

CaMa con la finalidad de modelar la respuesta de mastocitos a diferentes
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propiedades agresivas y estadios de la enfermedad. Las lineas T47D y MCF7
provienen de pacientes con tumores luminales de buen prondstico, presentan un
fenotipo terminalmente diferenciado y no muestran capacidad invasiva en modelos
in vitro, ni metastasis en modelos de raton; por otra parte, las lineas Hs578T y
MDA-MB231 provienen de pacientes con tumores triple negativos de mal
pronéstico, presentando un fenotipo mesenquimal migratorio y capacidad invasiva

y metastasica en modelos muridos.

En la busqueda del posible reclutamiento de mastocitos por efecto de los factores
secretados por las células de CaMa, llevamos a cabo ensayos de migracion en
placas transwell. En la figura 6A se puede observar que los factores secretados
por todas las lineas tumorales son capaces de inducir la quimioatraccion de
ambas lineas de mastocitos HMC1 y LAD-2; sin embargo, los niveles de migracion
inducidos por la linea agresiva triple negativa MDA-MB-231 fueron
significativamente mayores, lo que indica que los componentes liberados por ésta
linea tienen un mayor potencial quimiotactico de mastocitos. Para evaluar si al
igual que la induccién migratoria, las células de CaMa son capaces de inducir la
activacion de mastocitos, procedimos a determinar la activacion temprana por
degranulacién. Esto se evalud a través de la translocacion de LAMP-1 desde los
granulos secretorios hasta la membrana extracelular de mastocitos por citometria
de flujo. Para éste experimento, Unicamente la linea de mastocitos LAD-2 fue
evaluada, debido a que la linea HMCL1 es considerada inmadura por contener muy
pocos granulos intracelulares. Como se puede observar en la Figura 6B,
Gnicamente el estimulo con los sobrenadantes provenientes de las lineas
agresivas Hs578T y MDA-MB-231 indujo la translocacién de LAMP-1, lo que
sugiere que solo los componentes secretados por lineas agresivas, y no aquellos
secretados por lineas no agresivas, son capaces de inducir la degranulacion de
mastocitos. Cabe notar, que la translocacion de LAMP-1 fue 10 veces mas alta
con el activador sustancia P que la inducida por los medios condicionados (Figura
6D), lo que sugiere que la degranulacién masiva no es un mecanismo dominante
de activacién inducido por células de CaMa en el microambiente tumoral. Esto

probablemente indicaria la liberacion selectiva de mediadores que no

37



necesariamente involucran la union de membranas inducida por la exocitosis total
de los granulos. Para confirmar la activacion temprana observada, realizamos la
determinacién de histamina liberada por los mastocitos estimulados, una de las
principales sefiales de degranulacion. Los resultados mostraron que el medio
condicionado de la linea agresiva MDA-MB-231 indujo la secrecion de 14.18 nM
de histamina, lo cual fue significativamente mas alto que las células no
estimuladas (3.52 nM) (Figura 6C); por su parte, el medio proveniente de la linea
Hs578T activo la liberacion de histamina moderadamente (7.07 nM), sin embargo
no fue significativo cuando se comparé con los niveles basales. Estos resultados
son consistentes con los niveles de translocacion de LAMP-1 mas altos inducidos
por la linea MDA-MB-231. Por su parte, las lineas no agresivas T47D y MCF7 no
indujeron una secrecion de histamina significativa (5.58 y 6.71 nM,
respectivamente) (Figura 6C). Al igual que sustancia P, el activador C48/80 usado
como control positivo, causo una secrecion mayor de histamina (43.65 nM), siendo

4 veces mas alto que el inducido por la linea agresiva MDA-MB-231 (Figura 6D).

Triptasa es una de las principales proteinas encontradas en los granulos
preformados, por ello la liberacion de ésta enzima también fue evaluada tras el
estimulo de mastocitos con células de CaMa, caracterizando mejor el proceso de
degranulaciéon. Se encontré que el estimulo por células no agresivas indujo la
liberacibn de un promedio de 35.24 pg/ml, similar a los niveles liberados de
manera basal (34.93 pg/mL), sin embargo, éstos fueron mas bajos que los
inducidos por las lineas agresivas (53.43 pg/mL). A pesar de lo anterior, el analisis
estadistico no mostré diferencia significativa (Figura 6D). Todos éstos datos
apoyan que las células tumorales de CaMa, particularmente provenientes de
tumores agresivos, secretan componentes con capacidad de atraer y activar bajos

niveles de degranulacién en mastocitos.
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Figura 6. Analisis de quimioatraccién y activaciéon temprana de mastocitos en
respuesta a componentes secretados por células de CaMa. Medios condicionados
(MC) de células de CaMa fueron utilizados como factor quimioatrayente para mastocitos
en ensayos de migracién por transwell. A) Imagen representativa (izquierda) y su
respectivo grafico (derecha) de la quimioatracciébn de mastocitos en respuesta a los
medios condicionados de células de CaMa. B) Histogramas representativos de la
deposicion de LAMP-1 en la membrana externa de mastocitos LAD-2 (izquierda) y su
representacion grafica (derecha). C) Niveles de histamina liberada por mastocitos LAD-2
estimulados con los medios condicionados indicados. D) Comparacién de los niveles de
deposicion de LAMP-1, liberacion de histamina y triptasa por mastocitos estimulados con
MC de células no agresivas, agresivas y los activadores sustancia P y el compuesto
C48/80. Medio fresco fue utilizado como control negativo. Los graficos representan la
media = la media del error estdndar de 4 experimentos independientes por duplicado.
Asteriscos denotan significancia estadistica. * p < 0.05, * p < 0.01 y *** p < 0.001
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7.3 RANTES, SDF1, G-CSF, GM-CSF, MCP1, IL-8 y SCF participan

en la quimioatraccion, pero no en la degranulacion de mastocitos.
Se ha reportado que diferentes moléculas pueden inducir la migracion y activacion
de diferentes células de origen mieloide, dentro de ellas los mastocitos. Algunas
de las mas importantes son RANTES, SDF1, G-CSF, GM-CSF, MCP1, IL-8 y SCF
[16, 83, 84]. En este estudio analizamos los niveles de estas proteinas que
pudieran explicar la quimioatraccion de mastocitos al estroma de tumores
mamarios. La figura 7A muestra que todas las lineas de cancer evaluadas liberan
niveles similares de RANTES, SDF1 y SCF, mientras que los niveles de G-CSF,
GM-CSF, MCP-1 e IL-8 fueron mayores en el medio condicionado de lineas

agresivas.

Para determinar si los niveles liberados de éstas moléculas eran capaces de
inducir la quimioatraccion de mastocitos, se procedid a realizar ensayos de
migracion por placas transwell utilizando como factor quimiotactico las respectivas
proteinas recombinantes. Estas proteinas fueron evaluadas de manera individual,
en combinacion con SCF o en cocteles que contenian a todas ellas. Para
RANTES, SDF1 y SCF se uso el promedio de la concentracion encontrada en el
medio condicionado de todas las lineas de cancer evaluadas, ya que las
concentraciones fueron bastante homogeneas en todas las lineas; mientras que
para G-CSF, GM-CSF, MCP1 e IL-8 se usaron dos concentraciones diferentes,
una correspondiente a los niveles encontrados en los medios de las lineas no
agresivas (bajo) y otro a los de las lineas agresivas (alto). En general, los
resultados mostraron que los medios condicionados de células de CaMa
mostraron mayores niveles de quimioatraccién que cualquiera de las proteinas
recombinantes, solas o en combinacion. De manera importante, la combinacion de
MCP1 en alta concentracion combinada con SCF indujo la quimioatraccion de
mastocitos LAD-2, mientras que la combinacion de todas las biomoléculas en el
coctel 2 (alta concentracion) indujo la quimioatraccion de ambas lineas de
mastocitos, HMC1 y LAD-2 (Figura 7B). Esto podria indicar que estas moléculas al
ser producidas por células de CaMa, son capaces de inducir la quimiotaxis de

mastocitos al estroma tumoral. A pesar de haber quimioatraccion de mastocitos
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por las citocinas recombinantes, ésta no alcanzé los niveles de quimioataxis de los
medios condicionados de células de CaMa, indicando que otras moléculas estan
participando en este proceso. Continuando con la caracterizacion del proceso de
quimioatraccion, diferentes compuestos lipidicos y anafilotoxinas de complemento
han sido involucrados en el reclutamiento de mastocitos [85], por ello decidimos
evaluar in silico si las células de CaMa expresan las enzimas responsables para la
sintesis de mediadores lipidicos como prostaglandinas, leucotrienos vy
tromboxanos, asi como proteinas responsables en la sintesis de anafilotoxinas
C3a y Cbha. Utilizando la base de datos de expresion de la enciclopedia de lineas
celulares de cancer del “Broad Institute” (CCLE) que contiene datos de 1457
lineas de cancer, decidimos evaluar los datos transcripcionales de PTGS2,
ALOX12, ALOX5AP, ALOX5, PTGES, PTGDS, TBXASL, LTC4S, C2, C3, C4B y
C5 en las lineas de CaMa utilizadas en este estudio. Los resultados mostraron
Gnicamente la expresion de los genes PTGES y LTCA4S, los cuales no fueron
especificamente regulados positivamente en la linea agresiva MDA-MB-231, la
cual indujo la mayor quimioatraccién (Figura 7C). Lo anterior sugiere que la
sintesis de mediadores lipidicos y las anafilotoxinas de complemento no explican
la quimiotaxis de mastocitos por efecto de los componentes secretados por las
células de CaMa. CCL15, TGFp, angiopoyetina 1 y VEGF son otros factores que
han sido identificados como quimioatrayentes de mastocitos [39, 56]. Datos
publicados muestran que la secrecion de TGFB no parece ser especificamente
enriquecida por la linea MDA-MB-231 comparado con las lineas T47D, MCF7 y
HS578T [86]. Aunque en éste estudio no evaluamos la secrecion de CCL15,
angiopoyetina 1 y VEGF por células de CaMa, datos transcripcionales
nuevamente no mostraron sefiales de una mayor expresion por la linea MDA-MB-

231 con mayor potencial quimiotactico (datos no mostrados).

En relacion a la respuesta de degranulacién, evaluamos la capacidad de RANTES,
SDF1, G-CSF, GM-CSF, MCPL1 e IL-8 para degranular los mastocitos. Contrario al
efecto de quimioatraccidbn en mastocitos, ninguna de las proteinas recombinantes
evaluadas, solas o en combinacion, fueron capaces de inducir la degranulacion de

mastocitos (Figura 7D). Asi, los datos sefialan que estas moléculas pueden

41



participar en la quimioatraccion de mastocitos inducida por los medios

condicionados de células de CaMa, sin embargo, no en su degranulacion.
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Figura 7. Analisis de la quimioatraccion y degranulacién de mastocitos por
diferentes citocinas y factores de crecimiento. A) Los niveles de RANTES, SDF1, G-
CSF, GM-CSF, MCP1 (arriba) e IL-8 y SCF (abajo) fueron determinados en los medios
condicionados de células de CaMa usando un ensayo luminex mdultiple (arriba) y ensayos
de ELISA (abajo). Todas las proteinas fueron indetectables en el medio control. B)
Andlisis de quimioatraccion de mastocitos LAD-2 (arriba) y HMC1 (abajo) usando como
factor quimiotactico proteinas recombinantes o medios condicionados de células de
CaMa. Bajo y alto se refiere a la concentracion media de citocinas encontradas en los
medios condicionados provenientes de células no agresivas y la agresiva MDA-MB-231
respectivamente (especificado en la seccion de métodos). Coctel 1 y 2 se refiere a la
mezcla de todas las citocinas en bajas y altas concentraciones respectivamente. C)
Comparacion de la expresion de genes que codifican para proteinas asociadas a la
sintesis de mediadores lipidicos y a las anafilotoxinas C3a y C5a en las lineas celulares
de CaMa mostradas. Datos fueron obtenidos desde la base de datos “Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE)” D) Analisis de degranulacién de mastocitos LAD-2 en respuesta a
proteinas recombinantes, individualmente o0 combinacibn (coctel 2) en altas
concentraciones. Los resultados son mostrados como intensidad media de fluorescencia
normalizada a la condicién de mastocitos no estimulados. Datos representan la media + la
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media del error estandar de 4 experimentos independientes por duplicados. * p < 0.05, **
p<0.01y**p<0.001.

7.4 La linea de cancer de mama agresiva MDA-MB-231 activa un

programa transcripcional diferente en mastocitos

Debido a que los componentes secretados por las lineas de CaMa evaluadas
inducen la quimioatraccion, pero no una potente degranulaciéon de mastocitos, se
evalué si el perfil transcripcional de mastocitos es modificado después de su
estimulacion con medios condicionados de células de CaMa. Para ello utilizamos
nuevamente el arreglo de expresion “Cancer Inflammation and Immunity
Crosstalk”, evaluando el potencial de los mastocitos para influenciar el
microambiente tumoral. Antes de realizar el arreglo, se determin6é si existia
evidencia de la induccion de cambios transcripcionales en mastocitos posterior al
estimulo con el medio condicionado de la linea tumoral agresiva MDA-MB-231,
debido a que ésta mostr6 un mayor efecto sobre la quimioatraccion y
degranulacion de mastocitos. Para lo anterior, evaluamos una cinética de
expresion del gen IL-8 en las lineas de mastocitos HMC1 y LAD-2, encontrando
gue ambas lineas incrementan su expresion en respuesta al medio condicionado
de la linea agresiva (Figura 8A). La cinética de expresidbn muestra un pico en la
expresion de IL-8, a las 36 hrs para la linea HMC1 y a las 48 hrs para la linea
LAD-2. Para confirmar que éstos tiempos son los adecuados para medir la
expresion génica asociada a una respuesta tardia, también se determinaron las
cinéticas de expresion de los genes IL-5 y VEGF hasta los tiempos establecidos
como Optimos. Como se muestra en la figura 8A, IL-5 mostré similares resultados
a IL-8, mientras que VEGF no mostr6 cambios a lo largo de los tiempos
evaluados. Basado en estos resultados, los tiempos de 36 y 48 hrs fueron elegidos
para el andlisis del arreglo de expresion en mastocitos HMC1l y LAD-2

respectivamente (Figura 8B).

En acuerdo con la mayor induccion de quimioatraccion y degranulacién, un
analisis no supervisado mostré que la estimulacién de los mastocitos con la linea

agresiva MDA-MB-231 indujo un programa transcripcional diferencial en ambas
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lineas de mastocitos, agrupandose diferencialmente de la condicién control y el
estimulo de las otras lineas de CaMa (Figura 8C). A través de un analisis
supervisado se identificaron 12 genes responsables de la agrupacion de la linea
agresiva MDA-MB-231, los cuales fueron en su mayoria diferentes en mastocitos
HMC1 y LAD-2. Los genes alterados en mastocitos HMC1 fueron GZMB, CCLA4,
CCL22, CCL18, HLA-B, IL-6, IL-1A, KITLG, PDCD1, NFKB, CSF3 y TGFB1;
mientras que en los mastocitos LAD-2 fueron CSF3, AKCR3, CTLA4, KITLG,
CCL18, STAT3, BCL2L1, STAT1, CXCR1, CXCR2, CCL4 y TGFB1. De manera
importante la regulacién positiva de KITLG y la regulacion negativa de TGFB1

fueron factores comunes en ambas lineas de mastocitos (Figura 8D).
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Figura 8. Anédlisis transcripcional de mastocitos estimulados con células de CaMa.
A) Cinética de expresion de IL-8, IL-5 y VEGF en mastocitos HMC1 (arriba) y LAD-2
(abajo) en respuesta al medio condicionado de la linea agresiva MDA-MB-231. B) Flujo de
trabajo del disefio experimental usado para evaluar el arreglo de expresién en mastocitos
estimulados. C) Mapas de calor y dendogramas no supervisados (izquierda) y
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supervisados-simplificados (derecha) en mastocitos HMC1 y LAD-2 en respuesta a los
medios condicionados de las lineas de CaMa. Los mapas de calor del analisis
supervisado muestran los genes responsables de la respuesta de agrupacion del estimulo
con la linea agresiva MDA-MB-231. D) Diagrama de Venn de mastocitos HMC1 y LAD-2
mostrando los genes expresados de manera individual o compartidos por ambas lineas de
mastocitos después de su estimulacién con el medio condicionado de la linea MDA-MB-
231. Los colores rojo y verde en los dendogramas representan regulacion positiva y
negativa respectivamente. En A) los datos de IL-8 representan tres experimentos
independientes por duplicado, mientras que IL-5 y VEGF simbolizan un experimento por
triplicado. Los datos se muestran como la media + la media del error estandar. En C y D)
los datos representan tres experimentos independientes. * p < 0.05, * p < 0.0l y ** p <
0.001.

Con los genes diferencialmente regulados por las células de MDA-MB-231 en
ambas lineas de mastocitos, se realizaron analisis de enriquecimiento de factores
de transcripcion, construccion de redes de interaccion funcional y analisis de
enriquecimiento de vias de sefializacion. Sin embargo, debido a la diversidad de
los genes alterados en ambas lineas de mastocitos, los datos nos mostraron
informacion nueva relevante acerca de procesos biolégicos asociados en la
promocién y/o regresion del cancer, mas alla de vias involucradas en la
sefalizacion de citocinas y respuestas inflamatorias. La figura 9 muestra un
ejemplo de éste analisis por la estimulacion de la linea MDA-MB-231, donde SPI1,
STAT3, TP63, CTCF y el receptor de andrégenos (AR) son factores de

transcripcion alterados en mastocitos.
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Figura 9. Analisis bioinforméatico de genes regulados diferencialmente en los
mastocitos después de su estimulacion con medios condicionados de la linea
agresiva MDA-MB-231. Analisis de enriquecimiento de factores de transcripcion,
expansion de redes de interaccion proteina-proteina y analisis de vias de enriquecimiento.
El andlisis de enriquecimiento de vias fue realizado con los nodos (factores de
transcripcion y proteinas intermedias) de las redes de interaccion. Las tablas de abajo
resumen las diez principales vias enriquecida con su correspondiente valor de

significancia.

7.5 Genes alterados en mastocitos determinan una mayor

supervivencia de pacientes con cancer de mama

El analisis de expresion de genes inflamatorios mostré que, en ambas lineas de

mastocitos, alrededor del 50% de los genes evaluados fueron alterados en al

menos una condicion de estimulacion por las lineas de CaMa (Figura 10A). La
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estimulacion con todas las lineas de cancer evaluadas compartio la regulacion
positiva de un gene (IFNG) en mastocitos HMCL1 y la regulacion negativa de tres
genes (IL17A, PDCD1 y SPPl1l) en mastocitos LAD-2 (Figura 10A).
Interesantemente, aunque no hubo cambios similares en la expresion génica de
ambas lineas de mastocitos, IFNy y SCF (codificado por KITLG) han sido
asociados con respuestas anti-tumorales, mientras que IL17A, PD-1 (codificado
por PDCD1), Osteopontina (OPN, codificada por SPP1) y TGF-f1 han sido
principalmente asociados a respuestas pro-tumorales. A través de la plataforma
“Kaplan—Meier plotter” analizamos la supervivencia de pacientes con CaMa de
acuerdo a los niveles de expresion de los genes KITLG, TGFB1, IFNG, IL17A,
PDCD1 y SPP1. Estos andlisis se realizaron con datos publicos encontrados en
las bases de datos “Gene Expression Omnibus (GEO)”, “the European Genome-
phenome Archive (EGA)” y “the Cancer Genome Atlas (TCGA)”. Como era de
suponer, los resultados mostraron que la alta expresion de IFNG (HR = 0.65, 95%
Cl = 0.5-0.85, p = 0.0015) y KITLG (HR = 0.63, 95% CI = 0.43-0.93, p = 0.018)
estan asociados a un buen prondstico en pacientes con CaMa, mientras que SPP1
fue asociado a un mal prondstico (HR = 1.76, 95% CI = 1.36-2.3, p = 0.000019).
Es de notar que contrario a lo esperado, PDCD1 parecié ser un factor de buen
prondstico cuando es expresado en niveles altos. Sin embargo, es posible que
PDCD1 esté marcando la densidad de infiltrado de linfocitos CD8 positivos ya que
también se ha observado su expresion en memoria central. Considerando esto las
muestras se agruparon entre aquellas enriquecidas en la expresion de CD8 vy las
no enriquecidas en CD8. Cuando PDCD1 se evalu6 en tumores que
homogeneamente presentan un alto infiltrado de linfocitos T CD8, aunque no
significativo, el cociente de riesgo de la expresion de PDCD1 se increment6 a HR
= 1.17 (Figura 10C). Notablemente, los resultados mostraron que la expresion de
TGFB1 e IL17A parecen no influenciar significativamente la supervivencia de
pacientes con CaMa (Figura 10B). Juntos estos hallazgos argumentan que los
componentes secretados por células de CaMa alteran el estado transcripcional de
mastocitos, siendo los cambios de expresion inducidos, asociados con sefiales

anti-tumorales y una mayor supervivencia de pacientes con dicha enfermedad.
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Figura 10. Andlisis de supervivencia de pacientes con CaMa. A) Diagramas de Venn
de mastocitos HMC1 (arriba) y LAD-2 (abajo) mostrando la intersecciéon de genes que
cambian después de la estimulacidon con medios condicionados de células de CaMa. Las
zonas azul, roja, verde y amarilla presentan el nUmero de genes alterados por los medios
condicionados provenientes de las lineas T47D, MCF7, Hs578T y MDA-MB-231
respectivamente. Las flechas que indican hacia arriba y hacia abajo sefialan el incremento
o disminucién en la expresion respectivamente. B) Graficos de supervivencia de pacientes
con CaMa comparando bajos y altos niveles de expresion de genes relevantes
encontrados en mastocitos estimulados con células de CaMa. C) Gréficos de
supervivencia de pacientes con CaMa comparando bajos y altos niveles de expresion del
gen PDCD1 en datos filtrados por la media de expresion alta y baja del gen CD8A. En A)
los datos representan tres experimentos independientes.
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7.6 La expresion del gen que codifica para un marcador
caracteristico de mastocitos (triptasa) funciona como un factor de

buen prondstico.

Estudios previos han evaluado la presencia de mastocitos en el infiltrado tumoral
con la finalidad de asociarlo a un factor prondstico en pacientes con CaMa [18, 62,
66, 87-90]. La mayoria de éstos estudios se llevaron a cabo en pocos pacientes,
siendo un promedio de 103 individuos por estudio. A través del uso de datos de
expresion de 1,082 tumores de CaMa obtenidos por el TCGA, realizamos una re-
evaluacion de mastocitos como factor prondéstico. Para ello se evaluo la expresion
de los genes TPSAB1 y CMAL que codifican para las proteinas triptasa y quimasa
respectivamente, marcadores clasicos y caracteristicos de mastocitos. La figura
11A muestra que la expresion de TPSAB1 esta principalmente enriquecida en
subtipos luminales de buen prondstico. Adicionalmente, se pudo observar que
pacientes con alta expresibn de TPSAB1 muestran una mayor sobrevida
comparado con aquellos que presentan una baja expresion de dicho gen (Figura
11B). Pocos estudios han analizado la proteina quimasa, la cual se expresa en un
subtipo particular de mastocitos humanos. Similar a los resultados de TPSAB1, el
subtipo luminal A de buen prondstico esta enriquecido con la expresiéon de CMAL
(Figura 11C), sin embargo, ésta no parece tener una relaciéon con la supervivencia
de pacientes con CaMa (Figura 11D). En conjunto, estos datos también apoyan
que una aparente mayor infiltracibn de mastocitos, preferentemente triptasa
positivos (MCr), parecen ser un factor benéfico y de buen pronéstico en pacientes

con CaMa.
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Figura 11. Anédlisis de la expresion de los marcadores de mastocitos triptasa y
guimasa en diferentes subtipos de CaMa y su relacion con la supervivencia de
pacientes. Gréficos de la expresion relativa de los genes TPSAB1 (A) y CMAL (C) que
codifica para la proteina triptasa en diferentes subtipos de CaMa. Graficos de la
supervivencia de pacientes con CaMa comparando bajos y altos niveles de expresion de
los genes TPSAB1 (B) y CMAL (D).

8. DISCUSION

La infiltracion de mastocitos ha sido reiterativamente encontrada en tumores de
CaMa, donde su densidad ha sido asociada con la promocion o supresion del
crecimiento tumoral [18, 49, 62, 64, 66, 67, 87-93]. Algunos de los mecanismos
pro-tumorales que han sido sugeridos son la promocion de angiogénesis a traves
de la sintesis y liberacibn de VEGF, asi como la induccion de invasion y

metastasis por efecto de diferentes proteasas. Por otra parte, entre los
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mecanismos involucrados en la funcion anti-tumoral se encuentran la actividad
citolitica dirigida contra células tumorales en regiones peri-tumorales [47] y la
inhibicion del crecimiento clonogénico de células de CaMa [94]. Una reciente
funcion anti-tumoral fue evidenciada a través de la activaciéon de mastocitos con
anticuerpos IgE dirigidos contra el antigeno HER2, induciendo actividad tumoricida

contra células de CaMa positivas para HER2 [95].

Debido a la plasticidad en la respuesta de mastocitos por sefiales externas, existe
la posibilidad que diferentes funciones de mastocitos en tumores de CaMa sean
influenciadas por el estado, grado y subtipo de CaMa. Adicionalmente, la
presencia de diferentes subtipos de mastocitos con componentes intracelulares
diferentes y localizacion especifica en el tumor puedan favorecer respuestas anti-
0 pro-tumorales particulares. Aungue resolver todas estas variaciones es de gran
importancia, este estudio tuvo como principal finalidad encontrar un modelo
mecanistico de la respuesta de mastocitos en contacto con componentes
secretados por células de CaMa. Por ello, evaluamos su capacidad de
quimioatraccion, activacion temprana por degranulacion y tardia por su actividad
transcripcional de mediadores inflamatorios y de comunicacion cruzada con el
cancer. Los mastocitos pueden ser reclutados por varios estimulos inflamatorios
dentro del microambiente tumoral, algunos de ellos incluyen hipoxia, dafio celular
y factores solubles secretados por células tumorales y células estromales no
cancerosas. Sin embargo, actualmente no es claro el origen de los mastocitos
infiltrantes en el estroma tumoral del CaMa. Algunas posibilidades que se han
planteado es que sean derivados de la expansion local de mastocitos residentes o
de su quimioatracciébn a partir de mastocitos residentes de tejidos vecinos o
precursores de medula 6sea. En éste estudio se puso en evidencia que factores
secretados por células de CaMa son capaces de inducir la guimioatraccién de dos

modelos celulares de mastocitos.

SCF es el factor quimiotactico mejor caracterizado para el reclutamiento de
mastocitos en tejidos sanos [36, 84]. Ademas, SCF derivado de tumores, ha sido

caracterizado en la quimioatraccion e infiltracion de mastocitos en varios tipos de
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cancer, siendo algunos de ellos el carcinoma renal y el hepatco [45, 96]. A pesar
de observar la secrecion de SCF por todas las lineas de CaMa evaluadas, asi
como su capacidad de quimioatraccion de mastocitos HMC1l y LAD-2,
particularmente en combinacion con MCP1 u otras quimiocinas, estos datos no
explican del todo la quimioatraccion inducida por células de CaMa, lo cual nos
sugiere la existencia de factores quimiotacticos adicionales. Aunque CCL15,
TGFp, angiopoyetina 1 y VEGF son factores que han sido identificados como
guimioatrayentes de mastocitos, ellos no parecen ser los responsables de la
guimioatraccion de mastocitos inducida por las células de CaMa evaluadas. SCF,
SDF1, RANTES y MCP1 también han sido previamente documentados como
guimioatractores de mastocitos [84, 97], sin embargo, en los estudios que se
evalué esta quimioatraccion se usaron concentraciones significativamente mas
altas en comparacion con las encontradas en los medios condicionados de células
de CaMa, lo cual pudiera no ser relevante fisiologicamente. De esta manera,
aunque algunas de éstas moléculas pueden participar en el reclutamiento de

mastocitos muy probablemente otras biomoléculas también estan involucradas.

La degranulacion de mastocitos es un proceso complejo que se regula por
distintas seflales de activacién, induciendo diferentes estrategias de
degranulacién. Por ejemplo, la degranulacién mediada por IgE que se observa en
la defensa contra helmintos se caracteriza por la liberacién masiva del contenido
granular. En contraste, la via alternativa conocida como degranulacion piecemeal
que se activa principalmente por citocinas y algunos productos microbianos,
involucra la liberacion selectiva de biomoléculas especificas [98, 99]. Este ultimo
proceso ha sido identificado durante procesos patoldgicos crénicos, tal como la
enfermedad de Crohn’s, angiosarcoma, urticaria y melanoma [98-100]. El cancer
es una enfermedad cronica, por lo que este proceso puede ser el mecanismo
preferencial de la actividad de mastocitos en el microambiente tumoral. En este
estudio, pudimos observar niveles moderados de degranulacion y secrecién de
histamina y triptasa en respuesta a células de CaMa agresivas, sugiriendo un
mecanismo de degranulacion piecemeal, el cual requiere ser confirmado con

estudios de microscopia electronica. Similar a nuestros resultados, un estudio de
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cancer gastrico determiné que G-CSF, GM-CSF, TGF-B, M-CSF, IL1B, IL17A, IL-6,
TNFa, IL10 e IL22 no fueron capaces de inducir la degranulacion de mastocitos,
mientras que adrenomedulina si [57]. Actualmente desconocemos si células de
CaMa secretan éste componente, sin embargo, a nivel transcripcional existe una
expresion independiente de la agresividad tumoral, lo cual sugiere que no es el
factor que explica la degranulacién observada ante el estimulo de las células
Hs578T y MDA-MB-231 (datos no mostrados).

Los niveles de transcripcion basal de mastocitos HMC1 y LAD-2 han sido
previamente explorados en varios estudios. Sven Guhl y colaboradores analizaron
la expresion de siete genes caracteristicos de mastocitos [69]; las tres cadenas
que forman el complejo del receptor FCERI (FCER1A, FCER1B y FCER1G),
triptasa (TPSAB1), quimasa (CMA1), c-kit (KIT) e histidina descarboxilasa (HDC).
Los autores encontraron que TPSAB1, FCER1A, FCER1G, FCER1B y CMAl
fueron mayor o especificamente expresados por mastocitos LAD-2, mientras que
no se encontrd ningun gen expresado Unicamente por mastocitos HMC1. Aikaterini
Detoraki y colaboradores evaluaron la expresion de varios miembros de la familia
de VEGF y sus receptores [72]. VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, factor de
crecimiento placentario (PIGF), VEGFR1 y VEGFR2. Aunque éste estudio no fue
cuantitativo, se pudo demostrar que la mayoria de las moléculas fueron
encontrada en ambas lineas de mastocitos, siendo Unicamente PIGF exclusivo de
mastocitos HMC1. En acuerdo, nuestros datos apoyan niveles similares de la
expresion de VEGFA en ambas lineas de mastocitos. La expresion de la familia de
oxido nitrico sintasa (NOS) también ha sido previamente comparada en ambas
lineas de mastocitos, NNOS (NOS1, neuronal), INOS (NOS2, inducible) y eNOS
(NOS3, endotelial) [101]. Los autores encontraron alta expresion de NOS3 y la
ausencia en la expresion de NOS2 en ambas lineas de mastocitos, mientras
NOS1 fue Unicamente expresado en células HMC1. Debido a la importancia de
NOS2 en las respuestas inmunes, el arreglo de expresion utilizado en este trabajo
también lo evalla. El analisis realizado demostrd bajos niveles de su expresion en
condiciones basales de ambas lineas de mastocitos. Recientemente varias firmas

de expresidn génica han sido utilizadas para caracterizar e identificar células
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inmunes infiltradas en el estroma de varios tumores [80, 102-107]. Aunque en
general estos estudios no han alcanzado un consenso en una firma caracteristica
de mastocitos, ellos coinciden en que éstas células comparten la expresion de
TPSAB1, CMA1, CTSG, CPA3, HDC, MS4A2 y PRG2. En este contexto, aunque
pocos genes inflamatorios han sido evaluados, algunos de ellos son compartidos
con los genes encontrados en nuestro andlisis. Siendo algunos de ellos PTGS1,
IL1A e IL1B, los cuales pertenecieron Unicamente a mastocitos LAD-2. Lo anterior
quizas refleja su mayor diferenciacion, similar a lo observado en mastocitos que
habitan el estroma tumoral. En resumen, estos estudios concuerdan con nuestros
datos, apoyando que mastocitos HMC1 y LAD-2 a pesar de pertenecer a un
mismo tipo celular, muestran diferencias significativas en sus niveles basales de
expresion de genes que codifican para moléculas inflamatorias efectoras

distintivas de este linaje celular.

Tras el estimulo de ambas lineas de mastocitos con la linea agresiva MDA-MB-
231, nuestros resultados mostraron una regulacién positiva de KITLG y una
regulacion negativa de TGFB1. En conjunto, la alta expresion de KITLG identificd
mayor supervivencia en pacientes con CaMa. SCF es la molécula mas importante
para el desarrollo, supervivencia y activacion de mastocitos. Recientemente, un
analisis protedmico de muestras de plasma, encontré niveles mas bajos de SCF
en mujeres que posteriormente desarrollaron CaMa comparado con aquellas que
permanecieron saludables. Los autores sostuvieron que SCF podria funcionar
como un biomarcador de prondstico en circulacion y posiblemente como factor que
incrementa los mecanismos de control tumoral a través de la quimiatraccion y
activacion de mastocitos [108]. Por otro lado, TGFB ha sido principalmente
asociado con el proceso de transicion epitelio mesénquima (TEM) [109], un
programa embrionario en el cual las células pierden la expresion de proteinas
adherentes y ganan la expresion de proteinas de movimiento. En el desarrollo y
evolucion de tumores, programas de TEM activos permiten procesos de invasion,
metéstasis y recaida, por lo que TGFp es generalmente considerado un marcador
de mal prondéstico. De manera sorprendente, TGFB1 no tuvo asociacién con la

supervivencia de pacientes con CaMa, esto puede explicarse a que mdultiples
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lineas de evidencia colocan a TGFB como un factor supresor de tumores,
particularmente como un inhibidor de proliferacion e inmortalizacion celular, asi
como un promotor de apoptosis [110, 111]. Importantemente, TGFp también ha
sido implicado en la quimioatraccion y activacion de mastocitos humanos y
maridos en el intestino [33, 112], posiblemente resultando en un equilibrio entre

mecanismos pro- y anti-tumorales.

Parte de nuestros resultados también mostraron que todas las lineas de CaMa
evaluadas indujeron la regulacion positiva de IFNG en mastocitos HMC1 y la
regulacion negativa de SPP1, IL17A y PDCD1 en las LAD-2. Mientras que IFNG y
PDCD1 se asociaron con un incremento en la supervivencia de pacientes con
CaMa, SPP1 fue asociado de manera opuesta. PD-1 es una proteina que funciona
como punto de control para balancear la respuesta inmune y evitar una activacion
descontrolada [113]. Células cancerosas a menudo inducen la expresion de PD-1
para atenuar la inmunidad tumoral [114], por lo que su bloqueo a través de
anticuerpos monoclonales ha sido continuamente utilizado en pacientes con
canceres como melanoma. A pesar de lo anterior, de acuerdo a nuestros datos, la
expresion de PDCD1 fue asociada con un incremento en la supervivencia de
pacientes con CaMa. Una posible explicacion para esta observacion es que, a
pesar de expresar PD-1, células T CD8 infiltrantes en los tumores de pacientes
con CaMa, retengan su capacidad de producir citocinas efectoras como IFNy y
TNFa, asi como una proliferacion y actividad citotéxica funcional [115]. En acuerdo
con lo anterior, se ha demostrado que el bloqueo de PD-1 activa una modesta
respuesta en pacientes con CaMa, beneficiando Unicamente una minoria de
pacientes [116]. Aunque PD-1 no ha sido estudiado en mastocitos, la delecién de
PDCD1 en células mieloides induce una inmunidad anti-tumoral en un modelo de

cancer en ratén [117].

SPP1 y OPN han sido identificados como marcadores de progresion y baja
supervivencia de pacientes con CaMa, promoviendo la proliferacion de células
tumorales, angiogénesis, migracion y metastasis a hueso [118-120]. En acuerdo,

la inhibicion de OPN disminuye significativamente el crecimiento tumoral local y la
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metastasis distante en un modelo de xenoinjerto marido [121]. OPN también ha
sido involucrada en el incremento de factores de transcripcion relacionados a TEM
como Twist, Snail y Slug en células de CaMa [122]. Ademas, un meta-analisis de
diez estudios clinicos encontré una correlacion entre la baja tasa de supervivencia
de pacientes con CaMa y altos niveles de OPN en suero y en tumor [123]. Por otro
lado, IFNy ha sido fuertemente asociado con la proteccion del hospedero en
multiples tipos de cancer, tanto en modelos experimentales como en estudios pre-
clinicos y clinicos [124, 125]. IFNy es capaz de activar un efecto citostatico directo
en células de cancer [126], asi mismo induce una respuesta citotoxica de células T
CD8 y NK, quizés la actividad anti-tumoral inmune mas importante [124]. Un
estudio en el cual la via de IFNyYR se restaurd a través de tecnologia CRISPR,
mostré un incremento en la eficacia de inmunoterapia. Esto se debié en gran
medida al incremento en la funcion de células T CD8 y una mejor presentacion de
antigenos [127]. Ademas, en pacientes de CaMa, se ha mostrado que los niveles
de IFNy en suero son asociados con una respuesta clinica favorable, antes y

después de inmunoterapia combinada con anti-CTLA4 y anti-PD-1 [128].

Triptasa es la proteasa intracelular mas abundante en mastocitos, constituyendo
hasta el 50% de todas las proteinas intragranulares [129]. Aunque esta proteina
no es completamente exclusiva de mastocitos, se ha encontrado Unicamente en
basofilos en niveles menores al 1% comparado con la triptasa expresada en
mastocitos [130]. Debido a esto, triptasa es ampliamente utilizada en el
reconocimiento de mastocitos en tejidos y en el estroma de varios tumores.
Utilizando la expresion de triptasa como marcador de mastocitos en tumores de
CaMa, pudimos demostrar que éstos parecen estar asociados a tumores luminales
de buen prondstico y una mayor supervivencia de pacientes con tumores
mamarios. Aunque estos resultados corroboran trabajos previos, también
contrastan con algunos otros. Las mayores limitantes de todos estos estudios son
los pocos campos de tejido analizados y el uso de cortes menores a 150
pacientes, sin embargo, el analisis proteinico y la visualizacion directa de
mastocitos fue de gran utilidad en su reconocimiento dentro del microambiente

tumoral. Quimasa es otra proteasa de mastocitos, sin embargo, ésta sélo se
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encuentra en una subpoblacion que es reconocida como mastocitos triptasa y
quimasa positivos (MCrc). Diferente a triptasa, los niveles de expresion de CMA1
(quimasa) no estuvieron asociados a la supervivencia de pacientes con CaMa, sin
embargo, si se encontraron enriquecidos en tumores luminales A de buen
pronostico. Estos resultados podrian implicar que una mayor infiltracion de
mastocitos de subtipo triptasa positivos (MCt) mas que MCrc, son asociados a
buen prondstico en pacientes con CaMa, quedando en acuerdo con datos

proteinicos evaluados anteriormente [87].

9. CONCLUSIONES

Existen diferencias significativas en la transcripcion basal de las lineas de
mastocitos HMC1 y LAD-2 que pudieran reflejar los diferentes estadios de

maduracién que representan.

Los mastocitos son atraidos y activados por células de CaMa, particularmente en
mayor medida por subtipos mas agresivos. RANTES, SDF1, G-CSF, GM-CSF,
MCPL1, IL-8 y SCF participan en este reclutamiento de mastocitos, sin embargo,

otros factores no identificados parecen también estar involucrados.

Tras la activacion de mastocitos, hay una transcripcién alterada de KITLG, TGFB1,
IFNG, SPP1, IL17A y PDCD1, que esta asociada con funciones anti-tumorales y

una mayor supervivencia de pacientes con CaMa.

La correlacion de los genes anteriores y el buen pronéstico en CaMa también se
evidenciéo con datos transcripcionales de TPSAB1, una de las proteasas mas

caractéristicas de mastocitos.

Finalmente, nuestros datos apoyan que, en el microambiente de tumores de
CaMa, la respuesta de mastocitos y su presencia se asocia con un buen

pronéstico de las pacientes.
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