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Aura: Aurapteno.

Clgo: Concentracion inhibitoria 50.
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SERD: Degradador selectivo del receptor de estrogeno.
SFB: Suero Fetal Bovino.

TNBC: Triple negativo de cancer de mama.

WB: Western Blot.

2-H: 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido.

4-M: 4-metilumbeliferona.



Contenido

Agradecimientos

Abreviaturas

indice de Tablas

indice de Figuras

Resumen

1. Introduccion

2. Marco Teorico

2.1. Cancer de mama

2.2. Subtipos de cancer de mama

2.3. Los receptores de estrégeno y el estradiol
2.4, Tratamientos del cancer de mama RE+

3. Antecedentes

3.1. Epidemiologia del cancer de mama

3.2. Generacion de variantes celulares resistentes
3.3. Cumarinas

3.4. Uso de nanoliposomas como estrategia de tratamiento
4. Planteamiento del Problema

5. Justificacion

6. Hipotesis y Objetivos

6.1. Hipotesis

6.2. Hipotesis nula

6.3. Hipdtesis alterna

6.4. Objetivo general

6.5. Objetivos especificos

7. Materiales y Métodos

7.1. Cultivo de células MCF-7 (RE+)

7.2. Ensayo de MTT

7.3. Microscopia optica

7.4. Ensayo de AnexinaV-FITC y yoduro de propidio

Pagina

03
05
08
08
10
11
12
12
15
17
19
22
22
22
23
27
29
29
30
30
30
30
30
31
31
32
32
33
34



7.5 Ensayo de formacién de colonias
7.6. Western Blot

7.7. Docking molecular

7.8. Inmunoprecipitacion

7.9. Preparacion de nanoliposomas
7.10. Preparacion de nanoliposomas con aurapteno
7.11. Caracterizacion de nanoliposomas
7.12. Analisis estadisticos

7.13. Aspectos éticos y de bioseguridad
8. Resultados

9. Discusion

10. Conclusiones

11. Logros alcanzados

12. Fuentes de financiamiento

13. Bibliografia

Anexos

Anexo A. Participacion en patente.

Anexo B. Coautora en articulo de investigacion de revista arbitrada.

36
37
37
38
40
41
41
43
43
44
65
73
74
79
79
89



indice de Tablas
01. Concentraciones inhibitorias 50 de las moléculas y su estructura
quimica.

02. Afinidad e interacciones de las moléculas con el cristal 1A52.

indice de Figuras

01. Marcadores de cancer.

02. Subtipos de cancer de mama.

03. Estructura de los Rea.

04. Grafica de dosis de metabolitos derivados del tamoxifeno vs

viabilidad celular.

05. Estructuras quimicas de derivados de la cumarina.

06. Estructura de los nanoliposomas.

07. Morfologia de las células MCF-7.

08. Esquema ilustrativo de la funcion del ensayo de AnexinaV-FITC y

yoduro de propidio.

09. Esquema ilustrativo de los cuadrantes en el ensayo de AnexinaV-
FITC y yoduro de propidio.

10. Metodologia para la realizacién de nanoliposomas.

11. Efecto del tratamiento de las moléculas sobre la viabilidad celular
en células MCF-7.

12. Morfologia celular mediante los diferentes tratamientos en
microscopio.

13. Grafica obtenida mediante el ensayo de AnexinaV-FITC y yoduro
de propidio.

14. Ensayo de formacion de colonias.

15. Determinacion de la expresion de proteinas anti-apoptoticas.

Pagina

44

57

Pagina
14
16
18
23

25
28
32

35
36

43

45

47

49

50

51



16. Determinacion de la expresion de proteinas pro- apoptoticas.
17. Docking del cristal 1A 52 obtenido de Protein Data Bank vs
Moléculas derivadas de la cumarina.

18. Determinacion de la expresion de proteinas blancos por técnica de
Western blot referente a Rea.

19. Determinacion de la inmunoprecipitacion para la deteccion de
Hsp90 en muestras tratadas con aurapteno.

20. Determinacion del tamafo de los nanoliposmas a concentraciones
PC 70% - PE 30% y PC 30% - PE70%.

21. Caracterizacion estructural de los nanoliposomas por microscopia
electrénica de transmision (TEM).

22. Efecto de los nanoliposomas cargados en la viabilidad celular.

23. Resumen gréfico de los resultados obtenidos con aurapteno.

53

55

60

61

62

63

64

73



Resumen

El cancer de mama es el segundo diagndstico de cancer mas frecuente a nivel
mundial y la quinta causa de muerte por patologias neoplasicas. Esta enfermedad
se caracteriza por la heterogeneidad en el crecimiento y la supervivencia de las
células epiteliales mamarias, clasificandose segun la presencia de receptores
hormonales, como los receptores de estrogeno a (REa+), asi como en subtipos
como luminal A, luminal B, HER2+ y triple negativo (TNBC). Datos recientes han
demostrado que diversas cumarinas inhiben la proliferacion celular, la migracion y
la angiogénesis en lineas celulares de cancer de mama, sugiriendo su potencial
como tratamientos complementarios. En nuestra investigacion, se evaluo el efecto
terapéutico de la cumarina y dos de sus derivados, 2-hidroxi-6-metoxi
benzaldehido y 4-metilumbeliferona, asi como aurapteno, en un modelo celular de
cancer de mama RE+ (MCF-7). Asimismo, se llevé a cabo un estudio de docking
molecular para analizar la interaccion entre aurapteno y el receptor de estrogeno.
Los resultados del docking indicaron que aurapteno tiene una alta afinidad por el
receptor, lo que sugiere que su accién terapéutica puede estar mediada a través
de esta interaccion. Se emplearon técnicas para evaluar la viabilidad celular y se
analizé la expresion de proteinas implicadas en procesos de proliferacion y
apoptosis mediante Western Blot (WB). Ademas, se desarrollaron nanoliposomas
para encapsular aurapteno, lo que permite una liberacion controlada y una mayor
biodisponibilidad del farmaco. Los resultados mostraron que aurapteno reduce
significativamente la viabilidad celular y modula las proteinas relacionadas con la
apoptosis. Estos hallazgos subrayan el potencial de aurapteno en el manejo del
cancer de mama, y sugieren que la formulacién en nanoliposomas podria mejorar
la eficacia del tratamiento al optimizar la entrega de la molécula. En conclusion, el
prenilo en la estructura del aurapteno es crucial para su actividad terapéutica, ya
que facilita su interaccion con el receptor de estrogeno y potencia sus efectos en
la induccién de apoptosis. Preservar esta caracteristica estructural es fundamental

para maximizar su eficacia en el tratamiento del cancer de mama. No obstante, se
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necesitan mas investigaciones para validar estos hallazgos y determinar la

seguridad a largo plazo de esta estrategia terapéutica.

1. Introduccion.

El cancer de mama es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que, a
nivel global, uno de cada ocho casos de cancer en mujeres corresponde a cancer
de mama, lo que lo convierte en el cancer mads comdn entre las mujeres. En
términos de incidencia, en 2020 se registraron aproximadamente 2.3 millones de
nuevos casos, Yy mas de 680,000 muertes asociadas a esta enfermedad en todo el
mundo (WHO, 2020). En México, el cancer de mama también representa una de
las principales causas de muerte en mujeres, con tasas de incidencia y mortalidad
qgque han ido en aumento en las ultimas décadas. Segun datos del Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan), en México, en 2020 se diagnosticaron
aproximadamente 28,000 nuevos casos, y alrededor de 7,000 mujeres fallecieron

a causa de este cancer.

El tratamiento del cancer de mama ha avanzado significativamente en las Ultimas
décadas, principalmente a través de intervenciones como la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia y las terapias dirigidas. Sin embargo, a pesar de los
avances, persisten diversas limitaciones en el tratamiento. Una de las principales
dificultades radica en la heterogeneidad de los tumores, ya que las células
tumorales presentan caracteristicas genéticas, epigenéticas y metabdlicas
variables, lo que complica la respuesta a los tratamientos convencionales.
Ademas, el fendmeno de la quimioresistencia, donde las células cancerigenas
desarrollan mecanismos para evitar el efecto de los farmacos, representa uno de
los mayores desafios en la terapia del cancer de mama (Zahreddine y Borden,
2013). Las células tumorales estan expuestas a condiciones fluctuantes en su
microambiente, como metabolitos de sefalizacion, biomoléculas del estroma y

agentes quimioterapéuticos, lo que favorece cambios genéticos y fenotipicos que
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pueden contribuir a la resistencia (Galindo-Herndndez et al., 2014; Galindo-
Hernandez et al., 2015). Estos mecanismos incluyen una disminucién en la
activacion de profarmacos, el aumento en la expresion de bombas de eflujo y la
activacion de sistemas enzimaticos que degradan los farmacos (Marin et al.,
2014). La metéstasis de los tumores epiteliales resistentes a la quimioterapia es
considerada una de las principales causas de muerte en pacientes con cancer de

mama (Gupta et al., 2019).

Dado el complejo panorama que presenta el tratamiento de esta enfermedad, es
crucial avanzar hacia enfoques terapéuticos mas innovadores y personalizados
que permitan abordar de manera mas eficaz la variabilidad genética y los
mecanismos de resistencia, con el objetivo de mejorar las tasas de supervivencia

y calidad de vida de los pacientes.

2. Marco teorico.

2.1. Cancer de mama.

El cancer es una enfermedad intrinsecamente genética, originada por alteraciones
en los genes que regulan el funcionamiento celular, particularmente aquellos
involucrados en la formaciéon y proliferacion de células. Estas alteraciones
genéticas, conocidas como mutaciones, pueden llevar a un crecimiento

descontrolado de las células y la formacién de tumores malignos.

Las mutaciones que causan cancer pueden ser provocadas por diversos factores.
En primer lugar, los errores durante la replicaciéon celular son una fuente
importante de mutaciones. Cada vez que una célula se divide, el ADN debe
replicarse. Aunque existen mecanismos de correccion y reparacion del ADN, estos
pueden fallar, permitiendo que mutaciones se acumulen con el tiempo y

promuevan el desarrollo canceroso (Hanahan & Weinberg, 2011).

Ademas, las mutaciones pueden ser heredadas de los padres. Algunas personas

nacen con mutaciones genéticas que predisponen a ciertos tipos de cancer. Estas
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mutaciones estan presentes en todas las células del cuerpo desde el nacimiento y
aumentan el riesgo de desarrollar cancer en algin momento de la vida
(GLOBOCAN, 2021). A medida que el cancer progresa, nuevas mutaciones
pueden surgir debido a la inestabilidad gendmica inherente a las células
cancerosas. Esta acumulacion de mutaciones adicionales puede facilitar la
evolucion del tumor, su capacidad para evadir el sistema inmunolégico, y la

resistencia a tratamientos (Hanahan & Weinberg, 2011).

El articulo de Hanahan y Weinberg, "Hallmarks of Cancer" (2000, revisado en
2011), proporciona un concepto crucial para entender el cancer. Los autores
identificaron varias caracteristicas fundamentales, o "marcas distintivas,” que son
compartidas por la mayoria de los tipos de cancer. Estas incluyen la autonomia en
la proliferacion celular, la evasion de la muerte celular programada (apoptosis), la
capacidad de inducir la angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos), y
la habilidad para invadir tejidos circundantes y metastatizar a otras partes del
cuerpo. Ademds, destacan la inestabilidad gendmica y la reprogramacion de la
bioenergética celular como caracteristicas distintivas del cancer (Fig. 1) (Hanahan
& Weinberg, 2011). Estas "marcas distintivas" proporcionan una base para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y una comprension mas profunda
del funcionamiento celular en el cancer. La investigacion continla avanzando en
estos campos, ofreciendo la posibilidad de tratamientos méas especificos y eficaces
contra esta enfermedad compleja (Hanahan & Weinberg, 2011; National Cancer
Institute, 2022).
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Fig 1. Marcadores de cancer. Esta imagen representa las caracteristicas clave del comportamiento de las

células cancerosas, incluyendo la autosuficiencia en sefiales de crecimiento, la resistencia a la apoptosis y la
capacidad de inducir angiogénesis. Basada de Hanahan & Weinberg, 2011.

El término cancer de mama hace referencia al crecimiento rapido y desordenado
de células anormales en la glandula mamaria. Asi mismo es la neoplasia maligna
mas frecuente en mujeres alrededor del mundo (Global Cancer Observatory,
2020). Se han reportado a nivel mundial 20 millones de casos nuevos y
aproximadamente 10 millones de defunciones durante el 2022, mientras que a
nivel nacional podemos apreciar que se observa el mismo patron, teniendo un
poco mas de 200 mil casos nuevos y cerca de 100 mil defunciones en el mismo
afo. (Cancer Today, sf/f). En Meéxico, el cancer de mama constituye una
preocupacion de salud publica, siendo una de las principales causas de muerte
por cancer en mujeres. Los datos del INEGI en el 2022 sefialan un aumento en la
incidencia de esta enfermedad. Factores como la edad, antecedentes familiares,
factores genéticos, la obesidad y estilo de vida influyen en su desarrollo. A pesar
de los avances en la deteccion y tratamiento, persisten los desafios en el acceso a
la atencidon médica, especialmente en comunidades marginadas. Actualmente se
estan implementando programas de deteccion temprana para mejorar las tasas de

supervivencia y reducir la mortalidad.
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Los principales desarrolladores de la enfermedad son las hormonas esteroideas
como los estrégenos, los factores de crecimiento como lo es el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1), ambas vias suelen ser altamente

mitdgenas y antiapoptéticas. (Casa et al., 2012).

El cancer de mama presenta varias caracteristicas distintivas que influyen en su
desarrollo y progresion. Una de estas caracteristicas es la autosuficiencia en las
sefiales de crecimiento. Se ha observado que, en tejidos como el Utero y la
glandula mamaria, el estrégeno interactlia con el receptor del factor de crecimiento
similar a la insulina | (IGF-I). En estudios realizados en el Utero, se ha demostrado
que el tratamiento con estrogeno activa de manera rapida el receptor IGF-IR, y

esta activacion es dependiente de la presencia de IGF-I (Casa et al., 2012).

Otra caracteristica importante del cancer de mama es la induccion de la
angiogénesis. Este proceso implica la formacion de nuevos vasos sanguineos y
linfaticos, asi como un aumento en la permeabilidad vascular. Estos cambios
facilitan el desarrollo del tumor al mejorar su suministro de nutrientes y permitir su

migracion e invasion a tejidos circundantes (Mercurio et al., 2005).

Ademas, el cancer de mama a menudo muestra evasion de la apoptosis, un
proceso de muerte celular programada que normalmente elimina células dafadas
0 no deseadas. La apoptosis puede iniciarse a través de dos vias principales. La
via extrinseca, relacionada con el receptor de muerte (DR, por sus siglas en
inglés), que se activa mediante la uniébn de un ligando al receptor, lo que
desencadena una cascada de eventos que incluye la activacion de la caspasa-8 y,
posteriormente, la caspasa-3. La via intrinseca, o mitocondrial, activada mediante
la liberacién del citocromo ¢ desde las mitocondrias, lo que lleva a la fosforilacion
de Apaf-1y la formacion de un complejo con el citocromo ¢ y ATP, resultando en
la activacion de la caspasa-9 y, finalmente, la caspasa-3 (Pu et al., 2017).

2.2. Subtipos de cancer de mama.
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Los tumores mamarios se pueden clasificar en funcion de la expresion de
receptores  hormonales, utilizando  técnicas avanzadas como la
inmunohistoquimica y el perfil de expresion génica. Esta clasificacion es
fundamental para orientar el tratamiento y realizar un pronéstico adecuado de la
enfermedad. Los tres subtipos principales del cancer de mama son: el positivo a
receptores de estrégeno (RE+), el positivo al receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico (HER2+), y el triple negativo (TNBC), que no expresa receptores

hormonales. (Fig. 2)

Grado Tumoral ‘Gs

Luminal A
ER+ y PR+

Luminal B
ER+, PR+, Ki67+ y HER2+

Pronostico

Enriquecido HER2
HER2+ y RH+

RE + PR HER2 TNBC

Estatus de Receptor Hormonal

Fig 2. Subtipos de cancer de mama. La subdivision del cancer de mama se presenta de acuerdo con su
biologia molecular, para asi especificar el tratamiento, siendo estos diferentes en la expresion hormonal.
Tomado de (Fragomeni, Sciallis, & Jeruss, 2018).

El subtipo positivo al HER2+ se caracteriza por la sobreexpresion del receptor
HERZ2, una tirosina quinasa transmembranal que regula el crecimiento celular, la
proliferacion y la supervivencia. Esta sobreexpresion esta presente en el 15-30%
de los canceres de mama y esta asociada con un curso clinico méas agresivo. Para
tratar estos tumores, se utilizan actualmente anticuerpos monoclonales anti-HER2

(Fragomeni, Sciallis, & Jeruss, 2018).

Los tumores triple negativos (TNBC) representan entre el 15-20% de los canceres

de mama invasivos. Este subtipo se define por la ausencia de expresion de los
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receptores de estrégeno, progesterona y HER2, condicion que lo convierte en uno
de los subtipos mas desafiantes en términos de tratamiento debido a la falta de

objetivos terapéuticos especificos (Fragomeni, Sciallis, & Jeruss, 2018).

Por dltimo, el subtipo positivo a receptores de estrégeno (RE+) constituye
aproximadamente el 80% de los tumores mamarios. A pesar de presentar la tasa
mas alta de recurrencia, es el subtipo molecular menos agresivo. Los receptores
de estrégeno (RE) pertenecen a la superfamilia de receptores hormonales
nucleares, que actian como factores de transcripcion activados por ligandos.
Estos receptores juegan un papel crucial en el crecimiento, desarrollo,
reproduccion y mantenimiento de diversos tejidos (Lipovka & Konhilas, 2016). La
mayoria de los tumores RE+ (55-65%) también son positivos para el receptor de
progesterona (RP+), el cual participa en la sefializacion mediada por el RE,
aportando una complejidad adicional al perfil hormonal del tumor (Fragomeni,
Sciallis, & Jeruss, 2018).

2.3. Los receptores de estrégeno y el estradiol.

Los RE son parte de esta super familia de receptores hormonales nucleares
(NHR) que actian como factores de transcripcion y se caracterizan por tener cinco
dominios estructurales caracteristicos: un dominio amino-terminal (dominio A/B),
un dominio de unién al ADN (DBD; dominio C), una region bisagra (dominio D), un
dominio de union a ligando (LBD; dominio E) y el dominio carboxilo terminal
(dominio F) cuya funcién aun no se describe en detalle (Fig. 3). Los RE se dividen
en dos, los REa y RER, los cuales tienen homologia en el dominio C. (Hamilton et
al., 2017).
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Fig 3. Estructura de los REa. Se muestran los diferentes dominios del receptor de estrogeno. Tomado de
(Tecalco-Cruz et al., 2017), (Weikum, E. R., Liu, X., & Ortlund, E. A. 2018)

En el tejido mamario, principalmente se expresa el REa que desempefia un papel
crucial en el desarrollo y las funciones normales de la glandula mamaria. Ademas,
un aumento en la expresion del REa se ha relacionado tanto con la iniciacién del
cancer de mama como con su progresion. La hormona estradiol (E2) desempefa
un papel fundamental en el cAncer de mama al actuar como el ligando del REa.
Esta interacciébn desencadena una serie de eventos biolégicos clave como la
proliferacion y supervivencia de las células epiteliales mamarias (Pham et al.,
2019). La influencia de los estrogenos en el cuerpo es extensa, afectando diversos
procesos fisioldgicos que van desde el ciclo menstrual hasta la reproduccion vy el
desarrollo de cancer de mama. Los estrogenos se dividen en cuatro tipos
principales: estrona (E1), estradiol (E2), estriol (E3) y estetrol (E4). Cada uno de
estos estrégenos tiene funciones especificas y contribuye de manera distinta a los
procesos biolégicos y patolégicos en el organismo. En el contexto del cancer de
mama, el estradiol es particularmente significativo debido a su capacidad para
activar el receptor de estrogeno alfa, promoviendo asi la proliferacion celular y la

supervivencia de las células mamarias (Thomas & Potter, 2013).
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La sintesis de estrégenos se desarrolla a partir de precursores androgénicos,
como lo es la testosterona (T) y androstenediona (A). EIl ovario es el sitio con
mayor concentracion y sintesis del E2. Los sitios de metabolizacion extraovarico
tienen gran relevancia en la posmenopausia ya que los niveles bajan en esta
etapa, fundamentalmente el tejido adiposo y la piel, por lo que la aromatizacion de
los andrégenos se caracteriza por estar directamente relacionada con la cantidad
de tejido adiposo de cada mujer. (Missmer et al., 2004). Considerando estas
condiciones, se puede afirmar que la funcién del REa en el cancer de mama no
solo sirve como un marcador favorable para un buen prondstico, sino que también
representa un objetivo clave para la terapia. La interaccion del estradiol con el REa
en las células mamarias contribuye a la proliferacidén y supervivencia celular, como
también su capacidad para regular la expresién de genes como la catepsina D, lo
cual subraya su importancia en la biologia del cancer y en el desarrollo de
estrategias terapéuticas dirigidas a modular estas vias moleculares para mejorar el
tratamiento y el pronéstico de la enfermedad (Kang et al., 2020), (Pham et al.,
2019). Por lo tanto, evaluar la funcion del REa es crucial tanto para prever el curso

de la enfermedad, asi como para disefar estrategias terapéuticas efectivas.

2.4. Tratamiento del cancer de mama RE+

El tamoxifeno esta indicado para el tratamiento en etapas tempranas y avanzadas
del cancer de mama en mujeres de todas las edades, con tumores RE+. Este
farmaco actia como modulador selectivo, compitiendo con el estradiol (E2) para
unirse al RE y dependiendo del sitio de accién presenta diferente respuesta, como
agonista o antagonista. En las células de la mama su efecto es mayoritariamente
anti-estrogénico, impidiendo que el E2 genere sefiales de supervivencia y
proliferacion, inhibiendo el crecimiento de tumores (Brunton, Lazo, & Parker, 2007,
Johnson, et al., 2004). Cabe sefialar que este efecto no es llevado a cabo
Gnicamente por la molécula de tamoxifeno, sino por los metabolitos derivados de

éste, los que inducen un mayor efecto inhibitorio.
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La generacion de metabolitos farmacol6gicamente activos a partir del tamoxifeno
depende de la familia de enzimas del citocromo P450. ElI N-desmetiltamoxifeno
(NMD), generado mediante N-demetilacion por la isoenzima CYP3A4, es uno de
los metabolitos mas abundantes en el plasma de los pacientes y presenta una
potencia comparable a la del tamoxifeno, por lo que su contribucién al efecto
farmacoldgico no es tan significativa. Sin embargo, el 4-hidroxitamoxifeno (4-OH-
Tam), formado mediante 4-hidroxilacién por la enzima CYP2D6, es 30-100 veces
mas potente que el tamoxifeno. Otro metabolito es el 4-hidroxi-N-desmetil-
tamoxifeno (endoxifeno), un metabolito secundario formado a partir del NMD
mediante la accién de la CYP2D6. El endoxifeno posee la misma potencia que el
metabolito 4-OH-Tam, sin embargo, se encuentra en una concentracién en plasma
6 veces mayor, por lo que su contribucion al efecto farmacolégico es mayor (Lim,
Desta, Flockhart, & Skaar, 2005).

El fulvestrant es un farmaco utilizado en el tratamiento del cancer de mama
positivo para receptores hormonales, particularmente en casos de resistencia a
otras terapias. Este farmaco se clasifica como un degradador selectivo del
receptor de estrégeno (SERD). A diferencia de otros tratamientos que
simplemente bloquean la accién del estroégeno, el fulvestrant actia compitiendo
con el estrégeno (E2) por la union al receptor de estrégeno (RE) y, ademas,
induce la degradacion del receptor. Como resultado, se logra una completa
inhibicion de la sefalizacion por estrégeno, lo cual es crucial para controlar el
crecimiento de tumores dependientes de estrogenos. Actualmente, el fulvestrant
es el unico farmaco de su tipo en uso en la practica clinica para este propésito
(Lee, Goodwin, & Wilken, 2017). Generalmente se utiliza para tratar el cancer de
mama en casos en los que la enfermedad ha evolucionado después del uso de

tamoxifeno, donde se ha adquirido resistencia (Brunton, Lazo, & Parker, 2007).

Aunque las terapias hormonales han demostrado ser altamente efectivas en el
tratamiento del cancer de mama positivo para receptores hormonales (RE+), un

desafio significativo es la aparicibn de resistencia a estos tratamientos. La
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resistencia a la terapia hormonal puede limitar significativamente el éxito del

tratamiento y complicar la gestion del cancer de mama.

La quimioresistencia, en general, se refiere a la incapacidad de las células
cancerosas para responder de manera efectiva a la terapia, un fendbmeno que
puede conducir al fracaso del tratamiento. En el contexto del cancer de mama, la
resistencia a la terapia hormonal se manifiesta en dos formas principales:
resistencia de novo (primaria) y resistencia adquirida (secundaria) (Fan, Chang &
Fu, 2015).

La resistencia de novo ocurre cuando los pacientes no responden a la terapia
hormonal desde el inicio del tratamiento. Este tipo de resistencia se caracteriza por
una falta de respuesta terapéutica incluso cuando se emplean las primeras lineas
de tratamiento, como los inhibidores de aromatasa o el tamoxifeno. La resistencia
de novo puede estar relacionada con alteraciones genéticas o epigenéticas en las
células tumorales que impiden la eficacia de la terapia hormonal desde el principio.
Por otro lado, la resistencia adquirida se desarrolla en pacientes que inicialmente
responden a la terapia hormonal, pero con el tiempo, el cancer se vuelve
resistente. Este fendmeno puede ocurrir después de un periodo de respuesta
positiva al tratamiento. La resistencia adquirida esta asociada con cambios en las
caracteristicas del tumor que permiten a las células cancerosas adaptarse y
sobrevivir a la terapia, tales como mutaciones en el receptor de estrégeno o
alteraciones en las vias de sefalizacion celulares que el tratamiento hormonal

bloquea.

Ambos tipos de resistencia complican el tratamiento del cancer de mama RE+ y
requieren estrategias terapéuticas innovadoras. La investigacion continda en
busca de nuevas opciones de tratamiento y enfoques para superar la resistencia a
la terapia hormonal, con el objetivo de mejorar los resultados para los pacientes

gue enfrentan este desafio.
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3. Antecedentes

3.1. Epidemiologia del cancer de mama.

En México, durante el afio 2021, se registraron un total de 90,525 muertes a causa
de tumores malignos, lo que representa el 8.1% del total de defunciones en el
pais. De estas, 7,973 fueron atribuibles al cancer de mama, de las cuales el 99.4%
correspondieron a mujeres y el 0.6% a hombres. La tasa de mortalidad por cancer
de mama para las mujeres de 20 afios y mas fue de 18 defunciones por cada

100,000 mujeres en este grupo de edad a nivel nacional (INEGI, 2022).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) destaca que la tasa de
mortalidad por cdncer de mama varia significativamente segun la edad y la region,
la tasa mas alta se registr6 en mujeres de 60 afios o0 mas, alcanzando 48.24
defunciones por cada 100,000 mujeres de 20 afios y mas (INEGI, 2022).
Adicionalmente, se han identificado diferencias regionales notables en las tasas de
mortalidad por cdncer de mama en México. En particular, el estado de Baja
California presenta una tasa de mortalidad que, aunque inferior a la de algunas
entidades con mayores tasas, como CDMX, Veracruz y Jalisco, sigue siendo
preocupante y resalta la necesidad de abordar de manera efectiva los factores que
contribuyen a esta situacién. En Baja California, la tasa de mortalidad por cancer
de mama en 2021 fue de 22.5 defunciones por cada 100,000 mujeres de 20 afios
y mas. Esta cifra esta por encima de la media nacional de 18 defunciones por
cada 100,000 mujeres, indicando una mayor carga de la enfermedad en la region.
Las diferencias en las tasas de mortalidad pueden estar relacionadas con factores
como el acceso a servicios de salud, la disponibilidad de programas de deteccién

temprana y disparidades socioeconémicas.

3.2. Generacio6n de variantes celulares resistentes.

Como parte del trabajo de un grupo de investigacion, se han desarrollado

variantes celulares resistentes a metabolitos derivados del tamoxifeno,
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especificamente el 4-hidroxitamoxifeno y el endoxifeno. En nuestro grupo, se
generd una variante denominada variante E, que fue tratada tanto con estos dos
metabolitos del tamoxifeno como con estradiol, con el objetivo de simular
condiciones fisioldgicas. Es importante destacar que estas variantes se originaron
a partir de la linea celular MCF-7, que se caracteriza por ser receptora de
estrogeno positiva (RE+). En la variante E, se observd una incidencia de
resistencia a concentraciones de 8 y 16 uM de los metabolitos, lo que sugiere una
capacidad de adaptacion a estos compuestos. Esto se evidencia en que el valor
de IC50 de la variante E es mayor que el de la linea celular nativa MCF-7,
indicando que se requiere una mayor concentracién de los metabolitos para lograr
el mismo efecto inhibitorio. (Fig. 4) (Pulido-Capiz et al, 2024).
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MCF-7 5.9+1.75 10.49 + 0.96 19.81+0.49
Mcr-7Y4 E | 9.6210.49 1213+ 1.5 29.62 £0.49

Fig 4. Grafica de dosis de metabolitos derivados del tamoxifeno vs viabilidad celular. Se muestra la
comparacion de los valores obtenidos con los diferentes farmacos en relacion con la viabilidad celular en la

variante nativa y clona E, en concentraciones crecientes y un tiempo de tratamiento de 120h (Pulido-Capiz et
al. 2024)

3.3. Cumarinas.

Las cumarinas son compuestos naturales que existen en varias familias de

plantas, las cuales incluyen a las Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Rutaceae,

23



Moraceae, Oleaceae, y Thymelaeaceae. Dentro de las mas importantes se
encuentra la familia de las Apiaceae, con mayor cantidad de compuestos
derivados de la cumarina. Cabe mencionar que los efectos de las cumarinas
pueden ser muy variados, dentro de los mas importantes que se han encontrado
son, efectos antioxidantes, antiinflamatorios, ansioliticos, analgésicos,
neuroprotectores, cardioprotectivos, antidiabéticos, y anticancerigenos (Majnooni
et al., 2019). La estructura base de las cumarinas es el 2H-1-benzopiran-2-ona, un
ndcleo quimico que da origen a una variedad de compuestos con propiedades
terapéuticas notables. Las cumarinas, que se encuentran en la naturaleza y
también pueden ser sintetizadas mediante diversos métodos quimicos, han
demostrado tener una capacidad anticancerigena significativa tanto en

experimentos in vitro como en modelos in vivo (Kaur, 2015).

La esculina, que se extrae de la planta Aesculus hippocastanum, también ha
mostrado una actividad anticancerigena considerable. Este compuesto no solo
inhibe la proliferaciéon de células tumorales, sino que también promueve la
apoptosis, afectando negativamente la viabilidad celular en varias lineas celulares
cancerosas (Baraldi et al., 2016). Ademas, la hesperidina, que se encuentra en
frutas citricas, es otra cumarina con propiedades anticancerigenas destacadas. Se
ha reportado que la hesperidina induce apoptosis en células cancerosas y
disminuye la angiogénesis en tumores solidos, ofreciendo asi un potencial
terapéutico en el tratamiento del cancer (Reddy et al., 2015). Estos ejemplos
ilustran la diversidad de cumarinas con potencial anticancerigeno y destacan la
importancia de continuar investigando estas moléculas para desarrollar nuevos
tratamientos contra el cancer. La investigacion en curso podria llevar al
descubrimiento de nuevos compuestos y a la mejora de las terapias basadas en
cumarinas, ofreciendo asi nuevos desarrollos para la lucha contra el cancer.
Dentro de los mecanismos a través de los cuales pueden actuar las cumarinas y
sus derivados (Fig.5), se ha descrito la actividad antioxidante, induccién del

arresto del ciclo celular, interaccion con varias vias de sefalizacion con actividad
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en proliferacion y diferenciacion, inhibicion de las telomerasas y anhidrasas

carbonicas, asi como la actividad anti-angiogénica (Hernandez & Gonzalez, 2015).
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Fig5. Estructuras quimicas de derivados de la cumarina. Se muestra las diferentes estructuras de los
compuestos candidatos a estudiar A) 2H-1-benzopiran-2-ona(cumarina), B) Aurapteno, C) 4-metilumbeliferona
D) 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido (Autoria propia).

Dentro de la familia de las cumarinas, el aurapteno se destaca como un
compuesto natural de particular interés. Este derivado de los citricos, conocido
como geranilooxi-cumarina, se encuentra en plantas y frutos provenientes de Asia,
como el Paliurus ramosissimus. El aurapteno ha sido objeto de investigacion
debido a su capacidad para participar en diversos mecanismos quimiopreventivos.
Especificamente, el aurapteno no solo induce la actividad de enzimas
desintoxicantes que neutralizan carcinégenos, sino que también promueve la
apoptosis en células cancerosas. Estas propiedades amplian las opciones para el
desarrollo de nuevas estrategias en la prevencion y el tratamiento del cancer
(Krishnan et al., 2009).

Hay un interés en el aurapteno y la importancia de explorar la amplia gama de
cumarinas disponibles y sus posibles aplicaciones en la terapia anticancerigena.

Este enfoque resalta como los derivados naturales pueden ofrecer alternativas
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efectivas para la prevencion y tratamiento del cancer. En particular, el efecto del
aurapteno se manifiesta de manera significativa cuando se combina con moléculas
derivadas del tamoxifeno, como el endoxifeno y el 4-hidroxi tamoxifeno, en
concentraciones crecientes. Este estudio demuestra una sinergia entre el
aurapteno y los metabolitos del tamoxifeno, evidenciando una reduccion en la
viabilidad celular. Ademas, los tratamientos combinados resultaron ser mas
efectivos en lineas celulares que expresan el receptor de estrogenos, sugiriendo
que el aurapteno, en combinacion con estos metabolitos, tiene una eficacia
especifica para este tipo de células cancerosas (Pulido-Capiz et al. 2024). Dentro
de los posibles mecanismos por los cuales esté llevando a cabo su efecto el
aurapteno es a través de la reduccién de la expresion de la ciclina D1, asi como la
inhibicion de la via de IGF-1(Krishnan and Kleiner-Hancock 2012), siendo de
manera importante las vias de MAPK y PI3K (Vincent AM, 2002), ademas de un
aumento de las caspasas 3 y 8 (Charmforoshan et al.2019), como también un
posible blanco del aurapteno seria GPR30 miembro de la familia de receptores de
estrogenos acoplados a la proteina G transmembrana. Para mejorar las
alternativas terapéuticas y potenciar el potencial farmacoldgico de compuestos
basados en cumarina, es esencial explorar y comprender el mecanismo de accion
de varias moléculas clave, como la 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, el aurapteno,

la cumarina y la 4-metilumbelliferona (Fig. 5).

La 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, un derivado de la cumarina, se destaca por
sus propiedades antioxidantes y anticancerigenas, que incluyen su capacidad para
inducir la muerte celular programada y frenar la proliferacibn de células
cancerosas. Por otro lado, el aurapteno, un compuesto derivado de los citricos y
presente en plantas como Paliurus ramosissimus, ha mostrado eficacia en la
induccion de la apoptosis y en la activacibn de enzimas desintoxicantes que
juegan un papel crucial en la prevencion del cancer (Epifano et al.,, 2013). La
cumarina, que sirve como nucleo estructural de esta familia de compuestos, es
conocida por sus diversas propiedades terapéuticas, que abarcan desde la

actividad anticoagulante hasta la inhibicion del crecimiento tumoral. Ademas, la 4-
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metilumbelliferona también posee propiedades anticancerigenas, al inducir la
apoptosis y ralentizar el crecimiento de células tumorales. Para maximizar la
eficacia de estos compuestos, se esta investigando el uso de nanoliposomas.
Estas vesiculas lipidicas disefiadas para encapsular los farmacos pueden mejorar
su solubilidad, estabilidad y entrega selectiva a las células objetivo. El uso de
nanoliposomas representa una prometedora estrategia para aumentar la eficacia
de los tratamientos anticancerigenos y reducir los efectos secundarios, abriendo
nuevas oportunidades para el desarrollo de terapias mas efectivas (Gabrielson,
2018).

3.4. Uso de nanoliposomas como estrategia de tratamiento

El nanoliposoma, o vesicula lipidica de bicapa submicrométrica, es una tecnologia
emergente en la administracion de farmacos y vacunas. Estas estructuras
esféricas, con tamafios en el rango de 50-200 nandmetros, consisten en una
bicapa lipidica que encapsula una fase acuosa interna. Esta permite la
incorporacion y proteccion de una amplia gama de bioactivos, incluyendo
farmacos y antigenos para vacunas. Su similitud con las membranas celulares
facilita la penetracion eficiente a través de barreras bioldgicas, como la mucosa
intestinal, protegiendo a los bioactivos durante su transito y favoreciendo su
liberacion en el torrente sanguineo (Malam et al., 2009; Allen & Cullis, 2013) (Fig.
6).
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Fig 6. Estructura de los nanoliposomas. Se muestra el disefio de los nanoliposomas y su estructura
principal (Malam et al., 2009)

En el campo de las vacunas, los nanoliposomas han demostrado ser una
alternativa altamente eficaz para la entrega de antigenos. Su capacidad para
encapsular antigenos y adyuvantes no solo mejora la estabilidad vy
biodisponibilidad de las vacunas, sino que también permite su liberacién
controlada. Esto contribuye a una respuesta inmune mas robusta y duradera. Por
ejemplo, las vacunas basadas en nanoliposomas han sido utilizadas con éxito en
la inmunizacién contra diversas enfermedades infecciosas, como la tuberculosis y
la gripe (Miller et al., 2019). Ademas, se estan llevando a cabo investigaciones
para aplicar esta tecnologia en el desarrollo de vacunas contra el cancer, donde
los nanoliposomas pueden facilitar la presentacibn de antigenos tumorales y
mejorar la respuesta inmune contra células cancerosas (Kaddoumi et al., 2020).
La encapsulacion de antigenos en nanoliposomas permite una presentacion
optima del antigeno a las células del sistema inmune, lo que puede incrementar la
eficacia de la vacuna y reducir la necesidad de dosis repetidas (Reddy et al., 2001;
Kwon et al., 2006).

En este contexto, los nanoliposomas pueden ser disefiados para incluir antigenos

especificos del tumor y adyuvantes que potencien la respuesta inmune
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antitumoral. Este enfoque ha sido investigado en ensayos clinicos para el
tratamiento de diversos tipos de cancer, con resultados prometedores en la
induccion de respuestas inmunitarias especificas contra células tumorales
(Farokhzad et al., 2006). De manera que también pueden usarse para la

incorporacion de moléculas como las cumarinas.

4. Planteamiento del problema.

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres y representa un
problema de salud que va en aumento. La incidencia de este padecimiento ha
aumentado considerablemente en el pais en la Ultima década, del afio 2010 al afio
2019 se observdé un incremento aproximado del 53 % (INEGI, 2021).
Aproximadamente el 80 % de los casos de cancer de mama son RE+ (Gonzalez
Espinoza, et al., 2015) y cuentan con un alto porcentaje de recurrencia. En
México, en 2019 se reportaron 15,119 nuevos casos en la poblacién femenina de
20 afios 0 més (35.24 por cada 100 mil mujeres). De manera que es necesario el
desarrollo de estrategias novedosas para su tratamiento, dentro de las cuales,
moléculas basadas en la estructura de la cumarina podrian representar una

estrategia adecuada con base en antecedentes de nuestro grupo de trabajo.

5. Justificacion.

La investigacion sobre el microambiente tumoral es esencial para entender el
cancer de mama, una enfermedad importante y frecuente en la poblacion
femenina. Las células tumorales estan inmersas en un entorno complejo que
incluye fluctuaciones metabdlicas y biomoléculas del estroma, lo que puede inducir
cambios fenotipicos que afectan su crecimiento y resistencia a tratamientos. Estas
adaptaciones, como alteraciones genéticas y cambios transcripcionales, modifican
las rutas metabdlicas y pueden impactar la eficacia de la terapia farmacoldgica.
Comprender como el microambiente influye en las células cancerosas es crucial

para desarrollar tratamientos mas efectivos y personalizados, mejorando asi los
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resultados clinicos en el cancer de mama. Por lo tanto, una alternativa es el uso
de moléculas derivadas de las cumarinas, como lo son 2-hidroxi-6-metoxi
benzaldehido, aurapteno, cumarina y 4-metil umbelifeorna, particularmente en el
caso del aurapteno se han obtenido resultados favorables al sensibilizar a células
resistentes a 4-hidroxitamoxifeno y endoxifeno, por lo tanto, el tratamiento con
estas moléculas puede marcar un buen precedente, particularmente cuando

también se hace el uso de nanoliposomas.

6. HipoGtesis y objetivos
6.1. Hipotesis

El tratamiento con moléculas basadas en la estructura de la cumarina sera
efectivo para reducir la viabilidad celular en células de cancer de mama que
expresan el receptor de estrégenos positivo (RE+), especificamente en la linea
celular MCF-7.

6.2. Hipotesis Nula.

No hay diferencia en la viabilidad celular entre las células tratadas con 2-hidroxi-6-

metoxi benzaldehido, aurapteno, cumarina y 4-metil umbelifeorna y las células del

grupo de control

6.3. Hipotesis alterna.

El tratamiento con 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, aurapteno, cumarina y 4-metil
umbelifeornreduce significativamente la viabilidad celular en las células de cancer

de mama ER+ en comparacién con el grupo de control.

6.4. Objetivo general.
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Caracterizar el efecto terapéutico de tratamientos con base en la estructura de la
cumarina mediante las moléculas cumarina, 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, 4-
metilumbeliferona y aurapteno sobre un modelo de linea celular MCF-7 de cancer

de mama RE+

6.5. Objetivos especificos.

6.5.1. Determinar la concentracion inhibitoria 50 (Cls, ) de las moléculas cumarina,
2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, 4-metilumbeliferona y aurapteno sobre un
modelo celular de cancer de mama RE+ (MCF-7).

6.5.2. Evaluar mediante un ensayo para caracterizar la apoptosis (AV-FITC y PI) el
efecto de las cumarinas, usando concentraciones representativas obtenidas de la

curva de Clg,

6.5.3. Definir el papel de las moléculas basadas en la cumarina mediante la
evaluacion de la expresion de las proteinas diana implicadas en la proliferacion
celular, como el receptor de estrogenos (RE), asi como en la apoptosis,
incluyendo Bax, Bcl-2, caspasa 8 y XIAP. Ademas, se evaluara la expresion de
otras proteinas relevantes, como HSP9O0, catepsina D y c-Jun, que pueden influir

en la supervivencia y el crecimiento celular.

6.5.4. Llevar a cabo la sintesis de nanoliposomas con la molécula de mejor
potencial para reducir la viabilidad celular y evaluar su efecto en un modelo de
células MCF-7 de cancer de mama RE+.

7. Materiales y Métodos.

Se llevé a cabo un estudio experimental in vitro de tipo analitico, en el que se

obtuvieron resultados cuantitativos y semi-cuantitativos.
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7.1. Cultivo de células MCF-7 (RE+).

Se evalud la linea celular MCF-7 mediante diferentes técnicas, la cual era RE+ y
sensible a anti-estrégenos, y se adquirié de la American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, Virginia, EE. UU (Fig. 7). La linea MCF7 se proliferé en medio
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM). Los medios se suplementaron con 10
% de suero fetal bovino, 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e

insulina.

ATCC Number: HTB-22
Designation: MCF-7

Low Density Scale Bar = 100pm

High Density v © Scale Bar= 100pm

Fig 7. Morfologia de las células MCF-7. Visualizacion de la morfologia de células obtenidas en ATCC la
cuales presentan caracteristicas de ser de cancer de mama positivas a receptor de estrégeno
(https://www.atcc.org/products/htb-22).

7.2. Ensayo de MTT.

Ensayos de viabilidad celular. Para evaluar la quimioresistencia y los diferentes
estimulos de citotoxicidad, se utiliz6 el ensayo de reduccion de MTT. Para
determinar la viabilidad de las células al someterse a distintas concentraciones de
las moléculas aurapteno, cumarina, 4-metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi
benzaldehido, se realiz6 el ensayo de reduccion del compuesto Sigma-Aldrich.
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). La reduccion del
MTT, llevada a cabo por la accion de enzimas deshidrogenasas mitocondriales,
permitido que la cantidad de MTT reducido sirviera como un indicador indirecto de
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la actividad mitocondrial y, por ende, de la viabilidad celular. El ensayo de
viabilidad por reduccién del MTT se llevd a cabo en una placa de 96 pozos con
20,000 células por mL, alcanzando un volumen final de 100 puL en cada pozo con
medio de cultivo completo. Las células se incubaron durante un periodo no
definido a 37°C en una atmédsfera de 5 % de CO,, hasta que alcanzaron una
confluencia del 90 %. Una vez alcanzada la confluencia deseada, se decanto el
medio completo y, a cada 8 pozos, se les agregd un ayuno de 2 horas con
Optimem. Posteriormente, se afadieron diferentes concentraciones de las
moléculas: 1, 5, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 uM, asi como controles negativos con
solo medio completo y con DMSO a 25 y 100 pM, en un volumen final de 100 pL
por pozo. La placa con las células en tratamiento se incubd por 24 horas a 37°C y
5 % de CO,. Al finalizar este tiempo, se tomaron fotografias con el microscopio
invertido para facilitar la comparacion de la morfologia de las células MCF-7 (Fig.
7).

Posteriormente, se agregd 30 pL del compuesto de MTT (3 mg/mL) y 70 uL de
medio de cultivo completo a cada pozo. Se dejo incubar la placa durante 4 horas a
37°C y 5 % de CO,. Terminada la incubacion, se adicioné 100 pL de buffer de
lisis, y la placa se incub6 nuevamente durante toda la noche a 37°Cy 5 % de CO..
Después, se midio la absorbancia del color violeta insoluble de los compuestos de
formazanos a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotdmetro para
microplacas (Thermo Scientific, Multiskan GO). Tras la lectura, se realizaron los
analisis estadisticos en GraphPad Prism para determinar el Cls, de cada una de
las moléculas, siguiendo el procesamiento basado en trabajos previos (Garcia-
Gonzalez V, 2014).

7.3. Microscopia Optica.

Se utiliz6 la microscopia Optica para observar los cultivos celulares. Para las
muestras, se conservaron en las cajas Petri donde se encontraban después de

realizar el tratamiento. Se utilizo el VWR International. microscopio optico invertido
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vistavision y se ajustaron los objetivos, la iluminacién y el contraste del
microscopio. Durante la adquisicion de imagenes, se enfoco la muestra y se
tomaron multiples imagenes desde diferentes campos de vision, ajustando los
parametros de contraste y brillo para obtener imagenes claras y detalladas.
Posteriormente, se procesaron las imagenes utilizando el software Image Lab
(Bio-Rad Laboratories), version 5.1, donde se realizO un analisis visual para
identificar y evaluar las caracteristicas observadas. Finalmente, se prepararon las
imagenes con leyendas descriptivas, destacando los aspectos observados y los
hallazgos relevantes, lo que permitié la visualizacion directa de las muestras con

cada tratamiento.

7.4. Ensayo de AnexinaV-FITC y yoduro de propidio.

El método para poder diferenciar las células apoptéticas, necréticas y viables es a
través de la tincion conjunta con yoduro de propidio (Pl,propidium iodide) y
anexina V acoplada a FITC (Isotiocianato de fluoresceina). Durante la apoptosis,
la asimetria en la que se distribuye la fosfatidilserina se altera y queda expuesta
hacia la monocapa exterior de la membrana plasmatica, permitiendo la unién de la
anexina V a la fosfatidilserina (Fig. 8). El cultivo celular para esta medicion se
realizd con 20,000 células, en los que las condiciones utilizaron el C |5, obtenido
del aurapteno en los ensayos de viabilidad celular. Asi, al finalizar las 24 h de
incubacion, se procedié a decantar el medio y se realiz6 un lavado con 200 pL de
PBS 1X. Posteriormente, se separaron las células de la caja de cultivo mediante
buffer de lisis, agregando 100 pL de buffer por pozo, y se procedié a scrapear para
luego transferir el contenido a tubos de 1.5 mL, donde, con una jeringa de 30 G, se
inicid la lisis mecanica. Después, las muestras se centrifugaron a 1200 rpm por 10
min y se recuper0 el sobrenadante. Inmediatamente, se resuspendieron las
células en 250 pL de una solucion de buffer de union 1X de 4 mL que contenia 40
puL de FITC-Anexina V y 16 uL de una solucién de trabajo, y 1 pyL de Pl con una
concentracion de 1 pL en 100 pL de buffer de unién a anexina 1X. Luego, se

incubaron las células en los tubos durante 30 min a 37°C y 5 % de CO,. A
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continuacion, se procedié a medir la fluorescencia de la unién de la anexina V-
FITC y la de PI, usando el laser azul a 488 nm en el citbmetro de flujo, adquiriendo
al menos 20,000 eventos por muestra. El andlisis de los resultados se realizé en el
software FlowJo; la estrategia de analisis se basd en el control sin tincion y el

control de muerte inducida, siendo la misma estrategia para todas las muestras.

A) Célula Normal B) Primeros estadios apoptosis C) Estadios tardios apoptosis

Extracelular — w . ‘
B =P B J P P

Intracelular Fosfatidilserina .

Fig 8. Esquema ilustrativo de la funcién del ensayo de anexinaV-FITC y yoduro de propidio. Se
representa mediante una ilustracién la funcionalidad de cada uno de los fluorescentes. Basado de Gortaire, J.
A. D. 2017.

Para identificar las diferentes poblaciones celulares, estas se clasificaron en 4
cuadrantes, donde se clasificaron como positivas (+) 0 negativas (-) a

fluorescencia de Pl y FITC. En el cuadrante inferior izquierdo (Q4) se localizaron
las células que fueron negativas a la fluorescencia para Pl y FITC; estas fueron
consideradas como el porcentaje de células vivas y/o células con otro tipo de
muerte distinto a apoptosis/necrosis. En el cuadrante inferior derecho (Q1), las
células fueron positivas a FITC y negativas a PI, lo que indicé la muerte por
apoptosis temprana. Las células positivas a Pl y positivas a FITC indicaron
apoptosis tardia (Q2) y, por ultimo, el porcentaje celular localizado en positivas a
Pl y negativas a FITC se utilizé para identificar a las células necréticas (Q3)
Finalmente, en el cuadrante inferior izquierdo (Q4), se localizaron las células
viables, que eran negativas tanto para FITC como para PIl, confirmando su

integridad celular. Mediante esta identificacion, se obtuvieron porcentajes para
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cada grupo de poblacion celular, que incluyeron células vivas, necrosis, apoptosis

temprana y tardia (Fig. 9).
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Fig 9. Esquema ilustrativo de los cuadrantes en el ensayo de AnexinaV-FITC y yoduro de propidio. Se
representa mediante una ilustracion la relevancia de la ubicacion de nuestra poblacion celular en cada uno de
los cuadrantes, (Q1), se observan células positivas a FITC y negativas a PI, indicando muerte por apoptosis
temprana, (Q2), las células positivas a Pl y FITC indican apoptosis tardia, (Q3) muestra células positivas a Pl
y negativas a FITC, que representan necrosis. Finalmente, (Q4), se encuentran las células viables, que son
negativas tanto para FITC como para Pl.. (Autoria propia).
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7.5. Ensayo de formacion de colonias.

Se realiz6 un ensayo de supervivencia celular in vitro en el que se determiné la
capacidad de una sola célula para convertirse en una colonia. Se establecié una
concentracion de 10,000 células por pozo, lo que se llevd a cabo en una placa de
12 pozos. Primero, se determind la concentracion de las células para luego
realizar el pase celular a dos placas de 12 pozos. Las placas se incubaron con
medio completo a 37°Cy 5 % de CO, durante 48 h.

Posteriormente, se inicié el tratamiento, utilizando las siguientes condiciones por
cuatriplicado: control negativo con solo medio completo, aurapteno, cumarina, 4-
metil umbelliferona y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido a 50 pM, asi como un
control positivo con el medicamento fulvestrant, también a 50 uM. Los tratamientos
se colocaron cada tercer dia hasta concluirlo al undécimo dia con la fijacion. La
fijacion se realiz6 una vez terminados los tratamientos. Primero, se retiré el medio

completo de cada placa y se lavé con 1 mL de PBS 1X filtrado, el cual se retiro.
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Luego, se agregd por goteo 1 mL de paraformaldehido al 4 % durante 10 minutos
en agitacion. Se procedi6 a retirar el paraformaldehido al 4 % para luego lavar con
1 mL de PBS 1X filtrado durante 3 minutos, y se retir6 nuevamente.
Posteriormente, se afiadio 1 mL de azul de Coomassie y se dejo en agitacion a
4°C durante 30 minutos. Después, se retird el azul de Coomassie y se realizaron
dos lavados con 1 mL de PBS 1X filtrado, decantando al final. Finalmente, se llevo
a cabo el conteo de colonias mediante el fotodocumentador Quantity One, y el
programa Image J, y se realizo el analisis estadistico con el software GraphPad

Prism.

7.6. Western-blot.

Para esta técnica, los cultivos celulares se mantuvieron en proliferacion hasta
alcanzar el 90 % de confluencia y posteriormente se sometieron a los diferentes
tratamientos para evaluar la resistencia. Las células se lavaron con PBS y se
lisaron para obtener el extracto proteico, seguido de la cuantificacion con &cido
bicinconinico. Las muestras (10 ug/carril) de la fraccion proteica se analizaron
mediante SDS-PAGE sobre geles al 10 % y 12 % dependiendo de la proteina
blanco, y posteriormente se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas
se bloquearon durante 1 h a 37 °C en una solucién de TBS, 0.1 % de Tween-20y
5 % de leche sin grasa. Para la deteccién, se utilizaron los anticuerpos primarios
respectivos, el receptor de estrégeno alfa (REa) (SC-543), caspasa 8 (SC-56093),
BAX (SC-493), ciclooxigenasa (COX) (SC-1747), Bcl-2 (SC-7382), XIAP (SC-
7938), GPR30 (SC-1039), catepsina D (SC-6486), HSP90 (SC-13119) y c-Jun
(SC-1694). GAPDH se us6 como control de carga. Las membranas se incubaron
con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano y la deteccion

se realizd con el kit Immobilon Western (Millipore).

7.7. Docking molecular.
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Con el fin de tener un conocimiento del nivel de afinidad de cada molécula
derivada de la cumarina trabajada en este proyecto con el REa, se recolect6 la
estructura de las moléculas, cumarina, aurapteno, 4-metilumbeliferona, 2-hidroxi-
6-metoxi benzaldehido, umbeliprenina y fulvestrant en la pégina PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) y el REa del Protein Data Bank
(https://lwww.rcsb.org/) con el nimero de acceso 1A52. Por otro lado, los softwares
utilizados para realizar el docking molecular fueron Molecular Operating
Environment (MOE 2008.10) y Chimera 1.16. El método seguido para llevar a
cabo el docking fue el siguiente: se obtuvieron las proteinas de la base de datos
Protein Data Bank y de las moléculas en la base de datos PubChem, se prepar6 la
proteina para el docking realizado en el software Molecular Operating Environment
(MOE), eliminando de la estructura cristalizada todos los componentes que no
forman parte de la proteina, como el ligando y las moléculas de H,0. Se prepar6
el ligando mediante el disefio y optimizacién de su estructura quimica, incluyendo
la asignacion de cargas parciales. Se seleccioné la estructura tridimensional de la
proteina desde el PDB. Luego, se realizd el docking molecular con un software
especializado, configurando parametros como el sitio de union y el tipo de
algoritmo. Esto genero un archivo en formato MDB que contenia informacién sobre
las poses del ligando en el sitio activo de la proteina y sus energias de unién, y se
realizd el docking obteniendo 4 conformaciones diferentes para cada ligando, de
esta forma se obtuvieron las diferentes energias de union en funcién de la
conformacioén. Se recopilaron los resultados de energia de union entre el ligando y
el receptor, se gener6 un archivo PDB (Program Database) solo con la primera
conformacién para poder exportarlo al software Chimera y se aplicaron colores a
la proteina y a sus ligandos, colocando los residuos de estos en Chimera para

obtener una imagen representativa de ellos.

7.8. Inmunoprecipitacion.

La interaccion entre las proteinas Hsp90 y el receptor de estrogenos (RE) es
crucial, ya que Hsp90 actia como chaperona molecular, facilitando el correcto
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plegamiento y estabilidad del RE, lo que influye en su funcion en la sefalizacion
celular y en la regulacion del crecimiento celular. Se prepararon muestras que
contenian 200 pg de proteina, junto con un control negativo utilizando PBS,
colocando ambos en un tubo de 0.6 mL. A cada muestra se afiadieron 2 pL del
anticuerpo especifico contra el REa (SC-543). Las muestras fueron incubadas
durante 3 horas a 4 °C en un Vari-Mix para permitir la unién del anticuerpo con la
proteina objetivo HSP90 (SC-13119). Después de la incubacién, se afadieron 10
UL de proteina G-agarosa (SC-2003) por condicion, asegurandose de que la
suspensiéon de proteina G estuviera completamente homogénea, cambiando de
punta para cada muestra para evitar la contaminacién cruzada. Las muestras se
incubaron durante la noche a 4 °C en el Vari-Mix para asegurar una unién eficiente

(anticuerpo-REq).

Posteriormente, se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 minutos para separar el
pellet del sobrenadante. Se retir6 el sobrenadante con cuidado para no llevarse el
pellet y se afiadi6 250 pL de buffer STE 1x se compone de tres componentes
clave: Sal (sodium), Tris (tris(hidroximetillaminometano) y EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), mezclando suavemente con un vortex. Este paso se
repiti6 con otra centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos. Se retird
nuevamente el sobrenadante y se repitié el lavado con 250 pL de buffer STE 1x,
mezclando suavemente y centrifugando a 2500 rpm durante 5 minutos a 4 °C.
Tras la ultima centrifugacion, se retir6 el sobrenadante y se adicionaron 40 uL de
buffer Laemmli 1x. Las muestras se vortexearon suavemente para asegurar la
disolucién completa del pellet y se calentaron a 90 °C durante 2 minutos para la
desnaturalizacion de las proteinas. Finalmente, se centrifugaron a 3,000 rpm
durante 3 minutos para eliminar cualquier posible residuo sélido de proteina G-
agarosa. El sobrenadante se recuper6 y se cargaron 25 L de la muestra en un
gel de electroforesis para su analisis. El resto de la muestra se conservo para su
uso en un gel adicional, asegurando la disponibilidad de material para analisis

futuros.
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7.9. Preparacion de nanoliposomas.

Para el desarrollo de nanoliposomas, se utilizé fosfatidilcolina (PC) vy
fosfatidiletanolamina (PE), disueltos en cloroformo, en un tubo de 2 mL con una
relacion porcentual de PC del 70 % y PE del 30 %, y otro tubo con las relaciones
PC del 30% y PE del 70%, con el fin de determinar el porcentaje mas estable. Una
vez agregado ese porcentaje de cada condicion, se llevo a cabo el secado por
medio de gas nitrogeno, el cual tuvo un tiempo medio de 130 minutos. Al
obtenerse los fosfolipidos precipitados en las paredes, se colocé el tubo en la
vacufuga, cubriendo la tapa con un poco de parafilm y haciendo pequefios
agujeros en esta, durante 1 hora a 30 °C, con el objetivo de eliminar todo posible
resto de cloroformo. Cuando se observé en el tubo una pequefia pelicula
transparente, se procedio a agregar 1.7 mL de PBS 1X. Posteriormente se
realizaron 3 ciclos de congelacion y descongelacion rapida, se hizo mediante
nitrogeno liquido, cubriendo los tubos completamente con parafilm para evitar
fugas. Una vez los tubos estuvieron bien cubiertos, se agregaron al nitrégeno
liquido vy, al observarse en estado de congelacién, se pasaron a un bafio maria,
donde se esperd a que regresaran a su estado liquido; este paso fue de suma
importancia, ya que aqui dependidé que los fosfolipidos, al someterse a choques
térmicos, se agruparan y facilitara su formacion, al terminar cada ciclo se realiz6
un vortex por 1 minuto para provocar una oscilacion constante y asi agrupar los

fosfolipidos. Estos pasos se repitieron 3 veces como se menciond anteriormente.

Se colocaron los tubos en el sonicador, que habia sido preparado con las
condiciones de limpieza necesarias. Se iniciaron los ciclos de sonicacion hasta
gue ambos tubos mostraran un liquido claro y sin perturbaciones. Esta etapa se
llevé a cabo en un area fria, ya que el sonicador puede calentar la solucion, lo que
podria afectar negativamente la agrupacion de los fosfolipidos, los ciclos
consistieron en intervalos de 15 segundos de sonicacion por 30 segundos de
reposo, y esto se realizo durante 10 minutos, dos veces. Una vez completados los

ciclos, se dejo la solucidn en reposo durante 1 hora a 25 °C, cubiertos con papel
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aluminio. Pasada la hora, se centrifugd durante 10 minutos a 13,000 rpm. Al
finalizar la centrifugacion, se pasé a una campana de flujo laminar, ya que los
pasos siguientes debieron realizarse en condiciones estériles. Cuando se obtuvo
el centrifugado, se observé un pequefio pellet al fondo del tubo, del cual se tomo la
muestra con una jeringa de 2 mL, la cual debia contener un filtro de 0.25 ym, y se

traspaso a otro tubo (Fig. 10).

7.10. Preparacién de nanoliposomas cargados con aurapteno.

Se realizaron nanoliposomas cargados con 50 uM de aurapteno utilizando la
solucion de fosfolipidos mas acorde a los pardmetros permitidos. Luego, se llevo a
cabo la misma metodologia, pero ahora con los nanoliposomas cargados con
aurapteno a 50 pM.

7.11. Caracterizacion de nanoliposomas.

Para la lectura del tamafio de la poblacion de nanoliposomas, que debia estar
entre 60 nm y 100 nm, se colocé en el equipo NANOTRAC Wave Il / Zeta, tras ser
lavado con etanol y colocar un blanco que consistié en PBS 1X. Cuando el laser
(780 nm) incidi6 sobre la solucion de nanoliposomas, se produjo una dispersion
que dependia de la medida de los nanoliposomas. Con la técnica de analisis del
espectro de frecuencias, se comparé la luz dispersada respecto al haz incidente
con el propio haz dispersado. La luz dispersada sufri6 un desplazamiento de la
frecuencia original (efecto Doppler), que dependié de la velocidad de las
particulas. La diferencia de frecuencia fue detectada mediante el cambio
producido sobre el haz original al interactuar con la luz dispersada. Del tratamiento
matematico de los datos intensidad-tiempo, se obtuvo la intensidad-frecuencia. La
representacion de este par de datos dio como resultado una curva de caracter
similar cuando todas las moléculas fueron del mismo tamafo. Cuando hubo una
suma de poblaciones de diferentes medidas, se obtuvo una curva compleja. El

equipo realizé estos parametros y comparaciones para arrojar una curva final que
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mostré los porcentajes de medidas de los nanoliposomas. Para la caracterizacion
de los nanoliposomas, se empled la dispersion de luz dinamica (DLS) y la
microscopia electronica de transmision (TEM). En el analisis por DLS, se
prepararon soluciones diluidas de los nanoliposomas en PBS 1X. Se midi6 su
tamafio y distribucion de tamafio de particulas utilizando un equipo NANOTRAC
Wave Il / Zeta, tras lavar el equipo con etanol y colocar un blanco de PBS 1X.
Cuando el laser (780 nm) incidi6é sobre la solucién, la dispersion de la luz permitio
determinar el tamafio de los nanoliposomas. La técnica analizé el espectro de
frecuencias para comparar la luz dispersada con el haz incidente, detectando el
efecto Doppler y la velocidad de las particulas para generar una curva que
representd la distribucion de tamafos de las particulas. En cuanto a TEM, se
utilizaron rejillas Ultrathin C film on holey carbon support film, 400 mesh, Cu, que
proporcionan un soporte Optimo para la visualizacibn de muestras biolégicas.
Estas rejillas estan disefiadas con un recubrimiento de carbono delgado que
permite una excelente transmision de electrones, lo que facilita la observacion de
detalles finos en la morfologia y distribucion de los nanoliposomas. Se depositaron
gotas de la solucion de nanoliposomas sobre estas rejillas para examinar su
morfologia con alta resolucién utilizando un microscopio electréonico JEOL. Este
microscopio es un equipo de alta precision que utiliza un haz de electrones para
obtener imagenes de muestras con resolucibn nanométrica. Gracias a su fuente
de electrones y lentes electromagnéticas, puede alcanzar resoluciones superiores
a 1 nm, permitiendo el estudio detallado de la morfologia y distribucion de
particulas a nivel subcelular. Equipado con camaras para modos de transmision
(TEM) y barrido (SEM), este microscopio es esencial en investigaciones de
biologia y nanotecnologia, ofreciendo andlisis de imagenes avanzados y

mediciones precisas de las caracteristicas morfoldgicas de las muestras.
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Fig 10. Metodologia para la realizacién de nanoliposomas. Se presenta la metodologia en diagrama para
la realizacion de nanoliposomas con concentraciones de fosfatidilcolina 70% y fosfatitidil etanolamina 30%
(Autoria propia creada en biorender.com).

7.12. Andlisis estadistico.

En los experimentos, se utilizara la prueba ANOVA para evaluar la significancia
estadistica de los resultados. Se considerara significativo un valor p de 0.05. El
analisis de la expresion de proteinas bajo los diferentes tratamientos se realizara
de manera semicuantitativa, evaluando la intensidad de las bandas y utilizando
GAPDH como control de carga. Todos los datos se procesaran mediante el
software GraphPad Prism 8, lo que permitird realizar comparaciones entre los

grupos de forma efectiva.

7. 13. Aspectos éticos y de bioseguridad.

El manejo y disposicion de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos sera de
acuerda Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos-Clasificacion

y especificaciones de manejo.
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8. Resultados.

8.1. Concentracion inhibitoria 50 (Clge) de las moléculas 2-hidroxi-6-metoxi
benzaldeido, aurapteno, cumarina y 4-metilumbeliferona.

En la primera etapa se determind la concentracién inhibitoria 50 (Clso) de las
diferentes moléculas en la linea celular MCF-7, la cual es un modelo celular
ampliamente utilizado en cancer de mama RE+. Para esta metodologia, se
llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular utilizando la técnica de MTT, las
concentraciones a las cuales se reduce la viabilidad celular a un 50 % (Clsy)
fueron calculadas utilizando GraphPad Prism 8. El Cls, obtenido para aurapteno
fue de 50.79 + 9.3 pM, para la cumarina 91.86 £ 29.8 yM, 4-metilumbeliferona
73.21 = 8.2 uyM y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido 64.02 + 4 uM. (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones inhibitorias 50 de las moléculas y su estructura quimica.

Moléculas Clsy(uM) L D. E.(n =3, Estructura
ensayos quimica
biolégicos)
— Aurapteno 50.79 £ 9.3 -
P )\/\)\/\omo

- Cumarina 91.86 £ 29.8 @(1
(0] @]

4-metilumbeliferona 73.21 £8.2 m
HO 9] 0]

—» 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido | 64.02 £ 4.12 =0

Al observar el grafico dosis-respuesta (Fig. 11), se obtuvo una disminucion
significativa de la viabilidad celular bajo el tratamiento con aurapteno, donde se
percibid la reduccion de la viabilidad a partir de la dosis de 5 uM, efecto que no se
observo en las otras moléculas. Esto indica que el aurapteno ejerce un efecto

notablemente mas potente sobre la linea celular REa en comparacion con la
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cumarina, lo que podria atribuirse a su radical prenilado. Este radical, conocido por
su capacidad para mejorar la lipofilicidad y facilitar la interaccibn con membranas
celulares, también ha mostrado propiedades que pueden alterar la dinamica
celular (Akasaka et al. 2023). La presencia del radical prenilado permite que el
aurapteno actie de manera mas eficaz en la modulacién de la viabilidad celular,
induciendo una reduccion significativa a dosis tan bajas como 5 pM. Este efecto no
se observa con la cumarina, sugiriendo que el aurapteno es mas eficaz en

contextos relacionados con el cancer.
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Fig 11. Efecto del tratamiento de las moléculas sobre la viabilidad celular en células MCF-7. Se
muestra la grafica donde se determina el Cls, de cada molécula, cumarina, 4 metil umbeliferona, aurapteno y
2 hidroxi 6-metoxi benzaldeido, las cuales se utilizaron en una concentracion creciente de 0-150 uMy en un
tiempo de 24 horas.

8.2. El tratamiento con aurapteno induce cambios en la morfologia celular
del modelo de estudio, (células MCF-7).

Como parte de la caracterizacion, se llevo a cabo el seguimiento del efecto de las
moléculas a través de microscopia Optica (microscopio O6ptico invertido
Vistavision). Bajo las condiciones experimentales de 50 pM, se realiz6 este
procedimiento experimental mencionado en el apartado de metodologia,

seleccionando esta concentracion ya que era cercana a la Clso del aurapteno.
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La morfologia de las células MCF-7 (REa) comenzé a modificarse bajo el
tratamiento con aurapteno; se observd que las células eran mas pequefias y
habian perdido su morfologia tipica, adoptando un cambio mas redondeado. En
comparacion con el control, la densidad de la confluencia celular fue menor a partir
del tratamiento con 50 uM de aurapteno después de 24 horas (Fig. 12 A). En
general, el tamafio de las células disminuyé0 y mostraron una morfologia
redondeada, ademas de aglomerarse en forma de racimos opacos en
comparacién con las células del control. Las células tratadas con cumarina, 4-
metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido presentaron una morfologia
muy similar a la del control (Fig. 12 C, D, E), aunque con algunos cambios en

ciertas areas, mostrando células redondeadas.

De forma complementaria, se utilizé el farmaco fulvestrant como control positivo
(Fig. 12 F). Cabe mencionar que el fulvestrant actia uniéndose a los receptores de
estrogeno, bloqueandolos y promoviendo su degradacion. Este mecanismo resulta
en un blogueo completo de la sefalizacion de estrogeno a través de dichos
receptores en el organismo, por lo tanto, el fulvestrant actia como un antagonista
completo del RE (Nathan & Schmid, 2017). Se observé que la morfologia
cambiaba a células redondeadas (Fig. 12 F) y se notd una menor poblacién de

estas, muy similar al tratamiento con aurapteno.
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Fulv

Fig 12. Morfologia celular mediante los diferentes tratamientos en microscopio. Se observa como la
morfologia cambia en condiciones como lo es en A) control (Ctrl), y en los tratamientos de B) aurapteno (Aura),
C) Cumarina (Cuma), D) 4 metil umbeliferona(4-M), E) 2-hidroxi 6-metoxi benzaldehido(2H) y F) fulvestrant
(Fulv), mediante las condiciones de una concentracion de 50 pM y en un tiempo de 12 horas.

8.3. El tratamiento con aurapteno es un inductor de apoptosis en las células
MCF-7.

La apoptosis en células es un proceso por el cual las células detiene sus
funciones, y ésta se puede dar por mdltiples factores donde la integridad
estructural de las células se ve afectada. La apoptosis en células tumorales es el
principal mecanismo de accion de los farmacos. La proteina BAX, de la familia
BCL-2, se transloca a las mitocondrias, abriendo poros en su superficie y
colapsando el potencial transmembrana. Esto permite que solutos citosoélicos
ingresen a las mitocondrias, aumentando su volumen y provocando la ruptura de
la membrana externa, lo que libera el citocromo C al citoplasma y desencadena la
muerte celular (Liu et al., 2024).
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De manera que es importante conocer los factores y el por qué se da la muerte
celular, como también en qué tipo de muerte celular se encuentra la célula
tumoral, esto se puede determinar mediante el ensayo de AnexinaV-FITC y yoduro
de propidio. Mediante los tratamientos evaluados, se observé el dafio celular que
genera el aurapteno a 50 uM durante 24 horas en la linea celular MCF-7, un
modelo para el cancer de mama RE+. Se utilizé PBS como control para comparar
la viabilidad celular entre las células tratadas y las no tratadas. Los resultados
indicaron que el aurapteno induce un efecto citotoxico significativo, sugiriendo su
potencial como agente terapéutico al interferir en procesos celulares esenciales y

contribuir a la muerte celular programada.

Como se explica en la metodologia cada uno de los cuadrantes representa un tipo
de muerte celular (Q1, Q2 y Q3) o también las células que se encuentran viables
(Q4). Se puede observar que las células tratadas con aurapteno presentan una
tendencia a mayor muerte celular por apoptosis tardia (Q2) con un porcentaje de
38.97% como también apoptosis (Q3) con un porcentaje de 29.31% (Fig 13 B), en
ese sentido, la cantidad de células viables (Q4) al colocar aurapteno es menor con
un porcentaje de 29.76%, por lo que existe un claro efecto de muerte celular por
apoptosis temprana. En los otros tratamientos que son cumarina con un
porcentaje de células viables de (Q4) 80.11%, 4-metilumbeliferona con un
porcentaje de células viables de (Q4) 76.83% y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido
con un porcentaje de células viables de (Q4) 79.62%, no se observa un cambio
significativo en cuadrantes que intervengan con apoptosis y el cuadrante de
células viables no cambia del todo (Fig 13 C,D,E). La gréafica de barras presenta
de manera clara y concisa los resultados de los diferentes tratamientos, mostrando
el porcentaje de apoptosis tardia y apoptosis. Cada barra representa la proporcion
de células en estos cuadrantes, facilitando la comparacién visual entre los efectos
del aurapteno y las otras moléculas evaluadas. Se observa que las células
tratadas con aurapteno muestran un aumento notable en ambos tipos de

apoptosis, lo que indica un efecto citotoxico significativo. Esta representacion
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gréfica resalta el impacto del aurapteno en la induccion de muerte celular,

subrayando su potencial en estudios posteriores (Fig. 13F).
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Fig 13. Grafica obtenida mediante el ensayo de AnexinaV-FITC y yoduro de propidio. A) Se probo un
control con PBS, y las diferentes moléculas B) Aurapteno, C) Cumarina, D) 4-metil umbeliferon y E) 2-hidroxi-6-
metoxi benzaldeido, mediante el ensayo para caracterizar apoptosis. F) Se graficaron los cuadrantes 2 y 3, las
condiciones fueron una concentracion de 50 UM y en un tiempo de 24 horas.

8.4. Ensayo de formacion de colonias.

Para fortalecer lo observado en los ensayos previos, se opt6 por realizar el ensayo
de formacion de colonias, que evalla la capacidad de las células para sufrir
divisiones "ilimitadas" y formar colonias. En nuestros resultados, se evidencié una
notable reduccién en la formacién de colonias en los tratamientos con aurapteno.
Este efecto fue consistente con lo que se observo en los tratamientos de control

positivo con fulvestrant, un conocido inhibidor del receptor de estrogeno.

El ensayo se llevé a cabo durante 11 dias, administrando dosis de 50 uM de cada
una de las condiciones cada tres dias. Como se ilustra en la figura 14, la
formacion de colonias fue limitada, lo que se refleja también en la gréafica, donde
se observa una disminucion significativa en la cantidad de colonias formadas (Fig.

14). Estos resultados corroboran los hallazgos de los ensayos de MTT y Anexina
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V-FITC, que indican que el tratamiento con aurapteno no solo afecta la viabilidad
celular, sino que también interfiere con la capacidad de las células para entrar en

apoptosis.

Ademas del aurapteno, se probaron otras moléculas, como cumarina, 4-
metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido. A diferencia del aurapteno,
ninguno de estos tratamientos mostré una reduccion significativa en la formacion
de colonias, lo que sugiere que el mecanismo de accion del aurapteno podria
estar relacionado con la inhibicién de vias especificas de sefalizacion celular
cruciales para la proliferacion. Aunque fulvestrant mostré una actividad muy similar
a la del aurapteno, su efecto no fue tan pronunciado. Las otras moléculas, como la
cumarina y la 4-metilumbeliferona, han demostrado propiedades biol6gicas
interesantes, pero en este ensayo no resultaron eficaces para limitar la formacion
de colonias. Por su parte, el 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, aunque es conocido
por su potencial biolégico, tampoco mostr6 un impacto significativo en la

capacidad proliferativa de las células (Fig. 14).
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Fig 14. Ensayo de formacién de colonias. En un ensayo con un A) control inicial y una concentracion
creciente de 0-150 uM en un tiempo de 24 horas, se observan las colonias formadas por células tratadas con
diferentes moléculas: B) aurapteno, C) cumarina, D) 4-metilumbeliferona, E) 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido y
F) fulvestrant. G) La gréafica representa el porcentaje de formacion de colonias en comparacion con el control,
mostrando una notable reduccion en los tratamientos con aurapteno y fulvestrant, mientras que las otras
moléculas no presentan un impacto significativo en la formacion de colonias.

8.5. Expresién de proteinas blancos que se regulan por la cumarinay sus
derivados en el fenbmeno de apoptosis.
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Se desarroll6 la técnica de Western blot para determinar la expresion de proteinas
involucradas en la apoptosis (Bax, caspasa 8 y COX) y en su inhibicién (Bcl-2 y
XIAP), utilizando GAPDH como control de carga. Uno de los principales objetivos
de las terapias contra el cancer es la regulacion de la apoptosis, ya que la
disfuncién en este proceso es una de las causas clave de la ineficacia de las
terapias actuales. Se ha reportado que proteinas como Bcl-2 y XIAP, que son
inhibidores de la apoptosis, juegan un papel importante en este contexto. La
expresion de Bcl-2 y XIAP se redujo en células tratadas con aurapteno, al igual
que en las tratadas con cumarina (Fig. 15 A, C), aunque esta reducciéon no fue
significativa en ninguno de los dos casos. A pesar de ello, la disminucion de las
proteinas antiapoptéticas en respuesta al tratamiento con aurapteno sugiere que
este compuesto podria estar promoviendo la apoptosis en células de cancer de
mama RE+, lo cual se alinea con los datos de viabilidad celular obtenidos en el
ensayo de MTT (Tabla 1). Al reducir la expresion de Bcl-2 y XIAP, el aurapteno
parece desestabilizar el equilibrio entre la supervivencia y la muerte celular,
favoreciendo asi la eliminacion de las células RE+. Dado que la reduccion en la
expresion de Bcl-2 y XIAP no fue significativa en los tratamientos con aurapteno ni

con cumarina, se sugiere reconsiderar su potencial terapéutico en este contexto.
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Fig 15. Determinacion de la expresién de proteinas anti-apoptéticas. A) Determinacion de la expresion de
la proteina antiapoptotica XIAP y su control de carga GAPDH bajo la influencia de diferentes tratamientos, con
las diferentes moléculas a evaluar B) Grafica normalizada de XIAP con la expresion de GAPDH, *** p<0.001.
Gréfica generada con GraphPad Prism 8. C) Determinacion de la expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2
y su control de carga GAPDH bajo la influencia de diferentes tratamientos, con las diferentes moléculas a
evaluar.



Ademas, los resultados indican que el efecto del aurapteno en la regulacion de
estas proteinas podria ser parte de un mecanismo de accidn mas amplio que
involucra la modulacién de vias de sefalizacion asociadas a la proliferacion y la

apoptosis.

El estrés citotoxico en la célula puede inducir la apoptosis, un proceso que
depende de la proteina Bax. La activacion de Bax facilita la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa (MME), lo que, a su vez, desencadena la cascada
de caspasas. Tras el tratamiento con aurapteno, se observé un aumento en la
expresion de Bax (Fig. 16 A), lo que, aunque no fue significativo, sugiere que el

aurapteno podria estar activando una via apoptotica dependiente de esta proteina.

Por otro lado, las proteinas COX y caspasa 8 no mostraron cambios significativos
en su expresion entre los diferentes tratamientos (Fig. 16 C). COX, involucrada en
la produccién de prostaglandinas y en procesos de inflamacién y crecimiento
tumoral, no mostré variaciones que sugirieran modulacién por parte del aurapteno.
De manera similar, la caspasa 8, clave en la via de apoptosis mediada por
receptores, mantuvo niveles estables, o que indica que el aurapteno no activa
directamente esta via. Estos resultados resaltan la especificidad del efecto del
aurapteno sobre la via dependiente de Bax, en contraste con las vias asociadas a
COXy caspasa 8.

En conclusion, el tratamiento con aurapteno sugiere que reduce los niveles de las
proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y XIAP, lo que podria promover la apoptosis al
desestabilizar el equilibrio entre la supervivencia y la muerte celular. Ademas, se
observd un aumento en la expresion de Bax, lo que indica que el mecanismo de
accion del aurapteno esta relacionado con vias apoptéticas dependientes de esta
proteina. Sin embargo, las proteinas COX y caspasa 8 no mostraron cambios en
su expresion, lo que sugiere que el aurapteno actia de manera especifica sin
involucrar estas vias. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que el aurapteno
induce apoptosis en células RE+, destacando la importancia de explorar su

interaccidén con el receptor de estrogeno a (REa) mediante técnicas de docking
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molecular. Esta aproximacion permitira comprender mejor cémo el aurapteno
podria modular las vias de sefalizacion asociadas al REa, abriendo nuevas lineas

de investigacion sobre mecanismos alternativos relevantes para la terapia del

cancer.
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Fig 16. Determinacion de la expresion de proteinas pro- apoptoticas. A) Determinacion de la expresion de
la proteina proapoptotica Bax y su control de carga GAPDH bajo la influencia de diferentes tratamientos, con
las diferentes moléculas a evaluar B) Grafica normalizada de Bax con la expresion de GAPDH, *** p<0.001.
Grafica generada con GraphPad Prism C) Determinacion de la expresion proteinas involucradas en la
cascada de sefializacion de la via apoptotica, como lo son cox y caspasa 8 (cas 8) con su control de carga
correspondiente GAPDH bajo la influencia de diferentes tratamientos, con las diferentes moléculas a evaluar.

8.6. Interaccion de moléculas 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, aurapteno,

cumarinay 4-metilumbelifeorna sobre el REa.

Para predecir y obtener la afinidad de unién y el modo interactivo entre el ligando y
el receptor se caracterizaron a través de herramientas in silico las interacciones de
las diferentes moléculas 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido, aurapteno, Cumarina y
4-metilumbelifeorna con el receptor REa. En este caso se utilizé una estructura
cristalografica obtenido del Protein Data Bank (PDB), la cual contienen el cddigo
1A52. Mediante el uso del software MOE se realiz6 el ensayo de docking
molecular. Como primer paso y ya antes mencionado en la metodologia, se evaluo

al REa con las diferentes moléculas (Fig. 17) y se obtuvieron sus valores de
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afinidad (Tabla 2). Los resultados indican que el aurapteno presenta una afinidad
notable hacia el receptor de estrégeno (Rea), con un valor de E-score de -9.1200,
lo que lo posiciona por encima de otras moléculas analizadas. En comparacion, el
estradiol, que es el sustrato principal de este receptor, muestra un E-score de -
7.2290. Esta diferencia en los valores de escore resalta la capacidad del
aurapteno para interactuar de manera mas efectiva con el Rea. El E-score en
docking molecular es un valor cuantitativo que mide la afinidad de unién entre un
ligando y un receptor, considerando interacciones como las electrostaticas, los
enlaces de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas. Un E-score mas negativo
sugiere una mayor afinidad, lo que implica que el aurapteno tiene un potencial
significativo para unirse al receptor. Especificamente, se identificaron un total de
14 interacciones entre el aurapteno y el receptor, de las cuales dos se producen
en los residuos GLU423 y LYS520, compartiendo estas posiciones con el farmaco
fulvestrant (tabla 2). Todas estas interacciones se localizan en el dominio LBD
(ligand-binding domain), que es el area especifica donde se une el ligando natural.
Utilizamos umbeliprenina (Fig. 17 I, J) en nuestro estudio de docking molecular
debido a su estructura quimica, que es similar a la del aurapteno, aunque presenta
un radical mas grande. Esta diferencia nos permitié investigar si el tamafio del
radical afecta la funcionalidad y la afinidad de unién al receptor de estrégeno alfa
(REa). El analisis reveld un valor de E-score de -8.1289 y un total de ocho
interacciones. Al comparar estas interacciones con las de otras moléculas, como
el aurapteno, observamos que la umbeliprenina resulté en un E-score menor y
menos interacciones. Estos hallazgos sugieren que el radical del aurapteno es
crucial para su actividad, ya que la umbeliprenina no mostré6 resultados
equivalentes. Esto indica que la estructura del aurapteno es clave en el estudio de
la modulacion del REa, lo que podria tener implicaciones significativas en terapias

dirigidas.
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Fig 17. Docking del cristal 1A 52 obtenido de Protein Data Bank vs Moléculas derivadas de la cumarina.
Se muestra el acoplamiento molecular de las diferentes moléculas a tratar A) Se observa la localizacion de la
molécula 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido. B) Se observa un acercamiento de la molécula 2-hidroxi-6-metoxi
benzaldehido con sus residuos. C) Se observa la localizacion de la aurapteno. D) Se observa un acercamiento
de la molécula aurapteno con sus residuos. E) Se observa la localizacion de la cumarina. F) Se observa un
acercamiento de la molécula cumarina con sus residuos. G) Se observa la localizacion de la 4-metil
umbelifeorna. H) Se observa un acercamiento de la molécula 4-metilumbelifeorno con sus residuos. 1) Se
observa la localizacién de la umbeliprenina. J) Se observa un acercamiento de la molécula umbeliprenina con
sus residuos. K) Se observa la localizacion de la fulvestrant. L) Se observa un acercamiento de la molécula
fulvestrant con sus residuos.
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Tabla 2. Afinidad e interacciones de las moléculas con el cristal 1A 52

Valor de afinidad Interacciones con los residuos
Moléculas con el cristal de REa
1A52
Aurapteno -9.1200 ASP426; GLU423; MET427; LYS520;

HIS516; THR460; ASN519; GLU523;
CYS381; TYR526; MET522; GLU380;
LEU384; TRP383;

Umbeliprenina -8.1289 ALA312; ASP484,; HIS488; ALA491,
LEU497; GLN498; GLN500; HIS501

Fulvestrant -8.0655 LYS520; VAL422; GLU423; HIS524,
SER527; MET528; LYS531

4- metilumbeliferona -7.4478 MET437; MET438; ARG503; LEU495;
ARGA434; GLN506;

Estradiol -7.2290 G434; MET437; MET438; ASP473
LEU495; GLN499; GLU502; ARG503;
GLN506

2-hidroxi-6 metoxi -6.1863 LEU354; GLU380; LEU379; VAL376;

benzaldeido TRP383; ILE358

Cumarina -6.3782 TYR331; GLU330; ASN407; ASP332;

PRO333; TYR328;

8.7. Expresién de proteinas blancos referente a la actividad y regulacion del
REa tratadas con cumarinay sus derivados.

El receptor de estrogeno (RE) es una proteina nuclear que regula las respuestas
celulares a los estrogenos, siendo REa y RE las principales isoformas. Funciona
como factor de transcripcién al unirse al ADN en elementos de respuesta a
estrogenos (ERE), lo que influye en la proliferacion, supervivencia y diferenciacion
celular. Su disfuncion estéa asociada con enfermedades como el cancer de mama,
lo que resalta su importancia como objetivo terapéutico y biomarcador en la
investigacion clinica. En el gel de Western blot se observd una banda de

aproximadamente 55 kDa, correspondiente al peso molecular esperado del
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receptor de estrogeno. La intensidad de esta banda fue menor en el grupo tratado
con aurapteno en comparacion con el grupo de control, al igual que con las
moléculas cumarina, 4-metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido; sin
embargo, aurapteno mostré6 una reduccion méas pronunciada (Fig. 18B). Como
control positivo se decidié utilizar fulvestrant, ya que este tiene la capacidad de
degradar el receptor. La reduccién significativa en la banda con aurapteno indica
una posible reduccion de la activacion de la via de sefializacibn mediada por
estrogenos. Este hallazgo es consistente con estudios previos que han
demostrado el papel del receptor de estrégeno en la proliferacion y supervivencia

celular en el cancer de mama.

En algunos contextos, c-Jun ejerce su influencia como un cofactor del receptor de
estrogenos, amplificando su capacidad transcripcional en genes especificos. Este
fendbmeno se ilustra mediante la formacion de un complejo entre c-Jun y el
receptor de estrogenos, que se une a los elementos de respuesta a estrégenos
(ERE) en el ADN, regulando asi la expresiobn de genes asociados con la
proliferacion celular. Al examinar la expresion en el gel, se puede apreciar un
aumento en la presencia de c-Jun en comparacion con moléculas como cumarina,
4-metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido (Fig. 18C). Aunque estas
moléculas muestran patrones de expresion similares entre si, la expresién de c-
Jun parece disminuir notablemente en el control del gel. Este patron sugiere que,
bajo ciertas condiciones, la sobreexpresion de c-Jun podria estar asociada con

una respuesta celular que apunta hacia la apoptosis.

Ademas, se observa que el receptor de estrogenos se encuentra a la baja, lo que
puede explicar por qué c-Jun actda solo en la induccion de la apoptosis y no en
conjunto para la proliferacion con el receptor de estrégenos. Cuando la expresion
del receptor es reducida, c-Jun puede dejar de funcionar como cofactor y, en su
lugar, activar programas celulares que favorecen la muerte celular. Esta
interaccidon especifica entre c-Jun y el receptor de estrogenos (Qi et al, 2004),

puede variar segun las condiciones experimentales, sugiriendo un papel dual de c-
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Jun que, dependiendo del contexto, puede favorecer tanto la supervivencia como

la muerte celular.

Un hallazgo importante fue el aumento en la expresion de GPR30 (Fig. 18E), que,
aunque no alcanzé significancia estadistica, fue notablemente mas alto en
comparacion con el grupo de control y el tratamiento con fulvestrant. Este
incremento sugiere que el tratamiento con aurapteno podria influir en la expresion
del receptor de estrégenos (RE), asi como en la activacidon de vias de sefalizacion
esenciales para la regulacion del crecimiento celular y la apoptosis.

Por otro lado, la HSP90 (Heat Shock Protein 90), que es fundamental para la
estabilidad y funcionalidad del receptor de estrégeno, también muestra una
reduccion significativa en su expresion tras el tratamiento con aurapteno (Fig.
18F). La HSP90 ayuda en el correcto plegamiento y la maduracién del RE,
facilitando su interaccion con los estrégenos y su posterior activacion como factor
de transcripcion. Adicionalmente, la catepsina D, una proteasa lisosomal, se
observa a la baja con el tratamiento de aurapteno (Fig 18G), lo que sugiere que la
disminucién en su expresion podria estar relacionada con la reduccién de la
actividad del receptor de estrégeno. La inhibicion de HSP9O0, al igual que la
disminucién de catepsina D, puede afectar la estabilidad y actividad del RE, lo que
resalta la complejidad de la regulacion del receptor de estrégeno y sus

implicaciones en la terapia del cancer de mama.
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Fig 18. Determinacién de la expresion de proteinas blancos por técnica de Western blot referente a
REa. A) Determinacion de la expresion de las proteinas receptor de estrégeno (RE), C-jun, Catep D y GPR30
con su control de carga GAPDH bajo la influencia de diferentes tratamientos, con las diferentes moléculas a
evaluar. B) Grafica normalizada de REa con la expresion de GAPDH, *** p<0.001. Grafica generada con
GraphPad Prism C) Grafica normalizada de C-Jun con la expresién de GAPDH, *** p<0.001. Grafica generada
con GraphPad Prism D) Grafica normalizada de Catep D con la expresién de GAPDH, *** p<0.001. Gréfica
generada con GraphPad Prism. E) Grafica normalizada de GPR30 con la expresion de GAPDH, *** p<0.001.
F) Determinacion de la expresion de la proteina con su control de carga GAPDH bajo la influencia de
diferentes tratamientos, con las diferentes moléculas a evaluar. G) Grafica normalizada de HSP90 con la
expresion de GAPDH, *** p<0.001.

8.8. Efecto de aurapteno en larelacién de HSP90 y REa.

En el contexto del estudio sobre la influencia del aurapteno en el cancer de mama,
se observd una notable reduccién en la expresion de la proteina Hsp90, un
chaperdén molecular clave en la estabilizacion y funcién del receptor de estrégeno
(RE). Esta observacion se realiz6 mediante la técnica de inmunoprecipitacion, en
la que se utiliz6 un anticuerpo especifico contra el receptor de estrégeno (RE)
como anticuerpo primario. Posteriormente, se afiadié un anticuerpo contra Hsp90
para detectar la interaccion entre estos dos componentes en las muestras tratadas
con aurapteno. Se emple6 PBS como control negativo para asegurar la
especificidad de la union del anticuerpo. Los resultados mostraron que la
intensidad de la banda correspondiente a Hsp90 fue significativamente menor en
el grupo tratado con aurapteno en comparacion con el control negativo (Fig. 19).
La disminucion en la intensidad de la banda de Hsp90 en presencia de aurapteno

sugiere una posible disminucién en la activacion de la via de sefializacién mediada
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por estrogenos. Este resultado concuerda con investigaciones previas que han
establecido el papel crucial del receptor de estrogeno en la proliferacion vy
supervivencia celular en el cancer de mama. La capacidad del aurapteno para
reducir la expresion de Hsp90 vy, potencialmente, la actividad del receptor de
estrogeno subraya su potencial como agente terapéutico en el tratamiento de este
tipo de cancer. Estos hallazgos refuerzan la hipotesis de que la modulacién de la
via de sefializacion estrogeno-dependiente puede ser una estrategia efectiva en la
lucha contra el cancer de mama, destacando el aurapteno como un compuesto

prometedor para investigaciones futuras y aplicaciones clinicas.

A Ctrl Aura PBS B IP HSP90
g s Hm Ctrl
= r
— — 90 kDa § . B
$ 100
B’
I
HSP90 5
< 50
- - e S
a
2 o
Ctrl Aura
Molécula

Fig 19. Determinacion de la inmunoprecipitaciéon para la deteccién de Hsp90 en muestras tratadas con
aurapteno. A) Se observa una reduccion significativa en la intensidad de la banda correspondiente a Hsp90
en el grupo tratado con aurapteno en comparacion con el control negativo (PBS). B) Grafica normalizada de la
inmunoprecipitacién de HSP90 con la expresion de GAPDH, *** p<0.001.

8.9. Fabricacion y determinacion de tamafio de nanoliposomas.

Se realizé un estudio comparativo para medir el tamafio y la distribucion de dos
tipos de nanoliposomas preparados con diferentes proporciones de fosfatidil
etanolamina y fosfatidil colina, utilizando el analizador de tamafio de particulas
Nanotrac. Los nanoliposomas fueron preparados de acuerdo con los métodos
descritos en la seccion de metodologia. Los resultados revelaron que los
nanoliposomas preparados con una composicion de fosfatidil etanolamina al 30%

y fosfatidil colina al 70% presentaron un tamafio promedio de aproximadamente
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75.80 nm, con un 95% de las particulas en este rango. Por otro lado, los
nanoliposomas preparados con una composicion de fosfatidil colina al 30% vy
fosfatidil etanolamina al 70% mostraron un tamafio promedio de alrededor de
257.90 nm, excediendo significativamente el tamafio deseado para ser

considerados nanoliposomas.

La distribucion de tamafio de las particulas para ambos tipos de nanoliposomas
mostré una distribucion estrecha y homogénea, con la mayoria de las particulas
ubicadas en un rango estrecho alrededor de los valores promedio respectivos. Sin
embargo, en el caso de la composicién con fosfatidil colina al 30% y fosfatidil
etanolamina al 70%, el tamafio excedio el rango deseado para nanoliposomas, lo
que sugiere una necesidad de ajustar la proporcion de los componentes lipidicos.
Ademas, el andlisis del potencial zeta mostré6 que los nanoliposomas con una
composicién de fosfatidil etanolamina al 30% y fosfatidil colina al 70% tenian un
potencial zeta de 200 mV, lo que sugiere una repulsion entre las particulas y una

mejor distribucion (Fig. 20 A).
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Fig 20. Determinacion del tamafio de los nanoliposmas a concentraciones PC 70% - PE 30% y PC 30%
- PE70%. A) Se observa la grafica que arroja el equipo NANOTRAC Wave Il / Zeta donde podemos ver los
percentiles de cada tamafio que tiene nuestra poblacion en condiciones de PC70% y PE30%. B) Se observa
la gréfica que arroja el equipo NANOTRAC Wave |l / Zeta donde podemos ver los percentiles de cada tamafio
que tiene nuestra poblacion en condiciones de PC30% y PE70%. C) Esquema representativo de
nanoliposomas cargados con aurapteno, con condiciones del panel A.
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Estos resultados resaltan las diferencias en el tamafio y la eficiencia de
encapsulacién entre los nanoliposomas preparados con diferentes proporciones

de fosfatidil etanolamina y fosfatidil colina.

La caracterizacion de los nanoliposomas se realiz6 utilizando microscopia
electronica de transmision (TEM), lo que permiti6 observar su morfologia y
estructura a nivel nanométrico. Las imagenes obtenidas revelan que los
nanoliposomas presentan una forma esférica uniforme, lo cual es un indicativo de

la correcta formacion de la bicapa lipidica.

El analisis mostré un tamafio promedio de aproximadamente 100 nm (Fig. 21), lo
que es Optimo para aplicaciones de entrega de farmacos. La distribucion
homogénea de los nanoliposomas en las imagenes sugiere que el proceso de
fabricacion fue exitoso y que se logré una formulacidon consistente, lo cual es
esencial para garantizar una entrega eficaz y controlada del contenido en

tratamientos terapéuticos.
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Fig 21. Caracterizacion estructural de los nanoliposomas por microscopia electrénica de transmision
(TEM). A) Muestra la morfologia esférica y la disposicion de la bicapa lipidica, con un tamafio promedio de
aproximadamente 100 nm. B) Muestra una morfologia similar en un area diferente, evidenciando
caracteristicas consistentes en la estructura de la bicapa lipidica.
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Ademas, se realiz6 un ensayo cargando los nanoliposomas con la molécula de
aurapteno y se llevo a cabo un ensayo de MTT para evaluar la viabilidad celular.
En este experimento, se observo una reduccion de la viabilidad celular con una
concentracion del 25% de nanoliposomas cargados. El valor del Clso sin
nanoliposomas se establecié en 50 uM, lo que indica que a esta concentracion se
produce una reduccion del 50% en la viabilidad celular. Para estimar la carga de
aurapteno en los nanoliposomas, se realizé un analisis comparativo utilizando las
graficas de viabilidad celular. Al aplicar el 25% de nanoliposomas cargados, se
observé que la reduccion en la viabilidad celular equivalia a la que se lograria con
aproximadamente 12.5 uM de aurapteno, lo que representa la mitad del Cls,. Este
calculo se fundamenta en la relacion entre la concentracion total de aurapteno en
los nanoliposomas y el efecto observado sobre la viabilidad celular. Este enfoque
demostré que, aunque la concentracion de aurapteno en los nanoliposomas es
inferior a la del Cls, (Fig. 22), su formulacion en nanoliposomas permite un efecto
citotoxico significativo. Los resultados sugieren que los nanoliposomas tienen un

gran potencial como vehiculos para mejorar la entrega de aurapteno.
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Figura 22. Efecto de los nanoliposomas cargados en la viabilidad celular. Se observd una reduccion
significativa en la viabilidad celular al aplicar un 25% de nanoliposomas, equivalente a aproximadamente 12.5
UM de aurapteno, la mitad del Cls, (50 uM). Estos resultados sugieren que los nanoliposomas son efectivos
como vehiculos para mejorar la entrega de aurapteno, generando un efecto citotdxico significativo.
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9. Discusion de resultados.

La evaluacién de la viabilidad celular es un pardmetro crucial en la investigacion,
ya que permite determinar el efecto de diversas moléculas y calcular el valor de
Clso. En este estudio, se analizaron los efectos de varias moléculas, incluyendo
cumarina, 4-metilumbeliferona, aurapteno y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido,
sobre la viabilidad celular en la linea celular MCF-7. Los resultados indican que a
medida que aumenta la concentracibn de estas moléculas, se observa una
disminucién en el porcentaje de células viables. Este efecto es especialmente
notable en el caso del aurapteno, que muestra un decremento mas pronunciado
en la viabilidad celular en comparaciéon con las otras moléculas analizadas. Estos
hallazgos subrayan la eficacia del aurapteno como agente citotdxico en la linea
celular MCF-7. Los resultados de MTT nos arrojan un Cls, en aurapteno de 50.79
UM; esta cantidad es la mas baja entre las moléculas y causa un efecto citotoxico
mas potente, comporado con cumarina 91.86 uM, 4 metil umbeliferona 73.21 uM y
2 hidroxi 6-metoxi benzaldehido 64.02 uM. Este efecto esta relacionado con los
cambios en la morfologia de las células MCF-7, las cuales en observacion
microscoépica las células tratadas con 50 uM de aurapteno revelan cambios
significativos en su morfologia en comparacion con el control y los tratamientos
con las otras moleculas. Las células tratadas con aurapteno mostraron una
disminucién en su tamafio y una morfologia mas redondeada, ademas de una
menor densidad de confluencia celular, lo que sugiere un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento celular. Este cambio en la morfologia es consistente con la induccién
de apoptosis, ya que las células tumorales suelen exhibir alteraciones
morfoldgicas caracteristicas durante este proceso, como la pérdida de adherencia
celular y la formacion de racimos opacos (Saraste & Pulkki, 2000). En contraste,
las ceélulas tratadas con cumarina, 4-metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi
benzaldehido mostraron una morfologia similar al control, con algunos cambios
minimos en areas especificas, como células redondeadas. Este hallazgo sugiere

que estos compuestos podrian tener efectos menos evidentes en la morfologia
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celular en comparacién con el aurapteno. El uso del fulvestrant como control
positivo proporciona una comparacion relevante, ya que este farmaco actia
bloqueando los receptores de estrogeno, lo que inhibe la sefalizacion de
estrogeno y puede inducir cambios en la morfologia celular similares a los
observados con el aurapteno. La observacion de una menor poblacién de células y
una morfologia redondeada en las células tratadas con fulvestrant respalda la
hipétesis de que el aurapteno puede tener un efecto similar en la induccion de
apoptosis en células MCF-7 (Fig. 12 A y F). En conjunto, estos resultados
microscopicos apoyan los hallazgos anteriores sobre la capacidad del aurapteno
para inhibir el crecimiento celular y sugieren su potencial como agente terapéutico
para el cancer de mama. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para
comprender completamente los mecanismos subyacentes y validar estos

hallazgos antes de considerar su aplicacion clinica.

El ensayo de formacion de colonias es un indicador importante de la capacidad
proliferativa de las células y su sensibilidad a los tratamientos farmacolégicos. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran una reduccion significativa en la
formacion de colonias en las células tratadas con aurapteno, lo cual es consistente
con los hallazgos de los ensayos de viabilidad celular y apoptosis (Fig. 11, Fig.
13). Este efecto inhibidor en la formacion de colonias también se observé en el
grupo de control positivo tratado con fulvestrant, lo que respalda ain mas la
eficacia del aurapteno en la inhibicion del crecimiento celular. Estos hallazgos son
consistentes con estudios previos que han demostrado el efecto inhibidor del
aurapteno en diferentes tipos de células cancerosas, incluidas las células de
cancer de mama, por ejemplo, un estudio de Yu et al. (2017) encontré que el
aurapteno reduce la proliferacion celular y promueve la apoptosis en células de
cancer de mama in vitro. Ademas, un estudio de Wang et al. (2019) mostr6 que el
aurapteno inhibe la formacion de colonias y la migracion de células de cancer de
mama mediante la regulacion de vias de sefalizacion clave. Estos resultados
respaldan la hipotesis de que el aurapteno ejerce efectos antitumorales

significativos en las células de cancer de mama, tanto en términos de viabilidad
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celular como de capacidad para formar colonias. Sin embargo, es importante
destacar que se necesitan estudios adicionales para comprender completamente
los mecanismos subyacentes y la selectividad del aurapteno hacia las células
cancerosas. Ademas, los ensayos in vivo son necesarios para validar estos
hallazgos en un entorno mas relevante para el cancer. En resumen, estos
resultados sugieren que el aurapteno tiene un potencial terapéutico como agente

contra el cancer de mama y justifican futuras investigaciones en este campo.

Los resultados obtenidos indican que el aurapteno induce significativamente la
apoptosis en células tumorales en comparacion con otros compuestos como
cumarina, 4-metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxi benzaldehido. La apoptosis es
un mecanismo crucial para eliminar células anormales o dafiadas en el cuerpo, y
su induccién selectiva es un objetivo importante en el tratamiento del cancer. El
proceso de apoptosis inducido por aurapteno se caracteriza por una mayor
proporcion de células en las fases de apoptosis temprana y tardia, lo que sugiere
una activacion efectiva de la via apoptética. La translocacién de la proteina BAX a
las mitocondrias y la liberacion del citocromo C al citoplasma son eventos clave en
la cascada de sefializacion apoptética, y los resultados obtenidos en este estudio
indican que el aurapteno probablemente actle sobre estas vias para inducir la
apoptosis en las células tumorales (Cosentino et al., 2022). Ademas, el ensayo de
anexinaV-FITC y yoduro de propidio proporciona una evaluacion precisa de la
apoptosis, permitiendo distinguir entre apoptosis temprana y tardia, lo que
proporciona una comprensiéon mas detallada de los efectos del aurapteno en las
células tumorales. Estos hallazgos son prometedores y sugieren que el aurapteno
podria ser un candidato potencial para el desarrollo de terapias contra el cancer de
mama. No obstante, se requieren estudios adicionales para confirmar estos
resultados y profundizar en la comprension de los mecanismos moleculares que
intervienen en la induccion de la apoptosis por parte del aurapteno. Es importante
destacar que, en un estudio previo (Pulido-Capiz et al. 2024), se evalu6 el efecto
del aurapteno en células de cancer de mama triple negativo (TNBC) y no se

observaron resultados similares, lo que indica una selectividad del aurapteno hacia
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células receptoras de estrogeno positivas. Esto resalta la necesidad de investigar
mas a fondo la selectividad y toxicidad del aurapteno hacia las células tumorales
en comparacion con las células normales, antes de considerar su aplicacion

clinica como tratamiento contra el cAncer de mama.

El analisis mediante Western blot para evaluar la expresion de proteinas clave en
la apoptosis y proliferacion celular ofrece informacién crucial sobre los efectos del
tratamiento con aurapteno en las vias de sefializacion celular. Se observé una
disminucion en la expresion de las proteinas antiapoptéticas BCL-2 y XIAP (Fig.
15) en las células tratadas con aurapteno y Cuma, aunque esta reduccion no fue
significativa. Este resultado es consistente con los datos de viabilidad celular
obtenidos en los ensayos de MTT (Fig. 11). Estos hallazgos coinciden con
estudios previos que indican que el aurapteno induce apoptosis en células
cancerosas mediante la inhibicion de proteinas antiapoptéticas como BCL-2 y
XIAP (Li et al., 2019; Yao et al., 2020).

Ademas, se observd una sobreexpresion de la proteina proapoptética BAX en las
células tratadas con aurapteno, aunque sin alcanzar significancia estadistica. Esto
sugiere que el aurapteno podria estar promoviendo la apoptosis a través de una
via dependiente de BAX. Este hallazgo destaca el papel crucial de BAX en los
mecanismos de muerte celular inducidos por aurapteno, lo que sugiere que el
compuesto podria activar una cascada de sefializacion apoptoética que favorezca
la eliminacién celular. Estos resultados son consistentes con investigaciones
previas que demuestran que el aurapteno induce apoptosis a través de diversas
vias, incluidas las dependientes de BAX (Li et al., 2019; Yao et al., 2020).

En conjunto, estos resultados respaldan la eficacia del aurapteno como agente
antitumoral, al influir en multiples vias de sefalizacion celular que regulan tanto la
apoptosis como la proliferacién celular. La validacion de estos hallazgos en
modelos in vivo sera esencial para evaluar el potencial terapéutico del aurapteno
en el tratamiento del cancer de mama. En resumen, estos resultados proporcionan
una base sodlida para futuras investigaciones sobre el aurapteno como posible

agente terapéutico en el tratamiento del cancer de mama.
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Las herramientas in silico son cruciales en la investigacion biomédica, permitiendo
predecir y comprender interacciones moleculares sin necesidad de experimentos
costosos y laboriosos. Estudios previos, como el de (Gong et al.,, 2012), han
demostrado su eficacia en el disefio de farmacos y la comprension de procesos
biolégicos complejos. Estas herramientas, como el software MOE utilizado en este
estudio, ofrecen una perspectiva detallada de las interacciones entre moléculas y
receptores, acelerando el desarrollo de tratamientos y proporcionando informacion
vital para la investigacion biomédica. En este estudio, se utilizé el software MOE
para realizar ensayos de docking molecular entre el receptor REa y diferentes
moléculas, incluyendo 2-Hidroxi-6-metoxibenzaldedo, Aurapteno, Cumarina y 4-
Metil umbelifeorna. Los resultados muestran que el aurapteno presenta una mayor
afinidad con el receptor REa en comparacion con las otras moléculas evaluadas, e
incluso supera la afinidad del estradiol, que es el sustrato principal del receptor de
estrogeno. Esta observacion es especialmente relevante ya que el estradiol es una
molécula clave en la regulacion de procesos biolégicos importantes, como el
crecimiento y la diferenciaciéon celular. La mayor afinidad del aurapteno sugiere su
potencial como un posible modulador del receptor de estrogeno. Ademas, se
destaca la importancia de considerar la ubicacién y el nimero de interacciones
entre el ligando y el receptor. En este caso, se observa que las interacciones del
aurapteno con el receptor REa se encuentran principalmente en el dominio LBD
(dominio de unién al ligando), que es el sitio de interaccion con el ligando natural.
Esta coincidencia en la ubicacién de las interacciones refuerza la hipétesis de que
el aurapteno podria actuar como un agonista o0 antagonista del receptor de
estrogeno, dependiendo de su mecanismo de accion especifico. En resumen,
estos resultados sugieren que el aurapteno es un candidato prometedor para
futuros estudios como posible modulador del receptor de estrégeno, lo que podria
tener implicaciones significativas en el tratamiento y la prevencién de
enfermedades relacionadas con el sistema endocrino, como el cancer de mama.

Los resultados obtenidos en el estudio revelan importantes hallazgos sobre la
regulacion del receptor de estrégeno (RE) y su interaccion con c-Jun, asi como el

efecto de diferentes compuestos en esta dinamica. El tratamiento con aurapteno,
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cumarina, 4-metilumbeliferona y 2-hidroxi-6-metoxibenzaldeido condujo a una
disminucién en la intensidad de la banda correspondiente al RE en comparacion
con el grupo de control. Especificamente, se observé que aurapteno indujo una
reduccion mas pronunciada en la intensidad de la banda del RE en comparacion
con las otras moléculas evaluadas. Este efecto podria indicar un posible
mecanismo de accion de aurapteno sobre la actividad del RE, lo que podria tener
implicaciones importantes en la regulacion de la via de sefalizacion mediada por
estrogenos. La inclusion de fulvestrant como control positivo, debido a su
capacidad conocida para degradar el RE, refuerza la interpretacion de los
resultados obtenidos. La reduccion en la intensidad de la banda del RE en
presencia de aurapteno sugiere un posible efecto similar al observado con
fulvestrant, lo que podria implicar un mecanismo de accion compartido entre estos
compuestos en la regulacion del RE. Ademas, se observé un aumento en la
presencia de c-Jun en el gel en comparacion con las moléculas evaluadas, lo que
sugiere una posible interaccion entre c-Jun y el RE en la regulacion de la
expresion génica asociada con la proliferacion celular. Sin embargo, se destaco
una disminucién notable en la expresion de c-Jun en el grupo de control, lo que
podria indicar una regulacioén diferencial de c-Jun en presencia de los compuestos
evaluados. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han
demostrado la importancia del RE y c-Jun en la regulacién de la proliferacion
celular y la via de sefalizacibn mediada por estrogenos en el cancer de mama.
Adicionalmente, se observé una reduccién en la expresion de catepsina D y
HSP90 en las células tratadas con aurapteno, que, aunque no es significativo
sugiere una posible accion de aurapteno. Catepsina D es una proteina que se
deriva de la activacion del RE y esta involucrada en la degradacién de proteinas y
en la respuesta inmune. Adicionalmente, el tratamiento con aurapteno mostré
visiblemente la expresién de GPR30 en comparacion con el grupo de control y el
tratamiento con fulvestrant. Este incremento en GPR30 sugiere que aurapteno
podria estar modulando la actividad del RE de una manera que refuerza los
hallazgos anteriores. La evidencia sugiere que aurapteno no solo afecta la

expresion del RE, sino que también puede influir en la interaccion entre el RE y
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otros factores de transcripcion como c-Jun, lo que subraya la complejidad de las
vias de sefalizacion mediadas por estrogenos. La disminucion de catepsina D
podria estar relacionada con la modulacion de procesos de degradacion celular y
sefalizacion, lo que podria afectar la homeostasis celular y contribuir a la
induccion de apoptosis. La reduccién de HSP90, una chaperona importante para
la estabilidad de diversas proteinas, sugiere que el aurapteno puede influir en la
homeostasis proteica y en la respuesta al estrés celular. Estos hallazgos
complementan la idea de que el aurapteno no solo afecta al RE y a c-Jun, sino
que también modula otras vias y proteinas clave en la regulacién de la apoptosis y

la supervivencia celular.

Los resultados obtenidos en este estudio comparativo proporcionan informacion
valiosa sobre la caracterizacion y el potencial de aplicacion de nanoliposomas

preparados con diferentes proporciones de fosfatidil etanolamina y fosfatidil colina.

En primer lugar, los datos de tamafio y distribucion de tamafio de los
nanoliposomas revelan diferencias significativas dependiendo de la composicion
lipidica utilizada en su preparaciéon. Los nanoliposomas con una composicion de
fosfatidil etanolamina al 30% y fosfatidil colina al 70% mostraron un tamafo
promedio mas pequefio y una distribucion de tamafio mas homogénea en
comparacién con aquellos preparados con fosfatidil colina al 30% vy fosfatidil
etanolamina al 70%. Esta discrepancia en el tamafio podria atribuirse a las
propiedades fisico-quimicas de los lipidos utilizados y su influencia en la estructura
y estabilidad de los nanoliposomas. La baja distribucion de tamafio observada en
ambos tipos de nanoliposomas indica una uniformidad en el tamafo de las
particulas en cada muestra, lo que es un aspecto positivo para su aplicacién en la
entrega de farmacos. Sin embargo, es importante destacar que los nanoliposomas
con una composicion de fosfatidil colina al 30% y fosfatidil etanolamina al 70%
excedieron el tamafio deseado para nanoliposomas, lo que sugiere la necesidad
de ajustar la proporcion de los componentes lipidicos para optimizar sus

propiedades. El analisis del potencial zeta proporciona informacién adicional sobre

71



la estabilidad coloidal de los nanoliposomas. El potencial zeta de 200 mV
observado en los nanoliposomas con una composicion de fosfatidil etanolamina al
30% vy fosfatidil colina al 70% sugiere una repulsién entre las particulas y una
mejor distribucion en la solucion, lo que podria mejorar su estabilidad y capacidad
de dispersion. Esta repulsion electrostéatica entre los nanoliposomas, facilitada por
las cargas de los fosfolipidos, no solo contribuye a la estabilidad de la formulacion,

sino que también favorece un encapsulamiento eficiente del aurapteno.

Ademas, la carga positiva en la superficie de los nanoliposomas, que se debe al
uso de fosfatidil etanolamina, es deseada para mejorar la incorporacion a la
membrana celular. Esta caracteristica facilita la interaccion con las membranas de
las células objetivo, aumentando la eficacia de la entrega del farmaco. Asi, la
combinacion de estabilidad y carga superficial adecuada hace que estos

nanoliposomas sean prometedores para aplicaciones farmacologicas.

El aurapteno, al ser una molécula lipofilica, se integra eficazmente en el nicleo de
los nanoliposomas, especificamente entre las colas hidrofébicas de los &cidos
grasos de los fosfolipidos. Esta ubicacion permite que el farmaco esté bien
protegido y retenido dentro de la estructura lipidica, facilitando una liberacion

controlada en entornos biolégicos.

Ademas, los resultados del ensayo de carga de aurapteno en los nanoliposomas y
el ensayo de MTT indican un efecto significativo en la viabilidad celular, que se
observa reducida, lo que sugiere que los nanoliposomas podrian ser vehiculos
eficaces para la entrega de esta molécula. La estimacion de una carga
aproximada de 12.5 uM de aurapteno en los nanoliposomas resalta su capacidad
para encapsular y liberar eficientemente el farmaco, lo que podria tener

importantes implicaciones en aplicaciones terapéuticas.

En conjunto, estos hallazgos subrayan la relevancia de la composicion lipidica en

la preparacién de nanoliposomas y su impacto en las propiedades fisicas y
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funcionales del sistema. La eleccion de lipidos adecuados podria optimizar la
estabilidad y la liberacién controlada del farmaco, maximizando asi su eficacia
terapéutica. Por tanto, los nanoliposomas elaborados con la formulacion optima
tienen el potencial de ser utilizados como sistemas de entrega de farmacos en
diversas aplicaciones biomédicas, especialmente en la terapia contra el cancer.

Sin embargo, es crucial llevar a cabo investigaciones adicionales para optimizar la
formulacion y evaluar su eficacia en modelos in vivo, asi como para investigar
posibles efectos secundarios y la biodisponibilidad del aurapteno en contextos

clinicos antes de considerar su aplicacién en pacientes.
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Fig 23. Resumen grafico de los resultados obtenidos con aurapteno. Se muestra la disminucion
significativa en la viabilidad celular de la linea celular MCF-7, correlacionada con la baja de proteinas
involucradas en la apoptosis, como BAX y Bcl-2. Ademds, se ilustra la interaccién del aurapteno con el
receptor de estrogeno, sugiriendo un posible mecanismo de accidén a través de la regulacion de la via de
sefializacion estrogénica. Se destaca también el potencial del aurapteno, encapsulado en nanoliposomas,
como vehiculo para una liberacién controlada y eficaz del farmaco.
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En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio proporcionan una
comprension detallada de los efectos del aurapteno y otros compuestos en la
viabilidad celular, morfologia celular, formacion de colonias y vias de sefializacion
molecular en células de cancer de mama. Los hallazgos indican que el aurapteno
exhibe un potente efecto citotdxico, induciendo apoptosis y afectando mdltiples
vias de sefalizacion celular, lo que sugiere su potencial como agente terapéutico
contra el cancer de mama. Ademas, el analisis de docking molecular sugiere que
el aurapteno podria actuar como un modulador del receptor de estrégeno, lo que
podria tener implicaciones importantes en el tratamiento del cAncer de mama. Por
otro lado, los nanoliposomas cargados con aurapteno muestran una capacidad
prometedora como vehiculos de administracion de farmacos. Sin embargo, se
requieren mas estudios para validar estos hallazgos, entender completamente los
mecanismos subyacentes y evaluar la eficacia de estos compuestos y sistemas de
administracion en modelos in vivo antes de considerar su aplicacion clinica como
tratamiento contra el cancer de mama. En resumen, este estudio proporciona una
base sélida para futuras investigaciones sobre el aurapteno, un compuesto
bioactivo que ha mostrado potencial en la induccién de apoptosis en células
cancerosas, asi como sobre otros compuestos similares como posibles terapias
contra el cancer de mama. Ademas, resalta la importancia de la investigacion
continua en este campo para mejorar las opciones terapéuticas disponibles y
explorar la eficacia del aurapteno en diferentes contextos y combinaciones de

tratamiento.

11. Logros Alcanzados.

11.1. Participacion en patente.
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PATENTES
COORDINACION DEPARTAMENTAL DE EXAMEN DE
FOR M
Cenificado de acuse de Expediente de Patente MX/a/2024/006501
recibo registra;
M, 2024/037190
Asunto: Se informa resultado del examen de forma,
Ciudad de Meéxico, a 3 de junio de 2024,
Narciso FLORES ROMERO MNo. Folio: 48682
Apoderado de

UNIVERSIDAD AUTONOMA, DE BAJA CALIFORNIA,
SAN VICENTE 97

EL REFUGIO

2440, TECATE, Baja California Norte, México

REF: Se da acuse de recibo a su Solicitud

En términos de lo dispuesto por el articule 106 de la Ley Federal de Proteccien a la Propiedad
Industrial y articules 18, 19 v 26 del Acuerdo por el que se establecen lineamientos en materia de
servicios electronicos del Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial; se tiene por satisfecho el
examen de forma al haber cumplido con lo dispuesto por la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad
Industrial v el Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial, aplicable a la Ley Federal de
Proteccién a la Propiedad Industrial en términos de lo dispueste por el articulo Cuarte Transitorio
del DECRETO por el que se expide la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial y se abroga
la Ley de la Propiedad Industrial publicado en el Diario Oficial de la Federacién del dia 01 de julic de
2020,

Peor lo anterior, de conformidad con los articulos 107 v 108 de la Ley Federal de Proteccién a la
Propiedad Industrial; articulos 39 v 40 del Reglamento de la Ley de |la Propiedad Industrial y articulo
9 del Acuerdo por el gue se establecen los plazos de respuesta a diversos tramites ante el Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial, unavez aprobado el exarmen de forma, la publicacién en Gaceta
de la presente solicitud de patente en trdmite, tendra lugar después del vencimiento del plazo de
18 meses, contado a partir de la fecha de presentacién de la solicitud de patente, o en su caso, de
pricridad reconoccida, la cual contendra los datos bibliogréficos comprendidos en la solicitud
presentada, el resumen de la invencion y, en su caso, el dibujo mas ilustrativo de la misma o la
formula guimica que mejor la caracterice.

No obstante, el penditimo pérrafo del articulo 107 de |a Ley Federal de Proteccién a la Propiedad
Industrial; artfculo 40 del Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial v 10 del Acuerdo por el
que se establecen los plazos de respuesta a diversos tramites ante el Institute Mexicano de la
Propiedad Industrial, prevén que a peticion del solicitante mediante escrito, la solicitud de patente

MX}/2024/48682

2C24

- Felipe Carrillo
PUERTO
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SOLICITUD Solicitud_000176456_28_05_2024.pdf 499.46 KB 4
COMPROBANTE DE PAGO Pago.pdf 22.51 KB 1
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La presente solicitud se recibe en témmines del Acuerdo por el que se establecen Eneamientos en materia de servicios electrinicos del
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial; por lo tanto, previa a su presentacion, e usuario acaptd bo siguienta:

|- Que el trémite se efectie, desde su inicio hasta su conclusion, a fravés de medios de comunicacion electranica:

II.- Bajo protesta de decir verdad, que revisd en la vista previa la informacian capturada y los anexos a la solicitud y que éstos son
cormectos, asi mismo que, una vez concluido el proceso, no podria editar o variar ka informacion o sus anexos;

Ill.- Bajo protesta de decir verdad, indicd que la informacion capturada es cierta;

IV.- Consultar su tablero, al mencs, los dias quinca y dtimo de cada mes, o bien, el dia habd siguiente si alguno de éstos fuere inhabil y que,
en caso de no hacedo, la notificacidn se tendria por hecha el dia habil siguiente a bos dias quince y Gltimo de cada mes, y

V.- Dar aviso por escrilo, a través del correo electrénico buzon@impd,gob,mex, a la Direccidn Divisional de Patentes, dentro de los tres dias
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copla Integra e inalterada del decumento impreso; gue se encuentren digitalizados en formate POF (Portable Document Format), y que los
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Abstract: Approximately 80% of breast cancer (BC) cases are estrogen receptor positive (ER+) and
sensitive to hormone treatment; Tamoxifen is a prodrug, and its main plasmatic active metabolites
are 4-hydroxytamoxifen (4-OH Tam) and endoxifen. Despite the effectiveness of tamoxifen therapy,
resistance can be developed. An increment in eukaryotic initiation factor-4A complex (elF4A)
activity can result in tamoxifen-resistant tumor cells. For this work, we developed a cell variant
resistant to 4-OH Tam and endoxifen, denominated MCF-7V2"E; then, the aim of this research was to
reverse the acquired resistance of this variant to tamoxifen metabolites by incorporating the natural
compound auraptene. Combination treatments of tamoxifen derivatives and auraptene successfully
sensitized the chemoresistant MCF-7"2"E, Our data suggest a dual regulation of eIF4A and ER by
auraptene. Joint treatments of 4-OH Tam and endoxifen with auraptene identified a novel focus for
chemoresistance disruption. Synergy was observed using the auraptene molecule and tamoxifen-
derived metabolites, which induced a sensitization in MCE-7¥2"E cells and ER« parental cells that
was not observed in triple-negative breast cancer cells (TNBC). Our results suggest a synergistic effect
between auraptene and tamoxifen metabolites in a resistant ER+ breast cancer model, which could
represent the first step to achieving a pharmacologic strategy.

Keywords: auraptene; breast cancer; estrogen receptor; resistance; eukaryotic initiation factor-4A
complex

1. Introduction

Breast cancer (BC) is a heterogeneous disease classified into the following molecular
subtypes: estrogen receptor positive « (ER«), epidermal growth factor receptor 2 positive
(HER2+), and triple negative (TNBC) [1]. Approximately 80% of BC cases are estrogen
receptor positive (ER+) [1]. One of the most widely used drugs for the treatment of BC
ER+ is tamoxifen, a selective ER modulator that competes with its natural ligand, estradiol
(E2), an estrogen hormone playing a critical role in breast tissue growth, development,
and function [2]. Tamoxifen is classified as a prodrug due to its transformation into active
metabolites upon metabolism. These metabolites include N-desmethyltamoxifen (NMD), 4-
hydroxy-N-desmethyltamoxifen (endoxifen), and 4-hydroxytamoxifen (4-OH Tam), which
exhibit significantly 30 to 100 times greater affinity for ER compared to tamoxifen itself [3].

Pharmaceutics 2024, 16,1179, https:/ /doi.org /10.3390/pharmaceutics 16091179
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11.3. Proyeccién de resultados para publicar un articulo de investigacion original.

Breast cancer is the second most frequently diagnosed cancer worldwide and the
fifth leading cause of death from neoplastic diseases. This disease is characterized
by the heterogeneity in the growth and survival of mammary epithelial cells,
classified according to the presence of hormone receptors, such as estrogen
receptor alpha (ERa+), as well as subtypes like luminal A, luminal B, HER2+, and
triple-negative (TNBC). Recent data have shown that various coumarins inhibit cell
proliferation, migration, and angiogenesis in breast cancer cell lines, suggesting
their potential as complementary treatments. In our research, we evaluated the
therapeutic effect of coumarin and two of its derivatives, 2-hydroxy-6-
methoxybenzaldehyde and 4-methylumbelliferone, as well as aurapteno, in a
cellular model of ER+ breast cancer (MCF-7). Additionally, a molecular docking
study was conducted to analyze the interaction between aurapteno and the
estrogen receptor. The docking results indicated that aurapteno has a high affinity
for the receptor, suggesting that its therapeutic action may be mediated through
this interaction. Techniques were employed to assess cell viability, and the
expression of proteins involved in proliferation and apoptosis was analyzed using
Western Blot (WB). Furthermore, nanoliposomes were developed to encapsulate
aurapteno, allowing for controlled release and increased bioavailability of the drug.
The results showed that aurapteno significantly reduces cell viability and
modulates proteins related to apoptosis. These findings underscore the potential of
aurapteno in breast cancer management and suggest that formulation in
nanoliposomes could enhance treatment efficacy by optimizing the delivery of the
molecule. In conclusion, the prenyl group in the structure of aurapteno is crucial for
its therapeutic activity, as it facilitates interaction with the estrogen receptor and
enhances its effects on apoptosis induction. Preserving this structural feature is
essential to maximize its efficacy in breast cancer treatment. However, further
research is needed to validate these findings and determine the long-term safety of
this therapeutic strategy.
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@ solicitud de Patente Normal

@)

Solicitud de Registro de Modelo de Utilidad
O solicitud de Registro de Disefio Industrial
Especifique cual:

O Modelo Industrial (O Dibujo Industrial

Expediente: MX/a/2024/006501
ID Solicitud: 176456
Fecha: 28/05/2024 09:39:37

Datos del (de los) solicitante(s)

Personas fisicas

Personas morales

CURP:

RFC: UAE5702287S5

Nombre(s):

Denominacién o razén social:

Primer apellido:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

Segundo apellido:

Nacionalidad:

Nacionalidad: MEXICO

Teléfono (Lada, NUmero, Extensidn):

Teléfono (Lada, Numero, Extension):
6865518238, Ext. 33170

Correo electrénico:

Correo electrénico: opi@uabc.edu.mx

O Continta en anexo

@® contintia en anexo

N
\J

> IMPI

{r‘K
W)

MEXICO @CONAMER

PRESIDENCIA DE LA REPUBLICA

Contacto:

Arenal # 550, Pueblo Santa Maria Tepepan, Xochimilco, 16020, Ciudad de México.

Teléfono: 55-53-34-07-00 en la Ciudad de México y area metropolitana, del interior de la Republica sin
costo para el usuario 800-570-59-90.

Correo electrénico: buzon@impi.gob.mx
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Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial

Domicilio del (de los) solicitante(s)

Cédigo postal: 21100

Calle: AVENIDA ALVARO OBREGON

Numero exterior: SN Numero interior:

Colonia: NUEVA

Municipio o delegacién: MEXICALI Localidad:
Estado o entidad federativa: BAJA CALIFORNIA Entre calles:
Pais: MEXICO

Datos del (de los) inventor(es) /disefiador(es)

CURP: GAGV830918HMCRNC04

Nombre(s): Victor Guadalupe

Primer apellido: GARCIA

Segundo apellido: GONZALEZ

Nacionalidad: MEXICO

Teléfono (Lada, Numero, Extension):
6862489106

Correo electrénico: vgarciab2@uabc.edu.mx @® Continda en anexo

Domicilio del (de los) inventor(es)/disefiador(es)

Codigo postal: 21180

Calle: AV PARIS

Numero exterior: 218 NUmero interior:

Colonia: VILLAFONTANA

Municipio o delegacién: MEXICALI Localidad:

Estado o entidad federativa: BAJA CALIFORNIA Entre calles:

Pais: MEXICO

Contacto:
> Arenal # 550, Pueblo Santa Maria Tepepan, Xochimilco, 16020, Ciudad de México
M E x I C O @CON AMER Fé,; IMPI  Teléfono: 55-53-34-07-00 en la Ciudad de México y drea metropolitana, del interior de la Reptiblica sin

PRESIDENCIA DE LA REPUBLICA costo para el usuario 800-570-59-90.
Correo electrénico: buzon@impi.gob.mx
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Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial

Datos del (de los) apoderado(s)

CURP: FORN791022HDFLMR0O3 RGP:

Nombre(s): Narciso Personas autorizadas para oir/recibir notificaciones:

Primer apellido: FLORES

Segundo apellido: ROMERO

Nacionalidad: MEXICO

Teléfono (Lada, Numero, Extension):
6658519222

Correo electrdnico: narciso.flores@uabc.edu.mx O Continda en anexo

Domicilio del (de los) apoderado(s)

Cédigo postal: 21440

Calle: SAN VICENTE

Numero exterior: 97 Numero interior:
Colonia:

EL REFUGIO

Municipio o delegacion: TECATE Localidad:
Estado o entidad federativa: BAJA CALIFORNIA Entre calles:
Pais: MEXICO

Datos de la Solicitud

Denominacién o titulo de la invencion:
USO DEL AURAPTENO COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO DE RE+ DE CANCER DE MAMA

Fecha divulgacion previa:

Divisional de la solicitud

Fecha presentacion:

Numero:

Figura juridica:

Prioridad Reclamada

Pais: Fecha de Presentacién:  Numero de Serie: Cédigo DAS

Contacto:
Arenal # 550, Pueblo Santa Maria Tepepan, Xochimilco, 16020, Ciudad de México.

-
M E x I C O @CONAMER Fé,; IMPI  Teléfono: 55-53-34-07-00 en la Ciudad de México y drea metropolitana, del interior de la Reptiblica sin

PRESIDENCIA DE LA REPUBLICA costo para el usuario 800-570-59-90.
Correo electrénico: buzon@impi.gob.mx
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Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial

Observaciones

Bajo protesta de decir verdad, el firmante manifiesta que los datos asentados en esta solicitud son ciertos y que en caso de actuar como mandatario, cuenta
con facultades para llevar a cabo el presente tramite.

Cadena Original

NARCISO FLORES ROMERO|CURP|FORN791022HDFLMRO3|RENAPO|28/05/2024 09:39:36|1267582|39|
Documento_Firma_Electronica.pdf|9247.91 KBJANmBPVRoNuwX9xKypzRToUoH6WE=]000176456|PATENTE|NormallUSO
DEL AURAPTENO COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO DE RE+ DE
CANCER DE MAMA|UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA|MORAL |Victor Guadalupe GARCIA GONZALEZ|
Narciso FLORES ROMERO|FORN791022HDFLMRO3]|

Sello Digital
z0RG3zzb1ZPom20NVG76sXEEKJqOLbakZxdEv189gV4=

Anexo(s)

Hoja anexa a la solicitud ID: 176456 De Fecha: 28/05/2024 09:39:37

Lista Inventores/Disefiadores

Inventor/Disefiador 2

- Nombre: Angel Armando PULIDO CAPIZ

- CURP: PUCA880705HBCLPNO2

- Nacionalidad: MEXICO

- Domicilio: Calle AV BAIKAL, Ext. 642, Col. JARDINES DEL LAGO, C. P. 21330, E-mail pulido.angel@uabc.edu.mx

- Poblacién, Estado y Pais: MEXICALI, BAJA CALIFORNIA, MEXICO

Inventor/Disefiador 3

- Nombre: Alondra Elizabeth CAMPOS VALENZUELA

- CURP: CAVA990705MSLMLL05

- Nacionalidad: MEXICO

- Domicilio: Calle C 12, Ext. SN, Col. ZARAGOZA, C. P. 21604, E-mail campos.alondra85@uabc.edu.mx

- Poblacién, Estado y Pais: MEXICALI, BAJA CALIFORNIA, MEXICO

Numero de Paginas Manifestadas

- Numero de Paginas: 24

Contacto:
Arenal # 550, Pueblo Santa Maria Tepepan, Xochimilco, 16020, Ciudad de México.

-
M E x I C 0 0, CONAMER f;’f,;' IMPI Teléfono: 55-53-34-07-00 en la Ciudad de México y area metropolitana, del interior de la Republica sin

PRESIDENCIA DE LA REPUBLICA costo para el usuario 800-570-59-90.
Correo electrénico: buzon@impi.gob.mx
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COMPROBANTE ELECTRONICO DE PAGOS POR SERVICIOS

NUMERO DE FOLIO
10069408713

IMPI&--"’E

IHSTITUTO MEXICANO a-
BE L4 FROHEDAD — N
MIUSTRIAL L o
FPERIFERICO SUR 3106, COL JARDINES DEL PEDREG&.LK
DEL. ALVARD OBREGON, CF 01800, CILUDAD DE MEXICO

i i ) 10069408713 RFC: IMP-021211-NE1D
TRAMITE EN LINEA: 790184 REGIMEN FISCALB0Y PERSCONAS MORALES CON FINES NO LUCRATIWCIS
CONCEPTO cuee] e | e | cesomwo | w 8
=
1a  Por la presentacion de una solicitud de patente y sus anexos de hasta 30 hojas 1 $4,550.00 $4,550.00 $2,275.00 $2,275.00 $364.00

ANOTACIONES :

--- DOS MIL SEISCIENTOS TREINTA Y NUEVE PESOS 00/100 MN ---

TOTAL TARIFA $4,550.00
DESCUENTO $2,275.00
SUBTOTAL $2,275.00

IVA $364.00
ACTUALIZACION $0.00
RECARGOS $0.00
TOTAL A PAGAR $2,639.00

DATOS DEL TITULAR O SOLICITANTE

Nombre: UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE BAJA
CALIFORNIA

C.P. 21100

RFC: UAE5702287S5

BANCO: Banorte

CONVENIO: 82833
FECHA DE OPERACION: 27/05/2024 00:00:00
FOLIO: 87624148549419082833

LT W B0 SENORSOEET ST 30 SO L SO N QLS KM FANLILEHNOD SLNYSOMARD0 SLSE 30wy TRICLMTY DR HOEOMDIOMTS W

* Este documento no es un comprobante fiscal.

* Su factura estara generada dentro de los tres dias habiles posteriores a
su pago.

* El comprobante de pago FEPS sin factura es valido para presentar el
tramite que ampara ante el IMPI.

* Si su RFC no coincide con el registrado ante el SAT, la factura se emitira
con un RFC genérico.

ORKEINAL CUENTE ! EXPEDMENTE DEL SOLICITANTE
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Ciudad de México, 28/05/2024

Solicitud de: PATENTE

Bajo Protesta de decir verdad declaro, con respecto al beneficio sefialado en la Cuarta Disposicion General de la Tarifa
por los servicios que presta el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial, y con fundamento en la fraccién 1l de dicha
Disposicion, que me encuentro en el supuesto abajo sefialado, por lo que solicito el 50% de descuento de la Tarifa
establecida para el Articulo 1a.

Hago la presente declaracién en cumplimiento de dicha disposicién, segun el Acuerdo por el que se da a conocer la
Tarifa por los servicios que presta el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion con fecha 23 de agosto de 1995.

Micro y Pequefia Empresa ()

Instituto de Investigacion Cientifica y Tecnolodgica del Sector Publico ( )

Universidad (X)
Disefador/Inventor Independiente ()
ATENTAMENTE:

Nombre: Narciso FLORES ROMERO por poder de UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

105900/¥7202/e/XIN
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DIRECCION DIVISIONAL DE ASUNTOS JURIDICOS
SUBDIRECCION DIVISIONAL DE ASUNTOS JURIDICOS

EXPEDIENTE: RGP-DDAJ-000741/2023

OFICIO: JU/S/2023/003311

ASUNTO: Constancia

REF.: Escrito recibido el 28/04/2023, bajo el folio
775/2023

Ciudad de México a 15/05/2023

NARCISO FLORES ROMERO

CALLE SAN VICENTE NUMERO 97 COLONIA
EL REFUGIO MUNICIPIO TECATE ESTADO
BAJA CALIFORNIA C.P. 21440

PRESENTE

En contestacion a su escrito de referencia, se le comunica que para los fines declarativos de
registro, se expide la presente constancia de inscripcion en el Registro General de Poderes
de este Instituto, del poder conferido al C. NARCISO FLORES ROMERO, por la persona Moral,
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA; quedando registrado con el nimero RGP-
DDAJ-000741/2023 a partir del 28/04/2023.

El ejercicio de las facultades que constan en el poder que se registra se encuentra limitado
y sujeto a las formalidades y disposiciones de la Ley Federal de Proteccién a la Propiedad
Industrial, que para cada tramite establece.

En ese orden de ideas se establece que el poder inscrito tiene una vigencia de diez afos
desde la fecha de su otorgamiento el 20 de abril de 2023, tal y como lo seiala el instrumento
notarial 81,683 registrado.

Asimismo, se hace de su conocimiento que este Organismo al inscribir el documento antes
indicado, deja a salvo los derechos de terceros para impugnar su registro y, en su caso,
proceder a la cancelacién de la inscripcién.

El presente se signa ademas, con fundamento en el articulo 9 de la Ley Federal de Proteccion
a la Propiedad Industrial y su Capitulo llI; ; 1°, 2°, 3° fraccién V, inciso i), subindice i), 4°, 5°,
11 fraccion Il y su ultimo parrafo, asi como 20 fraccion V del Reglamento del Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial,; 1°, 2°, 3°, 4°, 5° fraccién V, inciso i), subinciso i), tinico

) 2023
" Francisco
VILEA
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DIRECCION DIVISIONAL DE ASUNTOS JURIDICOS
SUBDIRECCION DIVISIONAL DE ASUNTOS JURIDICOS

guion), 15 fraccién Il y su ultimo parrafo, 24 fracciéon V y 38 de su Estatuto Organico; 1°y 12
fraccion v) y su ultimo parrafo del Acuerdo Delegatorio de facultades del Instituto Mexicano

de la Propiedad Industrial.

ATENTAMENTE
Sergio Odin Castillo Espino

Cadena Original

SERGIO ODIN CASTILLO
ESPINO|CAES800816HDFSSR09|JU/S/2023/003311|RGP-DDAJ-
000741/2023|JU/R/2023/000741|28/04/2023 08:04:21|19564|Pag(s)
2|qo6a3Bp0Og4GfodKnKOTewfcYdyY=1VZYXP93ggh5QwUP4PZB56G
9/bA=VESbqjkrittQW6tbHAkaX7Q3evQ=ncvYPkUzG2nNRXZ+S2gw+Z
59j10=RJ2X/32nL90Z/J/uQauDv8YCCJQ=gLXV10My6GjsmNUumpuU
2J44X6s=

Sello Digital
Qspg9UR9z2FcmSqLUz+g8ZCEWxkWQnZDT5KbYhhxiOgyu6oXBvfpd
RunrecZ/RBZNN4JEArpz8191JJ7
FDFxKyZRj6xJUOYktdVzEns3tLVONTNmM709YdRYoPFVOIBCiJyfLek2
cXhVMtdWnLbgReqoJUexOGU9/
/SPxel1RQUjxH10HQ87yhpl12Z5AFjkLDMfMQhUR3b5m9iPIfCOh+A4J
0JFgEYNYS8i+jal9Ld3g3p91
jTUiIJgFU+FjHegrmVVp7WQx0MQVG2n0vTH2wacG54Mg5yrvNMOQ+
w+8QSk7EVHg4EhVVn/wIRs/CnpMk nHXLIkhz4M3Yhj215eGPww==

Para verificar la autenticidad del presente documento, podra ingresar a la pagina electronica
https://validadocumento.impi.gob.mx/, escaneando el codigo QR que aparece a un costado de la FIEL (Firma
Electrénica Avanzada) del Servidor Publico que signé el mismo, indicando, en su caso, el tipo de documento
que pretende validar(solicitud, acuse, oficio o promocidn); lo anterior con fundamento en lo dispuesto por los
articulos 1° fraccion lll, 2° fracciones Il y V, 25, 26 BIS y 26 TER del Acuerdo por el que se establecen
lineamientos en materia de servicios electrénicos del Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial, en los

tramites que se indican.

) 2023
" Francisco
VILEA

10S900/vZ02Z/e/XIN
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USO DEL AURAPTENO COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO

CON TAMOXIFENO EN UN MODELO RE+ DE CANCER DE MAMA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se engloba en el sector farmacéutico, y en concreto, en el uso de una

molécula de aurapteno como tratamiento anticancerigeno.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer de mama (CM) es la neoplasia maligna mas frecuente en las mujeres de todo el
mundo. En 2020, el CM tuvo una incidencia aproximada de 2.2 millones de casos y origin6
685 mil muertes (Global Cancer Observatory, 2022) asociadas a tumores metastasicos en
organos y tejidos vitales. Los tumores de mama pueden ser clasificados por subtipos
moleculares, dependiendo de la expresion de los receptores hormonales (Meisner, A. L. W.,
Houman Fekrazad, M., & Royce, M. E. (2008). Medical Clinics of North America, 92(5),
1115-1141.) De igual manera, estos también se pueden clasificar de acuerdo a su origen, los
cuales pueden ser ductales, cuando las células proliferan en los conductos mamarios, y
lobulares cuando éstas crecen en los l6bulos de las glandulas mamarias (Oliveira NCS,
Gomig THB, Milioli HH, Cordeiro F, Costa GG, et a/, Genet Mol Res. 2016). En un estudio
retrospectivo realizado en México entre el 2005 al 2014, respaldado por el IEM-FUCAM
(Instituto de enfermedades de la mama, Fundacion de cancer de mama) sobre los tipos de
cancer de mama reportados, se reportd que el 79.7 % de las pacientes diagnosticadas
presentaron lesiones de origen ductal, mientras que el 7.8 % fueron de origen lobular y el 4.2
% de origen mixto (Maffuz-Aziz A, Labastida-Almendaro S, Espejo-Fonseca A, Rodriguez-
Cuevas S. Cir Cir. 2017).

Dentro de la clasificacion molecular se encuentran los siguientes subtipos, Luminal A con

expresion del Receptor de estrogenos (RE)/receptor de progesterona (RP) y sin expresion del

10S900/v7202/e/XIN
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receptor 2 del factor de crecimiento epidermal humano (HER2); Luminal B con expresion de
RE/RP y HER2; HER2+ con sobreexpresion de HER2 y sin expresion de RE/RP; y triple
negativo (TNBC) sin la expresion de alguno de los receptores hormonales (Fragomeni, S.
M., Sciallis, A., & Jeruss, J. S. (2018). Surgical Oncology Clinics of North America, 27(1),
95-120). En la poblacion mexicana se han reportado las siguientes frecuencias, 65 % para
luminal A, 12 % para luminal B, 9 % para HER2+, y 14 % para triple negativo o TNBC
(Pérez-Rodriguez G. Cir Cir. 2015).

Aproximadamente, el 80 % de los tumores de cancer de mama son RE+ y para estos casos el
tratamiento de eleccion neoadyuvante para mujeres premenopausicas son los moduladores
selectivos de receptores estrogénicos (SERMS), especificamente el Tamoxifeno. El
Tamoxifeno es un profdrmaco cuyos metabolitos activos primarios 4-hidroxi-tamoxifeno (4-
OHTam) y el 4-hidroxi-N-desmetil-tamoxifeno (endoxifeno) son generados por la familia de
1soenzimas del citocromo P450. La concentracioén plasmatica de los metabolitos puede variar
entre pacientes debido a polimorfismos en la enzima CYP2C9, la cual es importante para la
formacion del 4-OHTam, siendo las siguientes CYP2C9 R144C, 1359 L, D360E, R150H,
R335W y el L9OP (Manish Manish, Andrew M Lynn, Smriti Mishra, Cytochrome P450 2C9
polymorphism, 2020), y por lo tanto influir en la eficacia del tratamiento (Helland, T.,
Alsomairy, S., Lin, C., et al. (2021). Journal of Personalized Medicine, 11(3), 1-23). El 4-
OHTam y el endoxifeno tienen una potencia similar, posiblemente asociado al grupo
funcional hidroxilo en la posicion 4 de su estructura (Lim, Desta, Flockhart, & Skaar, 2005);
sin embargo, el endoxifeno es mas abundante en el plasma de las pacientes tratadas con
Tamoxifeno (Helland, T., Alsomairy, S., Lin, C., et al. (2021). Journal of Personalized
Medicine, 11(3), 1-23).

El tamoxifeno y sus metabolitos actian como antagonistas del RE en el tejido mamario,
inhibiendo las vias de sefializacion de crecimiento y proliferacion de las células cancerosas
(Lim, Y. C., Desta, Z., Flockhart, D. A., et al (2005). Cancer Chemotherapy and
Pharmacology, 55(5), 471-478.). Aunque el tratamiento con tamoxifeno se ha asociado con

una disminucion en la tasa de recurrencia en un 41 % y una tasa de mortalidad de hasta el 31
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% (Jordan, V. C. (2014). Endocrine-Related Cancer, 21(3), 1-20), casi un tercio de las
pacientes recaen, asociado con el desarrollo de resistencia al tratamiento (Sahoo, S., Mishra,

A., Kaur, H., et al (2021). NAR Cancer, 3(3), 1-19)

El Tamoxifeno es un farmaco no esteroideo derivado del trifeniletileno. En pacientes con
cancer de mama, a nivel tumoral, el tamoxifeno actia principalmente como un antiestrégeno,
inhibiendo la unidn del estrogeno estradiol al RE. En mujeres con tumores de mama RE+, la
terapia adyuvante de tamoxifeno ha mostrado reducir significativamente la recurrencia de la
enfermedad y mejorar la supervivencia a 10 afios, alcanzando un efecto significativamente
mayor con el tratamiento a cinco afios comparado con el de 1 6 2 afios (Love SM; Lindsey

K. Dr. Susan love’s breast book. 5a ed. Londres, Inglaterra: Da Capo Press; 2010).

Estos beneficios son independientes de la edad, estado menopéusico, dosis de Tamoxifeno y
quimioterapia adicional. En la situacion clinica, se reconoce que el Tamoxifeno induce
reducciones del orden del 10-20 %, en los niveles de colesterol sanguineo total y en las
lipoproteinas de baja densidad en mujeres postmenopdusicas. Adicionalmente, se ha
reportado que el tamoxifeno mantiene la densidad mineral 6sea en mujeres postmenopausicas
(Neyro, JL, Cristobal, I, & Palacios, S. (2020). Revista de Osteoporosis y Metabolismo
Mineral, 12(1)).

La dosis varia de 20 a 40 mg, administrando 10 o 20 mg dos veces al dia, o 20 mg en una
sola dosis. Después de la administracion oral, el tamoxifeno es absorbido rapidamente,
alcanzando concentraciones séricas maximas a las 4-7 horas. Las concentraciones en estado
de equilibrio (alrededor de 300 ng/mL) se alcanzan después de la administracién de 40 mg
al dia, durante 4 semanas. El farmaco presenta una fuerte union a la albumina sérica (M.
Macigzek-Jurczyk, M. Maliszewska, J. Pozycka, J. et al (2013), Journal of Molecular
Structure, 1044).

El metabolismo del Tamoxifeno se debe a reacciones de hidroxilacion, desmetilacion y
conjugacion, dando lugar a la elevacion de diferentes metabolitos, los cuales poseen un perfil

farmacologico superior al compuesto original, lo cual contribuye al efecto terapéutico (Lim
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YC, Desta Z, Flockhart DA, Skaar TC (2005). Cancer Chemother Pharmacol. 55(5):471-8).
El tamoxifeno se metaboliza principalmente a través de la via CYP3A4 a N-desmetil-
tamoxifeno, que es metabolizado por el CYP2D6 a otro metabolito activo, el endoxifeno. En
los pacientes que carecen de la enzima CYP2D6, las concentraciones de endoxifeno son
aproximadamente un 75% menor que en pacientes con niveles normales de actividad de la
CYP2D6 (Coller JK, Krebsfaenger N, Klein K, et al. Br. J. Clin. Pharmacol. 2002;54(2):157—
167; Stearns V, Johnson MD, Rae JM, et al. J. Natl Cancer Inst. 2003;95(23):1758-1764.).
La excrecion tiene lugar principalmente por orina y via fecal con una vida media de
eliminacion de aproximadamente 7 dias para el farmaco y de 14 dias para el metabolito
principal circulante N-desmetil-tamoxifeno (Kisanga ER, Mellgren G, Lien EA (2005).
Anticancer Res. 25(6C):4487-92).

La principal ruta para el metabolismo del tamoxifeno en humanos, es la desmetilacion
catalizada por las enzimas citocromos CYP3A4. Aunque, se ha descrito la interaccion
farmacocinética con el agente inductor de la CYP3A4, la rifampicina, induciendo una
reduccioén en los niveles plasmaticos de tamoxifeno (Binkhorst L, van Gelder T, Loos WJ, et
al (2012). Clin Pharmacol Ther. 92(1):62-7). En varios reportes se han descrito interacciones
farmacocinéticas con inhibidores del CYP2D6, mostrando una reduccion del 65-75 % en los
niveles plasmaticos de endoxifeno (Borges S, Desta Z, Li L, et al (2006). Clin Pharmacol
Ther.80(1):61-74). Asi mismo, el tamoxifeno estimula a los ovarios para el aumento de la
sintesis de estrogenos (Lum SS, Woltering EA, Fletcher WS, et al. (1997). Am J Surg.
173(5):399-402), mientras actua ejerciendo una actividad antagonista hacia el REa, actuando
como inhibidor competitivo del estradiol, esta caracteristica es responsable de sus efectos
secundarios negativos, como el cancer uterino y el aumento en la formacion de coagulos de
sangre; también de sus beneficios, los cuales son aumento en la densidad 6sea y una
disminucién del colesterol (Powles TJ, Hickish T, Kanis JA, et al. (1996). J Clin Oncol.
14(1):78-84; Dnistrian AM, Schwartz MK, Greenberg EJ, et al (1993). Clin Chim Acta.
223(1-2):43-52). Sin embargo, el tamoxifeno no es recomendable en tumores que sean

negativos a REa.
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De forma importante, el uso de tamoxifeno en combinacion con agentes citotoxicos puede
favorecer un mayor riesgo de desarrollar efectos adversos tromboembdlicos. Asimismo, el
uso de tamoxifeno en combinacidn con un inhibidor de la aromatasa como terapia adyuvante
no ha mostrado mayor eficacia en comparacion con la monoterapia de tamoxifeno (Howell
A, Cuzick J, Baum M, et al. (2005). Lancet. 1-7;365(9453):60-2). De manera que es necesario

la busqueda de nuevas alternativas que coadyuven a mejorar la eficacia del tamoxifeno.

Aurapteno y moléculas analogas

El aurapteno es un compuesto natural de bajo peso molecular (298.4 g/mol), el cual presenta
una alta estabilidad, es facil de manipular y su control de calidad es adecuado. Ademas, se
pueden producir a bajo costo, y en su estructura quimica cuenta con 3 aceptores de enlace

de hidrogeno. La estructura de la molécula se encuentra dentro de la Tabla 2.

El aurapteno o 7-geraniloxicoumarina es miembro de las cumarinas umbeliferonas en las
que el hidrégeno fendlico ha sido reemplazado por un grupo geranilo, es decir, se describe
como una preniloxicumarina. El aurapteno se puede aislar de las plantas del género Ferula
v Citrus, como son la toronja, naranja, mandarina, limones y pomelos (Tayarani-Najaran
Z;Tayarani-Najaran N;Eghbali S. (2021). Front Pharmacol. 12:698352). En un analisis de
la composicion de aurapteno en Citrus realizado por Ogawa et al.; los autores cuantificarén
su contenido en los frutos de 77 especies de citricos de Tanaka, incluidas 14 variedades
cultivares, 5 especies de Fortunella, 1 especies de Poncirus, 27 hibridos entre especies de
citricos y 51 hibridos intergenéricos entre citricos y Poncirus. Las plantas con un mayor
contenido en aurapteno son C. paradisi (0.432 mg/g de peso seco), C. glaberrima (0,408
mg/g), C. hassaku (0.58-1.14 mg/g), C. medioglobosa (1.453 mg/g), C. natsudaidai (0.586-
1.04 mg/g), C. ampullacea (0.493 mg/g), C. sinograndis (0.56 mg/g), y C. pseudo-
aurantium (1.127 mg/g) (Matsumoto, Takumi, ed. 2008, Phytochemistry research progress.
Nova Publishers).

En nuestro grupo de trabajo, hemos llevado a cabo el aislamiento y caracterizacion de
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moléculas aisladas de fuentes naturales, tales como las moléculas terpénicas
Criptotanshinona, la cual fue aislada de la raiz de la planta Salvia brandegeei (Gonzélez-
Ortiz A, Pulido-Capiz A, Castafieda-Sanchez CY, et al. (2022), Cells. 11(24):4069). Los
resultados muestran que la criptotanshinona y la Doxorubicina, una antraciclina, inducen la
quimiosensibilizacion en células de cancer de mama triple negativo que muestran el
fendmeno de quimioresistencia a Doxorubicina, el impacto terapéutico se debe al efecto de
la criptotanshinon sobre la proteina eIF4A (Gonzalez-Ortiz A, Pulido-Capiz A, Castafieda-
Sanchez CY, et al. (2022), Cells. 11(24):4069). De manera que moléculas aisladas de
fuentes naturales pueden tener una efectividad terapéutica en patologias como el cancer de

mama.

Otros miembros de la familia con potenciales funciones bioldgicas importantes son la
Cumarina y la 4-metil-umbeliferona. La estructura de la Cumarina se deriva del acido
cinamico mediante ortohidroxilacidn, el nticleo benzo-2-pirona de las cumarinas simples se
deriva del esqueleto fenilacrilico de los acidos cindmicos, la isomerizacion trans-cis del
doble enlace de la cadena lateral y lactonizacion. Asimismo, su derivado 4-metil-
umbeliferona se caracteriza por tener un grupo metilo en el carbono 4. Las estructuras de

ambas moléculas se encuentran en la Tabla 2.

La cumarina es insoluble en agua; sin embargo, la modificacion del 4-hidroxi le confiere
propiedades débilmente acidas a la molécula que mejora su solubilidad en condiciones
ligeramente alcalinas. Debido a sus propiedades bioquimicas, se ha propuesto el uso de
cumarina y su derivado 4-metil-umbeliferona en investigaciones biomédicas, aunque se

debe seguir profundizando en su caracterizacion.

Principalmente, el aurapteno puede presentar propiedades farmacologicas como
antineoplasico, inductor de apoptosis, aunque también como agente neuroprotector,
antihipertensivo y agonista de los receptores PPARa, inhibidor de metaloproteinasas de
matriz extracelular, antioxidante y agente hepatoprotector (Bibak B, Shakeri F, Barreto GE,
et al. (2019) Biofactors. 45(6):867-879). Ohigashi et al. han descrito un perfil

farmacocinético preliminar del aurapteno, asi como su estabilidad quimica evaluada a través
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de un modelo de digestion estomacal (Matsumoto, Takumi, ed. 2008, Phytochemistry

research progress. Nova Publishers).

Otra de las caracteristicas del aurapteno, se debe a su actividad anti-inflamatoria,
suprimiendo la generacion del anion superdxido (O2-) durante experimentos in vitro en un
modelo de inflamacidon de leucocitos (Murakami (2000), Carcinogenesis. 21,1843-50).
También se han reportado efectos neuroprotectores del aurapteno al suprimir respuestas
inflamatorias en un modelo murino, durante la hiperactivacion de microglia y astrocitos, asi
como la sobreexpresion de factores inflamatorios en astrocitos (Furukawa Y, Washimi Y-

S, Hara R-I, et al. 2020, Molecules, 25,1117).

En este sentido, se ha reportado al aurapteno como un antioxidante eficaz que tiene efectos
positivos en los ovocitos envejecidos post-ovulatorios, a través de la disminucion de los
radicales libres y en la activacion del sistema antioxidante que controla la via del factor Nrf2,
modulando de esta manera el estrés oxidativo (Kim Y-H, Lee S-Y, Kim E-Y, et al. (2022).
Antioxidants (Basel), 12, 87). Aunque de forma importante, el aurapteno ejerce una serie de
efectos anti-tumorales, induciendo condiciones de apoptosis y la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en células de cancer colorectal, asi como efectos
antiproliferativos al inducir el arresto del ciclo celular (Ebrahimi S, Soukhtanloo M,

Mostafavi-Pour Z. (2023). Tissue Cell. 81:102004.).

Efecto del aurapteno en ensayos In vitro

Se ha descrito que el aurapteno puede disminuir la proliferacion de las células de cancer de
mama, ademas de disminuir la expresion del blanco proteico IGF-1, esta condicion induce
un aumento en la expresion de la ciclina D1 (Krishnan P, Yan KJ, Windler D, et al, 2009.
BMC Cancer. 9:259). De forma importante, se ha observado que el aurapteno podria
modular al RE en un rango de concentraciones de 3.5-4.5 uM, de igual manera también
puede tener un efecto agonista sobre la expresion del factor TGF-a, ya que puede bloquear

la via de senalizacion del receptor EGF (de Medina P, Genovese S, Paillasse MR, et al.
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2010, Mol Pharmacol. 78(5):827-36). Otro de los efectos que tiene el aurapteno es la
inhibicion de la enzima ACAT, lo cual puede conducir a la inhibicion del ciclo celular (de

Medina P, Genovese S, Paillasse MR, et al. 2010, Mol Pharmacol. 78(5):827-36).

Ademas, el aurapteno podria disminuir la proliferacion de las lineas células MCF-7 y MDA-
MB-231 a través de la inhibicion de las ciclina D1, asi como del factor de crecimiento de
insulina (IGF-1) (Krishnan P, Kleiner-Hancock H. (2012). Int. J. Breast Cancer. 502092).
De forma complementaria, se ha descrito el efecto del aurapteno en varias lineas celulares
cancerigenas, donde podria actuar como sensibilizante a las terapias convencionales; por
ejemplo, en un reporte el aurapteno mejord la radio-respuesta de linfoma de células T
(Bagheri R, Rassouli FB, Gholamhosseinian H, et al. (2022). Dose Response.
20(3):15593258221124479).

En otros reportes, se ha descrito que el aurapteno a una concentracion de 10 uM puede
inhibir el crecimiento de las células HT-29 y HT-116, las cuales son células colorrectales,
debido a que puede suprimir la expresion de CD166 y CD44 (Epifano, F., Genovese, S.,
Miller, R., et al. (2013). Res. 27 (5), 784-786). También se ha observado que el aurapteno
puede inhibir la expresion de las MMP-9 y MMP-2 en células de cancer colorrectales
(Kawabata, K., Murakami, A., and Ohigashi, H. (2006a). Biosci. Biotechnol. Biochem. 70,
3065). De forma importante, se han realizado tratamientos conjuntos de aurapteno y
radioterapia, en donde el aurapteno incrementa el efecto de la radioterapia induciendo a las
células a condiciones de apoptosis (Salari, H., Afkhami-Poostchi, A., Soleymanifard, S., et

al. et al. (2020). Int. J. Radiat. Biol. 96, 1051-1059).

De forma complementaria, se ha demostrado que el aurapteno puede inducir la apoptosis en
modelos de cancer de prostata, esto es en células PC3 y DU145, debido a que aumenta la
activacion de las caspasas 3 y 9 asi como de Bax e inhibiendo a los blancos Bcl-2 y Mcl-1
(Lee JC, Shin E A, Kim B, et al. (2017). Phytother. Res. 31 (6), 891-898). Este efecto
también se encuentra presente en las células HeLa, en donde el aurapteno induce un efecto
citotoxico mediante la regulacion de la via de Mcl-1 (Motlagh FM and Gholami O (2017).
Indian J. Pharm. Sci. 78 (6), 827-833), ademas de promover la reduccion de las MMP-2 y
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MMP-9 (Jamialahmadi K, Salari S, Alamolhodaei NS, et al. (2018). J. Pharmacopuncture.
21 (3), 177-184). También se ha encontrado que, en células de cancer del tallo esofagico,
el aurapteno en tratamiento conjunto con cisplatino, paclitaxel, y 5-fluorouracilo, inducen
un efecto sinérgico, el cual promueve la apoptosis celular (Saboor-Maleki S, Rassouli FB,

Matin MM, Iranshahi M (2017). Technol Cancer Res Treat. 16(4):519-527).

En otros documentos, se reporta el uso general de inhibidores de la enzima
metaloproteinasa, dentro del grupo de inhibidores se incluye al aurapteno (United States
Patent S20230101403A1. Method of treating or ameliorating cancers driven by receptor
tyrosine kinase fusion oncogenes, and compositions for the same). Si bien se propone que
esta invencion es para mejorar el cancer, no resuelve el problema técnico del tratamiento de
cancer de mama. En otro documento (Patente CN1585647A. Compositions comprising
matrine and dictamnine for treating or preventing cancer and other diseases), hacen
referencia a la preparacion de composiciones de las moléculas matrina y dictamina para el
tratamiento o prevencion de cancer y otras enfermedades, incluyendo el aurapteno, sin
embargo, solo muestran una preparacion con otros compuestos naturales en conjunto con
aurapteno, siendo esta composicion su principal propuesta, pero no usan al aurapteno como
el principal adyuvante para el tratamiento, incluso es el compuesto de menor concentracion

en la composicion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Grafica del efecto del tratamiento de las moléculas aurapteno, cumarina y 4-metil-

umbeliferona sobre la viabilidad celular en células de cancer de mama REa+.

Figura 2. Muestra la distribucion del porcentaje de células REa+ en estado necrotico,
apoptosis tardia y células viables debido al efecto del tratamiento con las moléculas
aurapteno, cumarina y 4-metil-umbeliferona, a una concentracion de 50 puM. El ensayo

usado fue de Anexina V-FITC y yoduro de propidio.

Figura 3. Muestra el efecto de las moléculas aurapteno, cumarina y 4-metil-umbeliferona a
una concentracion de 50 uM sobre la expresion de genes proapoptoticos y antiapoptdticos

en las células REq+.

Figura 4. Grafica de viabilidad celular de los metabolitos activos del tamoxifeno, 4-OHTam
y endoxifeno, sobre las células de cancer de mama REo+. Se incluyen los valores obtenidos

de concentracion inhibitoria 50 (CI50) de cada metabolito activo del tamoxifeno.

Figura 5. Graficas de viabilidad celular del efecto conjunto de los metabolitos 4-OHTam y
endoxifeno (8 uM) y el aurapteno en un rango de concentracion de 0-100 uM, sobre las

células de cancer de mama REo+.

Figura 6. Analisis de viabilidad celular del tratamiento de los metabolitos endoxifeno y 4-
OH-Tam en conjunto con aurapteno en células REa+. En ese ensayo se incluye un control

con células de cancer de mama triple negativo, es decir células TNBC.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion hace referencia a una propuesta novedosa enfocada al tratamiento del
subtipo de cancer de mama con sobreexpresion del receptor de estrogenos alfa (REa). Esta
estrategia involucra al uso del aurapteno como sensibilizador del REa en conjunto con
tamoxifeno, el cual es precursor de los metabolitos activos, 4-OHTam y endoxifeno,
generando un efecto mas potente sobre las células cancerosas REa. El tratamiento conjunto
representa una estrategia novedosa para el abordaje terapéutico del cancer con

caracteristicas de sobreexpresion del REa.

El uso del aurapteno como una estrategia como agente sensibilizante en el cancer de mama
receptor de estrogenos positivo dentro de la terapia convencional con tamoxifeno, podria
ayudar a mejorar la respuesta a la terapia con los SERMS (el uso del aurapteno como una

estrategia de sensibilizacion).

Esta invencion requiere el uso especificamente del aurapteno 6 7-geraniloxicoumarina para
el tratamiento de cancer de mama con sobreexpresion de RE. El uso de esta molécula
representa una cualidad novedosa, la cual se determind con base en resultados que indican
la capacidad del aurapteno para poder bloquear al REa en células cancerosas que
sobreexpresan a este receptor nuclear. En primera instancia, la informacién se gener6 a
través de la herramienta de computo denominada Reposicionamiento Molecular (Molecular
Operating Environment (MOE), 2022.02 Chemical Computing Group ULC, 910-1010
Sherbrooke St. W., Montreal, QC H3A 2R7, Canada, 2024.), en donde se obtienen valores
de afinidad de la proteina con ligandos. Mediante la herramienta computacional
mencionada, se obtuvo un valor de AG de -9.12 kcal/mol para la interaccién aurapteno con
la estructura tridimensional del REa. Dentro de esta caracterizacion, se incluyd la
evaluacion de moléculas como la 4-metil umbelliferona con un AG= -7.44 kcal/mol, asi
como la cumarina con un AG= —6.37 kcal/mol. En este caso, se us6 como molécula de
referencia al ligando fisiologico del REa, la hormona Estradiol, con un AG=-7.22 kcal/mol)

como se visualiza en la Tabla 1. De las moléculas evaluadas, el aurapteno present6 el valor
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de afinidad mas alto sobre el Rea, mostrado en la Tabla 1.

Tabla 1. Valor de afinidad de las moléculas por el receptor de estrogenos alfa
mediante Docking Molecular

Moléculas Valor de afinidad con el
receptor de estréogenos (PDB:
1A52)

Aurapteno -9.1200

4-metil umbelliferona -7.4478

Estradiol -7.2290

Cumarina -6.3782

De manera que el aurapteno es una pieza fundamental para el disefio de un nuevo esquema
de tratamiento para el tipo de cancer de mama REo+, mostrando el valor mas alto de
afinidad al REa en las moléculas evaluadas. Basado en estos resultados, se amplio la

caracterizacion del aurapteno, asi como de las moléculas 4-metil umbelliferona y cumarina.

El efecto de las moléculas aurapteno, 4-metil umbelliferona y cumarina fue evaluado
mediante el ensayo estandarizado de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) que mide la actividad metabdlica como indicador de la
viabilidad y proliferacion celular. Para lo cual se us6 un modelo de células de cancer de
mama con sobreexpresion del RE+, denominadas células MCF-7 obtenidas de la American
Type Culture Collection. De manera que los cultivos de células MCF-7 fueron sometidos a
tratamientos con concentraciones crecientes de las moléculas cumarinas umbeliferonas en
un rango de concentracion de 0-150 pM por 48 h. Los datos arrojan que el aurapteno fue la
molécula en la cual se obtuvo el valor mas bajo de concentracién inhibitoria 50 (CI50) sobre
la viabilidad celular (50.79 uM), en cambio para la cumarina fue de 91.86 uM y para la 4-
metil umbelliferona de 73.72 uM (Figura 1, Tabla 2). Considerando los resultados, el mayor
efecto celular fue ejercido por el aurapteno, siendo importante los grupos quimicos
cumarina y la cadena alifatica que forman parte de la estructura del aurapteno como se

demuestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Valores de concentracion inhibitoria S0 (CIS0) y estructuras de las
moléculas estudiadas

Moléculas Clso (uM) £ D. E.(n =3, Estructura
ensayos
biolégicos)

—*= Aurapteno 50.79 £ 9.3

| ‘ /C[/\\
NN 0" Yo

~®- Cumarina 91.86 £ 29.8 : ‘/\\
0" "0
4- Metil 7321 £82
umbeliferona .
HO (0) (¢}

Posteriormente, nos centramos en la caracterizacion del efecto de las moléculas a través del

ensayo de Anexina-V/Yoduro de Propidio para evaluar los diferentes estadios de la
apoptosis, inducidos por el tratamiento con las moléculas. La evidencia indica que bajo el
tratamiento con aurapteno se inducen los niveles mas altos en términos de porcentaje de
células en apoptosis (29.31 %) y apoptosis tardia (38.97 %) (Figura 2). Sin embargo, bajo
el tratamiento con las moléculas cumarina y 4-metil umbelliferona, los porcentajes de
células en apoptosis y apoptosis tardia fueron minimos. Para la cumarina, los valores de
apoptosis fueron de 1.78 % y de apoptosis tardia de 3.56 %. En el caso de la 4-metil
umbelliferona, los valores fueron de 5.49 % de apoptosis y de 8.19 % de apoptosis tardia.
Los datos indican que el efecto mas potente sobre el efecto de los fendémenos de apoptosis

es el ejercido por el aurapteno (Figura 2).

Nuestros datos sugieren una alta especificidad del tratamiento con aurapteno por el subtipo
REa de cancer de mama. Cabe mencionar que el aurapteno es una molécula que es obtenida
de una fuente natural, aunque encontrada en concentraciones bajas. Sin embargo,
concentraciones cercanas a 50 puM pueden inhibir la proliferacion celular e inducir

apoptosis, de acuerdo a nuestros resultados.
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El aurapteno como modulador de vias proapoptéticas e inhibicion de las antiapoptoticas

Considerando el efecto inductor de la apoptosis ejercido por el aurapteno, se estudiaron
proteinas representativas que nos identificaron el proceso de apoptosis. Bajo la
concentracion de 50 uM de las moléculas, se llevd a cabo el tratamiento sobre las células
RE+ MCF-7, los datos sugieren que el aurapteno indujo una drastica disminucion en la
expresion de las proteinas anti-apopototicas tales como XIAP y Bcl-2, esta situacion no se
mostrd con el tratamiento con las moléculas cumarina y 4-metil umbelliferona (Figura 3).

Este dato confirma el potencial farmacoldgico del aurapteno.

Posteriormente bajo las mismas condiciones experimentales, en la evaluacién del blanco
que induce apoptosis, Bax, bajo la incubacién con la molécula aurapteno se encontrd su
activacion. No obstante, la activacion de Bax no se reportd en el tratamiento con las

moléculas cumarina y 4-metil umbelliferona (Figura 3).

Como una evidencia critica del proceso regulatorio que ejerce el aurapteno, al evaluar la
expresion del REa bajo el tratamiento con aurapteno se encontrd una reduccion significativa
en su expresion. Esta respuesta no se reportd bajo el tratamiento con la cumarina y la 4-
metil umbelliferona (Figura 3), de manera que el aurapteno ejerce un efecto importante
sobre la inhibicion del REa, asi como sobre las proteinas anti-apoptodticas XIAP y Bcel-2.
De forma importante, inicamente el tratamiento con aurapteno indujo la activacion de la
proteina proapoptotica Bax. De esta forma podria ampliarse su uso como una estrategia
adyuvante en el tratamiento del cancer de mama RE+ en conjunto con la terapia estandar

de tamoxifeno.
Evaluacion del efecto de las moléculas activas del tamoxifeno

Como parte del sistema de invencion, se evaluaron a los metabolitos activos del tamoxifeno
que se encuentran en mayores concentraciones plasmaticas, que son los inhibidores
farmacologicos del REa. En este caso, la evaluacion estuvo centrada en el 4-OHTam y el
endoxifeno, los cuales se usaron con una pureza mayor al 98 %. Con estas consideraciones,

se llevaron a cabo los experimentos correspondientes de viabilidad celular con el 4-OHTam
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y el endoxifeno.

Para esta determinacion experimental, se usaron a las células RE+, las cuales fueron tratadas
con un rango de concentracion de los metabolitos activos del tamoxifeno de 0-32 uM. Los
datos referidos muestran un efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular bajo el tratamiento
de los metabolitos, encontrando valores de Clso de 5.91 uM para el endoxifeno y de 10.49
UM para el 4-OHTam (Figura 4). Esta condicion es relevante, ya que es la primera vez que
se usan los metabolitos farmacoldgicamente activos (Figura 4). Los resultados obtenidos
son base para que se puedan sensibilizar a las células de cancer de mama REa+ mediante

una estrategia farmacoldgica adecuada.
EJEMPLO DE USO

Una vez demostrado el efecto bioldgico del aurapteno en las células REa+ como se
demuestra en la tabla 3, se ampli6 su caracterizacion para demostrar su eficacia
farmacoldgica. En la presente estrategia experimental, se usé un enfoque sinérgico basado

en el tratamiento con aurapteno y los metabolitos 4-OHTam y endoxifeno.

A través de una primera estrategia experimental, en la que se usaron cultivos de células
REo+, se disefiaron tratamientos en los que se mantuvo constante la dosis de tratamiento de
4-OHTam (8 uM) y de forma conjunta se llevo a cabo el tratamiento en un rango de
concentracion creciente de la molécula aurapteno (25-100 uM) (Figura 5A). Los datos
arrojan un fendmeno de quimio sensibilizacion inducido por el tratamiento con aurapteno,
en donde se redujo de forma importante la viabilidad celular desde la concentracion mas
baja de aurapteno (25 uM). Esta misma estrategia de tratamiento se sigui6 con el endoxifeno
manteniendo una concentracion constante en el tratamiento de 8 uM y de forma conjunta
un rango de concentracion de aurapteno (25-100 uM); los resultados arrojaron un resultado
similar (Figura 5B), reportando un fenémeno de quimiosensibilizacién en la viabilidad
celular desde la concentracion mas baja de aurapteno (25 uM). Los datos sugieren una alta
potencia del efecto sinérgico del tratamiento combinado entre los metabolitos activos del

tamoxifeno y el aurapteno.
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Como estrategia se amplio la evidencia, se llevaron a cabo los tratamientos manteniendo
constante la concentracion de los metabolitos (8 uM) y ejerciendo el tratamiento de forma
conjunta con aurapteno en un rango de concentracion de 1-35 uM. Bajo la misma estrategia
experimental, se llevaron a cabo tratamientos con células control del tipo de cancer triple
negativo (TNBC) que no presentan la sobreexpresion del REa, para esta ronda experimental

se evaluaron a las células MDA-MB-231 de la ATCC.

Los datos indican una respuesta sinérgica del efecto del aurapteno (1-35 uM) bajo el
tratamiento con la dosis de endoxifeno (8 uM); de manera que se registrd6 un efecto
terapéutico sobre la viabilidad de las células de cancer REa+ (Figura 6A). En donde de
acuerdo a nuestros resultados el tratamiento no mostrd un efecto terapéutico sobre células
TNBC (Figura 6A). De esta manera, los resultados arrojan que en las células REa+, el
tratamiento de endoxifeno indujé una disminucioén en la CI5S0 del aurapteno, generando un
cambio en los datos de 47.49 uM bajo el tratamiento con aurapteno a 13.34 uM en el
tratamiento conjunto de endoxifeno (Tabla 3). En el caso de los resultados con las células
TNBC, se registré un valor de CIS0 del aurapteno de 76.7 uM, y el tratamiento combinado
de las moléculas aurapteno y endoxifeno mostr6 un valor de 52.6 uM como se muestra en

la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de Clso obtenidos del tratamiento conjunto del aurapteno (1-50 pM)
en combinacion con los metabolitos 4-OHTam (8 pM) y endoxifeno (8 pM) en células
de cancer de mama RE+ y células triple negativo (TNBC).

CIS0 Aurapteno Aurapteno + Aurapteno + 4-
(uM) Endofeno (uM) OHTam (uM)
Células REo+ 47.49 13.34 12.69
Células TNBC 76.75 52.68 80.65

De igual forma, en la caracterizacion de la terapéutica del efecto del 4-OHTam (8 uM) en
conjunto con el aurapteno (1-35 uM) (Figura 6B); encontramos un efecto sensibilizador

ejercido por el aurapteno, desde la concentracion de 25 uM se logré reducir la viabilidad
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por debajo del 50 %. De forma importante, bajo este mismo esquema experimental en las
células TNBC no se registro el efecto sensibilizador, lo cual es sugerente de la especificidad

del tratamiento por el tipo de cancer que sobreexpresa al REa+.

Los resultados arrojan que el tratamiento de 4-OHTam induce una disminucion en la CI50
del aurapteno, induciendo una reduccion en la CI50, de un valor de 47.49 uM a 12.69 uM
(Tabla 3). En el caso de los resultados con las células TNBC, se registr6 un valor de CI50
del aurapteno de 76.7 uM, y el tratamiento combinado de las moléculas aurapteno y
endoxifeno 4-OHTa mostr6 un valor de 80.65 uM (Tabla 3). De manera que es novedosa la
invencion y especifica para el tipo de cancer con sobreexpresion del REa, indicando los
resultados un efecto significativo del tratamiento sensibilizante del aurapteno y los

metabolitos 4-OHTam y endoxifeno.
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REIVINDICACIONES

Aurapteno para el uso en el tratamiento del cancer de mama para el subtipo del

REa+.

Aurapteno para usarse de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque

el aurapteno se usa en combinacion con tamoxifeno.

El uso de aurapteno para preparar un medicamento util en el tratamiento de cancer

de mama para el subtipo de REa+.

El uso de aurapteno como se reclama en la reivindicacién 3, caracterizado porque

se usa para preparar un medicamento en combinacidon con tamoxifeno.

Uso de la molécula aurapteno (0-100 uM) de conformidad con la reivindicacion 1,
como método de tratamiento con el firmaco tamoxifeno, como estrategia de sinergia

en el cancer de mama REa+.
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RESUMEN

La invencidn propone un tratamiento innovador para el cancer de mama que sobreexpresa
el receptor de estrogenos alfa (REa), combinando la molécula de origen natural aurapteno
y tamoxifeno. El aurapteno, especificamente 7-geraniloxicoumarina, muestra una alta
afinidad con REq, lo que lo hace crucial en este tratamiento. Se demostrd que el aurapteno
reduce la viabilidad celular en células MCF-7, que sobreexpresan RE+, siendo mds efectivo
que otras moléculas de la familia de las cumarinas. Ademas, induce apoptosis y reduce la
expresion de proteinas anti-apoptoticas como XIAP y Bcl-2, siendo su blanco el REa. Por
primera vez, se investigo el uso de los metabolitos activos del tamoxifeno, endoxifeno y 4-
OHTam, en células REa+, mostrando un efecto inhibitorio en la viabilidad celular. Se
observd una interaccion sinérgica entre el aurapteno y el endoxifeno en células REa+,
sugiriendo un potencial terapéutico especifico para estas células. Estos hallazgos destacan
la innovacion y la especificidad del tratamiento combinado con aurapteno y los metabolitos

del tamoxifeno para el cancer de mama con sobreexpresion de REa.
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CESION DE DERECHOS

Mexicali, Baja Cdlifornia a x16 de mayo de 2024

Que celebran por una parte Alondra Elizabeth Campos Valenzuela, a guien en lo'sucesivo
se le denominard “cedente"”, y la persona juridica denominada Universidad Auténoma de
Baja California (UABC), representada en este acto por Narciso Flores Romero en su cardcter
de Jefe del Deparfamento de Propiedad Intelectual y Transferencia y representante legal
de la UABC, a quien en lo sucesivo se le denominard “cesionario”, los cuales se sujetan al
fenor de las siguientes declaraciones y cldausulas:

DECLARACIONES

I El cesionario:

LI, Que es una instifucion de servicio publico, descentralizada de la administracion dei
Estado Mexicano, dotada de plena capacidad juridica de conformidad con lo estipulado
en el arficulo 1° de su Ley Orgdnica publicada el 28 de febrero de 1957 en el Periddico
Oficial del Gobierno del Estado de Baja California.

|.2 Que a Narciso Flores Romero, le fue oforgado un poder general para pleitos y cobranzas,
facultadndola para redlizar cualquier tipo de gestiones y frdmites ante el Instituto Mexicano
de la Propiedad Industrial, relativo a las funciones, atribuciones y facultades juridicas de la
Universidad Autonoma de Baja Cadlifornia, lo que consta en el instrumento 81,683 volumen
1,361 con fecha 20 de abril de 2023, otorgado ante la fe del notario publico nimero 1 del
municipio de Mexicdali, B.C. Lic. Héctor Manuel Acosta Moreno.

I El cedente:

I.1. Que es una persona fisica, de nacionalidad mexicana, mayor de edad, con plena
capacidad juridica para contraer obligaciones, acreditado mediante identificacion oficial
numero 0565118627823.

II2. Que en materia de propiedad intelectual se sujeta a los términos que establecen 5, 6, 9,
10 y 19 del Reglamento de Propiedad Intelectual de la Universidad Auténoma de Baja
California, asi como a la normatividad vigente que resulte aplicable.

I.3. Que ha colaborado en el desarrollo de la invencidn denominada “USO DEL
AURAPTENO COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN
MODELO RE+ DE CANCER DE MAMA". misma que es susceptible de ser protegida
por una o mas figuras juridicas de propiedad industrial, sujeto al procedimiento
establecido por la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial.

106900/v202/e/XIN



CLAUSULAS

PRIMERA.- Ambas parfes reconocen mutuamente la personalidad con gue actuan en el
presente instrumento juridico y expresan su libre voluntad de celebraric.

SEGUNDA.- Que el "cesionario” reconoce la calidad de inventor del "cedente” en los
términos del articulo é del Reglamento de Propiedad Intelectual de la Universidad
Auténoma de Baja California.

TERCERA.- Que el “cedente” acuerda gue el "cesionario” dispondrd lo que por derecho le
corresponda en lo relacionado a la invenciéon denominada “USO DEL AURAPTENO COMO
SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO RE+ DE CANCER DE
MAMA™,

CUARTA.- Que el “cedente” acepta que el presente acuerdo sera vigente a partir de lo
fecha en que se suscribe con el “cesionario”, y que contfinuard durante el periodo de
proteccion contemplado por la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial para el
registro de la(s) figura(s) juridica(s) de propiedad industrial

QUINTO.- Que tanto el “cedente” como el “cesionario” aceptan los derechos y

obligaciones que se desprenden de la firma del presente instrumento juridico.

Leido el presente documento, los firmantes se comprometen al cumplimiento del mismo.
Mexicali, Baja California a é de junio de 2023.

“Cedente” “"Cesionario™
f. ~
r
Alondra Eﬁzcdbe’rh Campos Valenzuela . Narciso !Eéores Romero
Jefe del Departamento de Propiedad Intelectual y
Transferencia
TESTIGOS

&=
Victor Guadalupe Garcia Gonzales Angel Armando Pulido Capiz
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CESION DE DERECHOS

Mexicali, Baja California a 16 de mayo de 2024

Que celebran por una parte Angel Armando Pulido Capiz, a quien en lo sucesivo se le
denominard “cedente"”, y la persona juridica denominada Universidad Autdénoma de Bgja
Cdlifornia (UABC), representada en este acto por Narciso Flores Romero en su cardcter de
jefe del Departamento de Propiedad Intelectual y Transferencia y representante legal de la
UABC, a quien en lo sucesivo se le denominard "cesionario”, los cuales se sujetan al tenor
de las siguientes declaraciones y cldusulas:

DECLARACIONES

I El cesionario:

lI. Que es una institucidn de servicio publico, descentralizada de la administracion del
Estado Mexicano, dotada de plena capacidad juridica de conformidad con lo estipulado
en el articulo 1° de su Ley Orgdanica publicada el 28 de febrero de 1957 en el Periddico
Oficial del Gobiermo del Estado de Baja California.

.2 Que a Narciso Flores Romero, le fue oforgado un poder general para pleitos y cobranzas,
facultandola para realizar cualquier tipo de gestiones y frdmites ante el Instituto Mexicano
de la Propiedad Industrial, relativo a las funciones, atribuciones y facultades juridicas de la
Universidad Auténoma de Baja California, lo que consta en el instrumento 81,683 volumen
1,361 con fecha 20 de abril de 2023, otorgado ante la fe del notario pUblico nimero 1 del
municipio de Mexicali, B.C. Lic. Héctor Manuel Acosta Moreno.

l. El cedente:

II.1. Que es una persona fisica, de nacionalidad mexicana, mayor de edad, con plena
capacidad juridica para contraer obligaciones, acreditado mediante identificacién oficial
nUmero 0324075234425

2. Que en materia de propiedad intelectual se sujeta a los términos que establecen 5, 6, 9,
10 y 19 del Reglamento de Propiedad Intelectual de la Universidad Auténoma de Baja
Cadlifornia, asi como a la normatividad vigente que resulte aplicable.

I.3. Que ha colaborado en el desarrollo de la invencién denominada “USO DEL AURAPTENO
COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO RE+ DE
CANCER DE MAMA". misma que es suscepfible de ser protegida por una o mas figuras
juridicas de propiedad industrial, sujeto al procedimiento establecido por la Ley Federal de
Proteccidén a la Propiedad Industrial.

106900/i7202/e/XIN



CLAUSULAS

PRIMERA.- Ambas partes reconocen mutuamente la personalidad con que actuan en el
presente instrumento juridico y expresan su libre voluntad de celebrarlo.

SEGUNDA.- Que el “cesionario” reconoce la calidad de inventor del "cedente" en los
términos del arficule 6 del Reglamento de Propiedad Infelectual de la Universidad
Auténoma de Baja California.

TERCERA.- Que el “cedente" acuerda que el "cesicnario” dispondrd lo que por derecho le
comesponda en lo relacionado a la invencidn denominada denominada “USO DEL
AURAPTENO COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO
RE+ DE CANCER DE MAMA”,

CUARTA.- Que el “cedente" acepta que el presente acuerdo serd vigente a partir de la
fecha en que se suscribe con el "cesionario”, y que contfinuard durante el periodo de
proteccion contemplado por la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial para el
registro de la{s) figura(s) juridica(s) de propiedad industrial

QUINTO.- Que tanto el "cedente" como el “cesionario” aceptan los derechos y

obligaciones que se desprenden de la firma del presente instfrumento juridico.

Leido el presente documento, los firmantes se comprometen al cumplimiento del mismo.
Mexicali, Baja California a 6 de junio de 2023.

“Cedente” “Cesionario”
Angel Armando Pulido Capiz Narciso Eores Romero
Jefe del Departamento de Propiedad Intelectual y
Transferencia
TESTIGOS

2

e B R B, R
PO U8 BOE0 O
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CESION DE DERECHOS

Mexicali, Baja California a 16 de mayo de 2024

Que celebran por una parte Victor Guadalupe Garcia Gonzdlez, a guien en o sucesivo se
le denominard “cedente”, y la persona juridica denominada Universidad Auténoma de
Baja Cdlifornia (UABC), representada en este acto por Narciso Flores Romero en su cardcter
de jefe del Departamento de Propiedad Intelectual y Transferencia y representante legal
de la UABC, a quien en lo sucesivo se le denominard “cesionario”, los cuales se sujetan al
tenor de las siguientes declaraciones y clausulas:

DECLARACIONES

1. El cesionario:

LI. Que es una institucién de servicio publico, descentralizada de la administracién del
Estado Mexicano, dotada de plena capacidad juridica de conformidad con lo estipulado
en el articulo 1° de su Ley Orgdnica publicada el 28 de febrero de 1957 en el Periddico
Oficial del Gobierno del Estado de Baja California.

.2 Que a Narciso Flores Romero, le fue otorgado un poder general para pleitos y cobranzas,
facultandola para realizar cualquier tipo de gestiones y tramites ante el Instituto Mexicano
de la Propiedad Industrial, relativo a las funciones, atribuciones y facultades juridicas de la
Universidad Auténoma de Baja California, lo que consta en el instrumento 81,683 volumen
1,361 con fecha 20 de abril de 2023, otorgado ante la fe del notaric publico nUmero 1 del
municipio de Mexicali, B.C. Lic. Héctor Manuel Acosta Moreno.

Il. El cedente:

II.1. Que es una persona fisica, de nacionalidad mexicana, mayor de edad, con plena
capacidad juridica para contraer obligaciones, acreditado mediante identificacion oficial
nUumero 0303060163172.

I12. Que en materia de propiedad intelectual se sujeta a los términos que establecen 5, 6, 9,
10 y 19 del Reglamento de Propiedad Intelectual de la Universidad Auténoma de Baja
Cdlifornia, asi como a la normatividad vigente que resulte aplicable.

I1.3. Que ha colaborado en el desarrollo de la invencion denominada “USO DEL AURAPTENO
COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO RE+ DE
CANCER DE MAMA". misma que es susceptible de ser protegida por una o mads figuras
juridicas de propiedad industrial, sujeto al procedimiento establecido por la Ley Federal de
Proteccion a la Propiedad Industrial.
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CLAUSULAS

PRIMERA.- Ambas partes reconocen mutuamente la personalidad con que actdan en el
presente instfrumento juridico y expresan su libre voluntad de celebrarlo.

SEGUNDA.- Que el “cesionario" reconoce la calidad de inventor del "cedente” en los
términos del articulo 6 del Reglamento de Propiedad Intelectual de la Universidad
Autdnoma de Baja Cdlifornia.

TERCERA.- Que el "cedente” acuerda que el "cesionario” dispondrd lo que por derecho le
corresponda en lo relacionado a la invencidon denominada denominada “USO DEL
AURAPTENO COMO SENSIBILIZADOR EN EL TRATAMIENTO CON TAMOXIFENO EN UN MODELO
RE+ DE CANCER DE MAMA".

CUARTA.- Que el "cedente" acepta que el presente acuerdo sera vigente a partir de la
fecha en que se suscribe con el “cesionaric”, y que continuard durante el periodo de
proteccion contemplado por la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial para el
registro de la(s) figura(s) juridica(s) de propiedad industrial

QUINTO.- Que tanto el "cedente” como el “cesionario" aceptan los derechos vy
obligaciones que se desprenden de la firma del presente instrumento juridico.

Leido el presente documento, los firmantes se comprometen al cumplimiento del mismo.
Mexicali, Baja California a é de junio de 2023.

"Cedente" “Cesionario”

] } et
—Lhilbee—

Victor Guadalupe Garcia Gonzdlez Narciso Flores Romero
Jefe del Departamento de Propiedad Intelectual y
Transferencia

TESTIGOS

=

L4

Angel Armando Pulido Capiz Alondra Elizabeth Campos Valenzuela
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ECONOMIA

- DIRECCION DIVISIONAL DE PATENTES
z = /\ I M P I SUBDIRECCION DIVISIONAL DE
- ’ PROCESAMIENTO ADMINISTRATIVO DE

— PATENTES
COORDINACION DEPARTAMENTAL DE EXAMEN DE
FORMA
Certificado de acuse de Expediente de Patente MX/a/2024/006501
recibo registro:
MX/2024/037190
Asunto: Se informa resultado del examen de forma.
Ciudad de México, a 3 de junio de 2024.
Narciso FLORES ROMERO No. Folio: 48682
Apoderado de

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
SAN VICENTE 97

EL REFUGIO

21440, TECATE, Baja California Norte, México

REF: Se da acuse de recibo a su Solicitud

En términos de lo dispuesto por el articulo 106 de la Ley Federal de Proteccién a la Propiedad
Industrial y articulos 18, 19 y 26 del Acuerdo por el que se establecen lineamientos en materia de
servicios electrénicos del Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial; se tiene por satisfecho el
examen de forma al haber cumplido con lo dispuesto por la Ley Federal de Proteccién a la Propiedad
Industrial y el Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial, aplicable a la Ley Federal de
Proteccion a la Propiedad Industrial en términos de lo dispuesto por el articulo Cuarto Transitorio
del DECRETO por el que se expide la Ley Federal de Proteccién a la Propiedad Industrial y se abroga
la Ley de la Propiedad Industrial publicado en el Diario Oficial de la Federacién del dia 01 de julio de
2020.

Por lo anterior, de conformidad con los articulos 107 y 108 de la Ley Federal de Proteccién a la
Propiedad Industrial; articulos 39 y 40 del Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial y articulo
9 del Acuerdo por el que se establecen los plazos de respuesta a diversos tramites ante el Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial, una vez aprobado el examen de forma, la publicacién en Gaceta
de la presente solicitud de patente en tramite, tendrd lugar después del vencimiento del plazo de
18 meses, contado a partir de la fecha de presentacién de la solicitud de patente, o en su caso, de
prioridad reconocida, la cual contendra los datos bibliograficos comprendidos en la solicitud
presentada, el resumen de la invencidn y, en su caso, el dibujo mas ilustrativo de la misma o la
féormula quimica que mejor la caracterice.

No obstante, el pendltimo parrafo del articulo 107 de la Ley Federal de Proteccién a la Propiedad
Industrial; articulo 40 del Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial y 10 del Acuerdo por el
gue se establecen los plazos de respuesta a diversos tramites ante el Instituto Mexicano de la
Propiedad Industrial, prevén que a peticién del solicitante mediante escrito, la solicitud de patente

MX/2024/48682

2C24

- Felipe Carrillo
PUERTO
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SUBDIRECCION DIVISIONAL DE
e PROCESAMIENTO ADMINISTRATIVO DE
PATENTES

COORDINACION DEPARTAMENTAL DE EXAMEN DE
FORMA

podra ser publicada de manera anticipada, siempre que la misma haya aprobado el examen de
forma y el solicitante entere al Instituto el pago de la tarifa correspondiente (articulo 1d).

Asi, una vez publicada la solicitud, de conformidad con el articulo 109 de |la Ley Federal de Proteccion
a la Propiedad Industrial, en relacién con lo dispuesto en el articulo 23 del Acuerdo por el que se
establecen lineamientos en materia de servicios electrénicos del Instituto Mexicano de la Propiedad
Industrial, cualquier persona podra dentro de un plazo de dos meses posteriores a aquella, presentar
ante el Instituto, informacién concerniente a los requisitos de patentabilidad y sus excepciones
(articulos 47 y 49 de la Ley Federal de Proteccidon a la Propiedad Industrial), por lo que el Instituto
dara inicio al examen de fondo hasta haber transcurrido los plazos especificados.

El suscrito firma el presente oficio con fundamento en los articulos 5° fracciones | y XIX, 9 y 10 de la
Ley Federal de Proteccién a la Propiedad Industrial; articulos 1°, 2°, 3° fraccidn V, inciso a), sub inciso
i), segundo guion, 4°,5 °y12° fracciones |, II, I, IV y VI del Reglamento del Instituto Mexicano de la
Propiedad Industrial; articulos 1°, 2° 3°, 4° 5° fraccién V inciso a) sub inciso i), segundo guion, 16
fracciones |, II, I, IV y VI y 30 del Estatuto Organico del Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial;
articulos 1°, 3%y 5° fracciones VIl y XV y penultimo parrafo del Acuerdo Delegatorio de Facultades del
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial.

El presente documento electréonico ha sido firmado mediante el uso de la firma electrénica
avanzada por el servidor publico competente, amparada por un certificado digital vigente a la fecha
de su elaboracién, y es valido de conformidad con lo dispuesto en los articulos 7 y 9 fraccion | de la
Ley de Firma Electréonica Avanzada y articulo 12 de su Reglamento.

El presente documento electrénico, su integridad y autoria, se podrd comprobar en
www.gob.mx/impi.

Asimismo, se emitié conforme lo previsto por los articulos 1° fraccién Ill; 2° fraccién VI; 37, 38 y 39 del
Acuerdo por el que se establecen lineamientos en materia de Servicios Electrénicos del Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial.

ATENTAMENTE
COORDINADOR DEPARTAMENTAL DE EXAMEN DE
FORMA

OMAR SANTIAGO GALVEZ CASTILLO.
OSGC/ISG/2024

MX/2024/48682 Pag. 2 2 C 2 4
1 Felipe Carvrillo
PUERTO
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Cadena Original

OMAR SANTIAGO GALVEZ CASTILLOJ|0O000T1000000705235735|SERVICIO DE
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Abstract: Approximately 80% of breast cancer (BC) cases are estrogen receptor positive (ER+) and
sensitive to hormone treatment; Tamoxifen is a prodrug, and its main plasmatic active metabolites
are 4-hydroxytamoxifen (4-OH Tam) and endoxifen. Despite the effectiveness of tamoxifen therapy,
resistance can be developed. An increment in eukaryotic initiation factor-4A complex (elF4A)
activity can result in tamoxifen-resistant tumor cells. For this work, we developed a cell variant
resistant to 4-OH Tam and endoxifen, denominated MCF-7V2 E; then, the aim of this research was to
reverse the acquired resistance of this variant to tamoxifen metabolites by incorporating the natural
compound auraptene. Combination treatments of tamoxifen derivatives and auraptene successfully
sensitized the chemoresistant MCF-7V2* B, Our data suggest a dual regulation of e[F4A and ER by
auraptene. Joint treatments of 4-OH Tam and endoxifen with auraptene identified a novel focus for
chemoresistance disruption. Synergy was observed using the auraptene molecule and tamoxifen-
derived metabolites, which induced a sensitization in MCE-7Y2" E cells and ERo parental cells that
was not observed in triple-negative breast cancer cells (TNBC). Our results suggest a synergistic effect
between auraptene and tamoxifen metabolites in a resistant ER+ breast cancer model, which could
represent the first step to achieving a pharmacologic strategy.

Keywords: auraptene; breast cancer; estrogen receptor; resistance; eukaryotic initiation factor-4A
complex

1. Introduction

Breast cancer (BC) is a heterogeneous disease classified into the following molecular
subtypes: estrogen receptor positive x (ERx), epidermal growth factor receptor 2 positive
(HER2+), and triple negative (TNBC) [1]. Approximately 80% of BC cases are estrogen
receptor positive (ER+) [1]. One of the most widely used drugs for the treatment of BC
ER+ is tamoxifen, a selective ER modulator that competes with its natural ligand, estradiol
(E2), an estrogen hormone playing a critical role in breast tissue growth, development,
and function [2]. Tamoxifen is classified as a prodrug due to its transformation into active
metabolites upon metabolism. These metabolites include N-desmethyltamoxifen (NMD), 4-
hydroxy-N-desmethyltamoxifen (endoxifen), and 4-hydroxytamoxifen (4-OH Tam), which
exhibit significantly 30 to 100 times greater affinity for ER compared to tamoxifen itself [3].
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Although one of the most recurrent treatments against ER+ BC is tamoxifen, some
patients develop a resistance to this drug. Particularly, there are reports on the acquisition
of 4-OH Tam resistance for ER inhibition [3]; however, there is limited information available
regarding resistance to the more potent metabolite, endoxifen. Moreover, 4-OH Tam and
endoxifen are the main plasmatic metabolites. The emergence of chemoresistance at various
stages has significantly increased the complexity of BC treatment [4].

Several mechanisms have been elucidated to explain how neoplastic cells develop
resistance to therapy. These include diminished prodrug activation, heightened expression
of efflux pumps, reduced drug internalization [5], and the activation of enzymatic systems
responsible for drug catabolism.

Likewise, one of the causes of resistance to tamoxifen is the decrease in ER expression
through transcriptional suppression, causing a phenotype transformation or changes in
the percentage of cell populations among low and normal expression of ER [6]. A low
concentration of intratumoral tamoxifen metabolites has also been observed in some cases
of tamoxifen-resistant BC, suggesting a condition of acquired resistance associated with an
increase in ATP-binding cassette (ABC) or Multidrug resistance (MDR) efflux pumps [7].
ERwx is a key player in the context of ER+ breast cancer, influencing both pathogenesis
and treatment response. Moreover, ER« signaling exhibits intricate cross-talk with other
pathways, such as those mediated by growth factor receptors, influencing cell growth and
survival [8].

This interaction leads to an increase in selective protein synthesis, making the eukary-
otic initiation factor 4F complex (elF4F) an important target [9,10]. The elF4F complex is
composed of three key components, elF4E, elF4A, and elF4G, which together coordinate the
initiation of mRNA translation in eukaryotic cells. An overexpression or hyperactivation
of factor elF4E has been implicated in the translation of mRNA targets including cyclin
D1, c-Myc, VEGE, and Bcl-2, which are known to depend on ER signaling and contribute
to BC progression, and also the increase in translation of pro-survival proteins, including
those involved in drug resistance mechanisms such as anti-apoptosis and drug efflux
pumps. Moreover, aberrant elF4G signaling can enhance the assembly and stability of the
elF4F complex, leading to the increased translation of mRNA. In addition, alterations that
increase the expression or enhance the helicase function of eIF4A can lead to the transla-
tion of specific mRNA transcripts, thereby potentiating chemoresistance according to our
results [11,12]. Together, these components form a dynamic complex crucial for efficient
mRNA translation, whose dysregulation is often implicated in chemoresistance phenomena
registered in cancer cells [13]. Through its influence on the translation of these key proteins,
the elF4F complex can impact various aspects of ER-mediated cellular processes, including
cell cycle regulation, proliferation, angiogenesis, and apoptosis resistance. Moreover, in
MCE-7 cells (ER+ cells), heightened expression levels of ABCB1 and ABCC1 efflux pumps
have been described [14]. Therefore, this dual regulation eIF4F and ER could represent a
strategic therapeutic approach for ER chemoresistance.

Natural compounds have potential as a therapeutic strategy. In this regard, several
molecules such as rocaglates, hippuristanol, and pateamine A have been reported to have
anticancer activity in vitro and in vivo models [15]. Indeed, rocaglamide and silvestrol
have been characterized as adjuvant compounds in cancer treatment, capable of inhibiting
the subunit elF4A [16-18]. However, new molecules of natural origin may represent a
potential opportunity area; in this regard, auraptene, a prenyloxycoumarin obtained from
plants of the genus Citrus, could show several pharmacological properties, such as being an
antineoplastic agent, apoptosis inducer, neuroprotective agent, metalloproteinase inhibitor,
and an antioxidant and hepatoprotective agent. Auraptene has also been proposed to bind
to ERoc and modulate its transcriptional activity in ER+ cells [19]. Therefore, auraptene is
proposed as a molecule with a dual function in the modulation of strategic protein targets
in ER cancer cells, moreover, in chemoresistance conditions.

Natural compounds, the bioactive molecules derived from plants, herbs, and other
sources, have demonstrated a therapeutic anti-cancer effect, ranging from anti-inflammatory
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and antioxidant properties to immune modulation and apoptosis induction. Tamoxifen
metabolites used along these natural compounds may have a potential to counteract
chemoresistance mechanisms and enhance therapeutic outcomes. In this regard, we ex-
plored the use of auraptene for developing improved treatment strategies targeting ER
signaling in breast cancer, as well as its use in chemoresistance conditions.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

The salts and buffers were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). The cell
culture reagents were purchased from Thermo-Fisher (Carlsbad, CA, USA); tissue culture
plates and other plastic materials were obtained from Corning Inc. (Corning, NY, USA). For
the MTT reactive, endoxifen, 4-OH Tam, and aurpatene (Aur) were obtained from Merck
in a concentration of >98% (HPLC). Anti-3 actin (sc-8432), anti-eIF4A (sc-377315), anti-
elF4E (sc-271480), anti-elF4G (sc-133155), anti-RE (sc-8002), anti-Cathepsin D (sc-377299),
anti-GADPH (sc-32233), and anti-p-4E-BP1/2/3 (sc-271947) antibodies were obtained
from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). The horseradish peroxidase-conjugated
anti-mouse secondary antibody from Thermo-Fisher was used for detection using the
immobilon western kit (Millipore Western from Millipore, Burlington, MA, USA) [20].
B-actin and GAPDH were used as loading controls.

2.2. Cell Culture

MCE-7 cells, ERx and PR positive, were purchased from American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), accession number: HTB-22. The TNBC cell line
model MDA-MB-231 was purchased from American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA), accession number: HTB-26. Cell cultures were grown in DMEM
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 10 U/mL penicillin, 10 pg/mL
streptomycin, and 25 ug/mL amphotericin B; 1100 units of insulin were added for MCF-7
according to ATCC recommendations. Cultures were maintained at 37 °C in a humidified
atmosphere with 95% air and 5% CO,. The culture medium was changed every 3 to 4 days
according to ATCC recommendations.

2.3. Chemoresistance Protocol

To generate a drug-resistant phenotype in MCF-7 cells, we established a protocol for
resistance development to the active metabolites 4-OH Tam and endoxifen. Cells were
treated with 1 uM concentrations of each metabolite and supplemented with 2 pM estradiol.
Stock solutions of the metabolites were prepared at 1 mM in DMSO for endoxifen and
estradiol, while 4-OH Tam was prepared in ethanol.

The treatment protocol involved exposing the cells to 1 uM of 4-OH Tam and endoxifen
for 48 h; these concentrations of the metabolites were also used by Calley et al. [21], but they
were applied independently. Following this treatment, a recovery period was implemented
wherein the cells were maintained in fresh medium free of 4-OH Tam and endoxifen for
24 h. Subsequently, the cells were again treated with 1 M of each metabolite plus 2 uM
of estradiol for another 48 h, maintaining a molar 1:1 ratio of each metabolite. This cycle
was repeated for a duration of 4 months to induce resistance. For maintaining the resistant
cell variant, the culture was maintained with 50 nM of 4-OH Tam and endoxifen. This
maintenance protocol was adapted from Chen et al. (2020) [22].

2.4. Cell Viability

Cell viability was assessed using the MTT assay according to a previous protocol [23].
The experiments were performed in a 96-well plate, seeding 20,000 cells, which were
incubated to reach 80% of confluence. Next, cells were incubated under different treatments.
Formazan crystals were dissolved in a lysis buffer containing 20% SDS and 50% N,N-
dimethylformamide (pH 3.7) for 12 h at 37 °C. Optical densities were measured at 570 nm
using a microplate reader.
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The treatments used in the cell viability assays were under 24 h incubation periods
using the following increasing concentrations: 0-16 pM for endoxifen, 4-OH Tam, and
fulvestrant. For auraptene, the concentrations used were 0-100 uM, and for joint treatments,
endoxifen and 4-OH Tam was used in a concentration of 8 uM with 12 h of incubation.

To determine EC50 values, the software GraphPad Prism 8 was used. The obtained
data were transformed and normalized, followed by the application of a five-parameter
asymmetric curve model.

2.5. Western Blot (WB) Analysis

Cells were seeded at a density of 200,000 cells/mL in 20 mm 6-well plates and in-
cubated until they reached 90% confluence. After reaching the desired confluence, cells
were exposed to the specified treatments. Subsequently, cells were washed with PBS and
lysed for 35 min at 4 °C using a protein lysis buffer containing protease and phosphatase
inhibitors. The lysates were centrifuged at 4100 x g for 10 min, and the supernatant was
collected. Protein quantification was performed using a BCA assay.

Samples (12 pg/lane) from the total protein fraction were analyzed using SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using 8-12% gels, depending on the
molecular weight of the target proteins. Proteins were transferred to PVDF membranes
(Millipore, Burlington, MA, USA). Membranes were blocked with 5% nonfat milk in
Tris-buffered saline with 0.1% Tween-20 (TBS-T) for 1 h at 37 °C, followed by overnight
incubation at 4 °C with the respective primary antibodies: anti-ER (1:250), anti-f3 actin
(1:500), anti-elF4A (1:500), anti-eIF4E (1:400), anti-GAPDH (1:500), anti-Cathepsin D (1:450),
anti-elF4G (1:300), and anti-p-4E-BP1/2/3 (1:400).

After washing with TBS-T, membranes were incubated for 2 h at 37 °C with the cor-
responding horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies. Membranes
were washed again with TBS-T, and HRP activity was detected using the Immobilon West-
ern kit (Millipore, MA, USA). Immunoblots were analyzed using the Image] 1.51 program,
and the figures presented are representative of the blots.

2.6. Optical Microscopy

Cells were seeded at a density of 200,000 cells/mL in 6-well plates of 20 mm and
were subsequently proliferated until 90% of confluence. Next, cells were incubated under
indicated treatments. We utilized an inverted microscope VWR Vista Vision coupled to a
camera Moticam 5 (Vancouver, BC, Canada), and cell imaging data were analyzed using
Motic Images plus 3.0.

2.7. Molecular Docking

The three-dimensional structure of eI[F4A1 was obtained from the Protein Data Bank
(PDB) [24] ID 5ZC9, which corresponds to the structure of human elF4A1-ATP at 2 A
resolution. The PDB 3ERT three-dimensional structure of ERx at 1.9 A resolution was used.
The structures of the ligand molecules were obtained from the PubChem database [25],
rocaglamide (CID 331783), auraptene (CID 1550607), endoxifen (CID 10090750), 4-OH
Tam (CID 449459), and fulvestrant (CID 104741). The protein structures were prepared
by removing water and small molecules, leaving only the protein structure. The ligand
and receptor were protonated in 3D and energy minimization; these experiments were per-
formed using Molecular Operating Environment (MOE) 2022.02 software [26] with default
parameters under the AMBER99 force field [27]. For the ligands, different conformations
were generated using a stochastic search on the MOE default parameters.

Binding sites were predicted by employing the site finder option of the MOE soft-
ware [28]. Molecular docking was established with the default parameters of MOE software,
and refinement was used. For interpretation of the docking results, MOE identifies salt
bridges, hydrogen bonds, hydrophobic interactions, sulfur-LP, cation-7t, and solvent expo-
sure, and gives the score S as a value of affinity ligand-receptor. Ligand interactions with
target proteins were predicted based on the S score [29].
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To find inaccessible binding modes with MOE'’s scoring function, molecular docking
simulations were also carried out using Vina [30]. Protein and ligand structures were
prepared using Chimera’s [31] Dockprep plugin. Polar hydrogens were added, Gasteiger
charges were calculated with ANTECHAMBER [32] and AMBER {f99sb force field, and
missing residues were added using Dunbrack’s rotamer library [33]. Structures were
then minimized using 100 steps of steepest descent with step sizes of 0.02 A followed by
10 conjugate gradient steps of the same step size. Autodock Vina was then used to prepare
pdbqt files and run the docking simulations using a grid box of enough volume to contain
both the protein and the ligand and with an exhaustiveness parameter of 8.

2.8. Overexpression and Purification of elF4A1

The gene coding for the elF4A1 protein was cloned into a modified pET19b expression
vector (pET19bm), which contains an ampicillin resistance gene, a polylinker site, the lac
operon sequence controlled by the T7 promoter, and a 10-histidine tract at the N-terminal
of elF4A1. Additionally, the vector includes a proteolysis site for Prescission Protease (PPS,
GE Healthcare, Chicago, IL, USA) to facilitate the removal of the histidine tract.

The plasmid was transformed into Escherichia coli Rosetta Star cells (Novagen, Darm-
stadt, Germany) harboring the pET19b-elF4A1 plasmid. Cultures were grown at 37 °C
in 2XYT medium supplemented with ampicillin (100 ug/mL) until an optical density
(OD600) of 0.6 was reached. Protein expression was induced by adding Isopropil -D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) to a final concentration of 1 mM, followed by incubation for
1624 h at 37 °C.

After incubation, the cells were collected using centrifugation and lysed using sonica-
tion. The supernatant was obtained and washed with a buffer containing 50 mM NaH;POy,
300 mM NaCl, and 10 mM imidazole. Purification of the e[F4A1 protein was carried out
using immobilized metal affinity chromatography (IMAC) with Ni-NTA agarose resin
(QIAGEN, Hilden, Germany). Purification was evaluated using native acrylamide gel
adapted from Arndt Cluadia et al. protocol [34], and the identification was performed
using Western blot.

2.9. Fluorescence Assays for Auraptene-elF4A Binding

Measurements were performed using a Cary Eclipse fluorometer (Mulgrave, VIC,
Australia) scanning from 250 to 350 nm at 25 °C in a synchronous mode. Protein-ligand
interactions were evaluated using 12 uM elF4A1 and a range of auraptene concentration
0-80 uM. Solutions were homogenized and incubated for 5 min at 25 °C, and measurements
were performed in a quartz cell with a path length of 1 cm and 500 pL volume at 25 °C.

2.10. ATPase Activity Assay for elF4AI

The ATPase assay in polyacrylamide gel with lead nitrate (PbNO3) staining was
employed to evaluate the effect of auraptene on elF4A ATPase activity. Serial dilutions
of auraptene were prepared through a concentration range of 0-200 uM. Rocaglamide,
used as a control, was prepared at a concentration of 5 nM based on a previous report [17].
After performing gel electrophoresis, the gels were stained with lead nitrate. Then, ATPase
activity was visualized as clear bands against a dark background.

2.11. gPCR for ABCC1 and ABCB1 Expression

Cells were seeded at a density of 200,000 cells/mL in 6-well plates of 20 mm and
were subsequently incubated until 90% confluence was reached. Next, cells were in-
cubated under indicated treatments for 12 h. The total RNA from cell variants were
obtained with Trizol reagent, following the supplier’s instructions. cDNA was synthe-
sized using 1 pg of RNA and the Primer Script RI-PCR. cDNA concentration was stan-
dardized for qPCR with the PowerUp Sybr Green Master Mix 2X (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions, and 10 pL of the re-
sultant cDNAs was used for each PCR reaction. Primer sequences were ABCB1 forward
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5'-GCCAGCTGAACTCCTTAGAC-3'; ABCBI reverse 5'-GATTCGTGCACAGCAGCA-3/;
ABCC1 forward 5-GGCTCAAGGAGTATTCAGAG3'; ABCCT reverse 5'“CCATCGATGATGATCTCTCC-
3; GAPDH forward 5-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3’; and GADPH reverse 5'-
CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3'. gPCR reactions were performed in QuantStudio
1 by applied biosystems. Data were analyzed with the 2724t method with GAPDH as
reference, and results were reported as fold change.

2.12. ADME Properties of Auraptene

The chemical structure of auraptene was input into the SwissADME [35] web tool
and the ADMETlIab 2.0 [36] interface to identify favorable ADME characteristics. The
ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion) properties of auraptene
determine its drug-likeness and desired pharmacokinetic profiles. Specifically, we focused
on evaluating optimal lipophilicity, high water solubility, and predicted bioavailability.

2.13. Statistical Analysis

All data are expressed as mean =+ standard deviation (SD). Statistical analyses were
performed using two-way analysis of variance (ANOVA) with GraphPad Prism 8. For MTT
assays, the data are also expressed as mean + SD. According to GraphPad Prism, manual
results were considered statistically significant if p < 0.05.

3. Results
3.1. Resistance Acquisition under Tamoxifen-Derived Metabolites and Estradiol Treatments in
ERw Cells

An MCF-7 (ER+) cell variant resistant to 4-OH Tamoxifen (4-OH Tam) and endox-
ifen was generated, denominated as MCF-7V2"E. The endocrine resistance was acquired
through treatment under a scheme of 1 uM of endoxifen, 1 pM 4-OH Tam, and 2 pM
estradiol (E2) in a concomitant incubation; E2 was utilized as an antagonist against the
tamoxifen metabolites. The ratio of active metabolites to hormones was maintained at
an equimolar concentration. The resistant variant was generated by stimulating the cell
cultures with Tamoxifen metabolites for 48 h periods followed by a 24 h recovery period;
maintenance doses of 50 nM of each compound were incubated over a 120-day cycle to
induce endocrine resistance (Figure 1A). Cell viability experiments were performed to
determine the endocrine resistance of the MCF-7"2" E variant. Using the MTT assay, the half
maximal effective concentration (ECs) of each active metabolite for MCF-7 and MCF-7Var E
cell cultures was quantified to determine the resistance of the variants (Figure 1B-D).

The MCF-7V2"E showed an increase in ECs values under treatment with endoxifen
(9.62 £ 0.49 uM) and 4-OH Tam (12.13 £ 1.5 uM) in comparison to MCF-7 cells with values
for endoxifen (5.91 + 1.75 uM) and 4-OH Tam (10.49 + 0.96 uM) (Figure 1B-D). Results
demonstrate the acquisition of resistance to the pharmacologically active tamoxifen metabo-
lites. In a complementary way, the experimentation with the fulvestrant drug showed
a similar behavior; an increase in the ECsy value for the MCF-7VarE (29.62 + 0.49 M)
compared to MCF-7 cells (19.81 £ 0.49) was registered (Supplementary Figure S1).
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Figure 1. Resistance development in MCF-7 cells and its characterization. (A) Illustration of the
protocol used to carry out chemoresistance, showing the procedure for resistance acquisition in
MCEF-7V2rE cells. (B) Comparison of the ECs values and SD among MCF-7 and MCF-7V2" E cells
under the 4-OH Tam (C) and endoxifen (D) treatments (0-16 uM).

3.2. Effect of Estradiol as a Determinant of Chemoresistance

E2 functions as a critical regulator of ER« signaling. Although its presence promotes
cell growth and proliferation, elucidating the effects of E2 is crucial for unraveling the
complexities of ER+ breast cancer regulation and for developing therapeutic strategies.

Under conditions of chemoresistance, tamoxifen metabolites induced an increase in
ER expression in the MCF-7V2"E in comparison to MCF-7 cells under basal conditions
(Figure 2A,B). Moreover, combined treatment with E2- and tamoxifen-derived metabolites
showed a down-regulation in ERx expression (Figure 2A,B), which in turn caused more
significant cell damage (Supplementary Figure S2). This phenomenon could be associated
with the fact that E2 stimulation increases cellular activity, enhancing the effectiveness
of tamoxifen metabolites, particularly under the combined treatments. In addition, in
the resistant MCF-7V¥ E cells, the combined effect was more pronounced, resulting in a
significant decrease in ERx expression (Figure 2A,B) and, consequently, a more potent
cytotoxic effect (Supplementary Figure 52). These results suggest a role of ERx under
elevated concentrations of pharmacologically active tamoxifen-derived metabolites.

Given the impact of changes in cathepsin D expression levels on breast cancer prog-
nosis [37], we also determined its expression in control and resistant cells. Importantly,
we observed an increase in cathepsin D levels in both MCF-7 and MCF-7Va E cells when
treated with a combination of estradiol and tamoxifen metabolites.

Additionally, we observed an association between the resistant phenotype and in-
creased ER expression. To investigate whether tamoxifen metabolites could modulate ER
activity, we conducted molecular docking simulations (Supplementary Figure S3A-C).
The obtained affinity values through algorithm MOE (Molecular Operating Environment),
E-scores, were —5.60 kcal/mol for estradiol, —7.81 for endoxifen, and —7.29 for 4-OH Tam,
suggesting a higher affinity for tamoxifen-derived metabolites on ER structure.
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Figure 2. Role of estrogen receptor (ER) in chemoresistance. (A) Expression of ER and cathepsin D.
The comparative expression between MCF-7 and MCF-7VarE ynder the indicating conditions, with
E2 (2 uM) and tamoxifen metabolites treatment (8 uM). (B) Quantitative analysis of ER expression.
Comparative expression by densitometry analysis in three independent experiments of ER in MCF-7
and MCF-7V2rE cells. Results are reported as mean £ SD (1 = 3) and expressed as fold-change
in regard to loading control; * p < 0.05, *** p < 0.001 in regard to control. GAPDH were used as
loading controls.

Notably, these results revealed that the binding site of tamoxifen-derived metabolites
overlaps with the interaction region of E2, suggesting a potential competition phenomenon
for the ER-native ligand-binding domain (LBD); indeed, several residues involved in E2
binding, such as Glusgy, Leussg, and Leusps, are also involved in binding both endoxifen
and 4-OH Tam (Supplementary Figure S3D-G).

Ligand /tamoxifen-derived molecules competing for ER could favor a potent inhibitory
effect, inhibiting cell proliferation by down-regulating the translation of ER downstream
genes. Under these conditions, adaptive mechanisms must be triggered to maintain
chemoresistance; in this regard, targeting the elF4F complex and its associated signal-
ing pathways have emerged as potential therapeutic strategies to overcome ER+ cancer
chemoresistance [38].

3.3. eIF4F Protein Components Are Conserved during Chemoresistance and through Treatment of
Tamoxifen-Derived Metabolites Plus E2

To determine the role of the eIF4F complex in ER drug resistance cells, we characterized
its expression in MCF-7 and MCE-7VarE cells. In the first instance, for e[F4A, the RNA-
helicase protein MCF-7VaT E’s cells showed increased expression levels when compared
to MCF-7 parental cells, possibly due to drug resistance (Figure 3A,B). Notwithstanding,
elF4A levels were higher in E2-treated MCF-7 cells compared to their control; in contrast,
MCEF-7VarE cells show an elF4A reduction with E2 treatment, suggesting that E2 has a
differential effect on the cell variants. Interestingly, the levels of el[F4A were maintained
despite the concomitant treatment of tamoxifen-derived metabolites and E2 (Figure 3A,B).

In the case of the eIF4G translation initiation factor, we obtained a similar result, an
increased expression in MCE-7Var E compared to the MCF-7 cells (Figure 3A,C); however,
endoxifen and 4-OH Tam treatment (8 uM) induced a slight reduction in its expression in
MCE-7V2r E. Moreover, in MCF-7 cells, the same tamoxifen-derived treatments induced a
slight increment (Figure 3A,C). In this case, the response was regulated by the E2 treatment,
and the MCF-7V2'E cells had a more active complex that could confer chemoresistance
(Figure 3A,C).
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Figure 3. elF4F complex characterization. (A) Expression of eI[F4A and eIF4G targets. The comparative
expression between MCF-7 and MCF-7Y2"E cells under different treatments, with E2 (2 uM) and
tamoxifen metabolites (8 uM) for 12 h. Densitometry analysis of elF4A (B) and elF4G (C) in MCE-7
and MCF-7Va"E cells under the same conditions. (D) Expression of eIF4E and p-4E-BP1,2,3. The
comparative expression between MCF-7 and MCF-7V2" E under different treatments with E2 and
tamoxifen metabolites is shown. Results are reported as mean & SD (n = 3) and expressed as fold-
change in regard to loading control; * p < 0.05, ** p < 0.002 in regard to control. 3-actin and GAPDH
were used as loading controls.

Regulation of eIlF4E expression is crucial, with 4E-BP proteins modulating its activity
by binding to eIF4E and inhibiting eIF4F complex formation. Interestingly, in MCF-7 cells,
elF4E expression remained unchanged despite tamoxifen metabolite stimuli (Figure 3D).
Moreover, in MCF-7V2"E cells, eIFAE expression increased with concomitant treatments
(Figure 3D). The phosphorylation status of p-4E-BP1,2,3 implies a potential eIF4E incorpo-
ration into the elFAF complex, likely rendering it more active in MCF-7Var E cells (Figure 3D).

Evidence suggests a compensatory mechanism to maintain the activity of the complex
by potentially increasing the expression of elF4G and eIlF4A. Moreover, the expression of
the translation factor is maintained despite tamoxifen-derived treatment and concomitant
treatment with E2. elF4A could remain bound to the elF4F complex and fulfill its function, a
particular feature of the MCF-7V2" E_resistant cells. This prompted us to search for strategies
for eIF4F regulation, specifically eI[F4A and Erc, through inhibition by natural compounds,
such as coumarins.

3.4. Regulation of eIF4A by Auraptene Binding

Auraptene, a natural coumarin found in citrus fruits, could show promising potential
in cancer treatment. According to our results, auraptene may disrupt the translation
process through elF4A inhibition, in turn affecting the expression of proteins involved in
cell growth, survival, and potentially chemoresistance. To find if auraptene binds elF4A,
we overexpressed and purified recombinant e[F4A from Escherichia coli Rosetta Star strain
cultures (Figure 4A,B). Results showed a significant decrease in fluorescence under the
interaction of elF4A (4 uM) and auraptene at concentrations of 50 uM and 100 pM; a
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reduction in the emission intensity was observed, resulting from a quenching phenomenon,
suggesting that auraptene binds with the elF4A protein (Figure 4C). Molecular docking
simulation results suggest that Aur binds elF4A close to the rocaglamide binding site,
as different docking protocols found highly scored auraptene binding poses near the
RNA binding site. Critical residues for rocaglamide interaction are also shared, such as
Asp330, Leu331, Pro108, and Thr109 (Figure 4D-G). The E-score for values for auraptene
was —9.68 Kcal/mol, which was close to rocaglamide’s —10.21 (Kcal/mol) (Figure 4H).
Additionally, Vina's scoring function allowed us to find an auraptene pose in which the
lactone oxygen hydrogen bonds to Arg®** (Supplementary Figure S4).
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Figure 4. Effect of auraptene on the elF4A regulation. (A) Coomassie-stained SDS-PAGE of elF4A-
purified fractions corresponding to TL: total lysate, T: tagged protein, and U: untagged protein.
(B) Imnmunodetection for the fractions of eI[F4A overexpression. Antibodies to detect eI[F4A and
polyhistidine tags were used. (C) Fluorescence assay of elF4A and auraptene. Emission fluorescence
spectra of elF4A, e[F4A plus 50 uM auraptene, and elF4A plus 100 uM auraptene are shown in blue,
red, and green, respectively. (D) Docking of rocaglamide in the e[F4A RNA binding site (PDB ID:
57C9). elF4A protein is shown in beige and rocaglamide molecule in green. (E) Docking of auraptene
in the elF4A RNA interaction site. e[F4A is shown in beige and auraptene in green. (F) Rocaglamide-
elF4A ligand interactions, showing the residues and type of interaction. (G) Auraptene—elF4A
binding residues and the nature of the interactions with molecules are shown. (H) E-score values
obtained for each molecule in the molecular docking simulation.

3.5. Enhancing Chemotherapeutic Sensitivity in ER+ Cells with Auraptene Treatment
Auraptene is a natural compound which has been proposed to have anticarcinogenic
effects in several cancer cell lines [39]; however, it has not been studied in chemoresistant
conditions. We thus set out to test the effects of auraptene on MCF-7V* £ and MCF-7 cells to
evaluate potential synergistic effects with the active tamoxifen metabolites. We employed
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concentrations below their ECsg values (Figure 5A,D), and active metabolites of tamoxifen,
endoxifen, and 4-OH Tam at a concentration of 8 uM (Figure 5).
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Figure 5. Cell viability of MCF-7 and MCF-7Va"E cells with auraptene treatments. Comparison of
auraptene and auraptene plus tamoxifen metabolite treatments. Viability percentages of MCE-7 cells
under auraptene (A), auraptene and 4-OH tamoxifen (B), and auraptene and endoxifen treatments
(C). Results of auraptene and auraptene plus tamoxifen metabolites shown in black and gray columns,
respectively. Viability percentages of MCE-7V2rE cells under auraptene (D), auraptene and 4-OH
tamoxifen (E), and auraptene and endoxifen (F) treatments. Results of auraptene and auraptene
plus tamoxifen metabolites shown in black and gray columns, respectively. Results are reported as
mean + SD (n = 3); *** p < 0.0001 regard to control.

Our results revealed that auraptene significantly reduced cell viability starting from
a 50 uM concentration in both MCF-7 and MCF-7V¥ E (Figure 5A-D). Subsequently, we
explored the combined treatment of auraptene with tamoxifen metabolites. Interestingly,
auraptene exhibited a synergistic effect with both 4-OH Tam (Figure 5B,E) and endoxifen
(Figure 5C,F), resulting in a substantial reduction in cell viability in both MCF-7 and
MCF-7V2rE cells. Remarkably, this effect was observed even at the lowest auraptene
concentration evaluated (25 uM), highlighting the potency of the auraptene-tamoxifen
metabolite combination treatment.

Despite its chemoresistance acquisition, we observed a potential therapeutic effect
in MCF-7VarE cells. By modulating key signaling pathways involved in drug resistance
mechanisms, auraptene exhibited the potential to enhance the efficacy of conventional
treatments in ER+ breast cancer cells. Notably, the joint treatments were shown to be
effective for both MCF-7 cells and the resistant variant MCF-7¥aTE. Nevertheless, this
treatment may be specific to ER+ breast cancer. Thus, we evaluated this therapeutic effect
in another breast cancer molecular subtype.

3.6. Auraptene Specificity in ER+ Breast Cancer Cells

To elucidate if the effects of the combined treatments of auraptene with tamoxifen-
derived metabolites are specific to BC cells that overexpress ER+, the triple-negative breast
cancer cell model lacking expression of hormone receptors, MDA-MB-231 (MDA) cell line,
which shows the main phenotypic properties of TNBC cancer, was evaluated. The MDA
cell line displayed a higher tolerance to auraptene than the MCF-7 and MCF-7"2* F ER+ cell
lines, with a viability of 80% observed at the auraptene concentration of 35 uM (Figure 6).
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Figure 6. Auraptene and mixed auraptene plus tamoxifen metabolites treatments on ER+ and ER- cell
variants. Comparative cell viability percentages of MCF-7, MCF-7Var E, and MDA-MB-231 cells are
shown in black, light gray, and pattern gray, respectively, under increasing doses of auraptene plus
4-OH Tam 8 uM (A) and endoxifen 8 uM (B). Results are reported as mean =+ SD (n = 3); # p < 0.0001
regard to control.

To determine the minimal auraptene concentration at which synergy with auraptene
and tamoxifen metabolites could be registered, we used low concentrations of auraptene
(0-35 pM) and a fixed concentration of tamoxifen metabolites (8 M) (Figure 6A,B). Results
suggest a sensitizing effect observed on both ER+ cell variants MCF-7 and MCF-7V2" E under
the treatment with 4-OH Tam (Figure 6A, Table 1). In contrast, triple-negative cells showed
higher tolerance to joint treatments (Figure 6A, Table 1). Both MCF-7 variants displayed
synergy between auraptene and both tamoxifen metabolites, as evidenced by lower ECsg
values for auraptene when cells were treated with tamoxifen metabolites. This synergy
resulted in ECs5p values almost four times lower for MCE-7 cells treated with auraptene
and tamoxifen metabolites when compared to cells treated with auraptene (Figure 6A,B,
Table 1); synergy was more pronounced in MCF-7VaE cells, as concomitant treatments
of tamoxifen metabolites and auraptene resulted in ECsy lowering by almost an order
of magnitude when compared with cells treated with auraptene (Figure 6A,B, Table 1).
However, MDA cells (TNBC) displayed no synergy between auraptene and tamoxifen
metabolites, the EC5( value for auraptene was 76.75 pM and the concomitant treatment
with 4-OH Tam did not induce a significant therapeutic effect, the ECsy value remained at
80.65 uM (Figure 6A, Table 1).

Table 1. ECs values for ER+ and TNBC under auraptene and tamoxifen metabolite treatments.
Values for the combined treatments in different cell variants.

Cell Variant Characteristic Auraptene (UM)  Auraptene + 4-OH Tam (uM)  Auraptene + Endoxifen (uM)
MCE-7 ER+ 47.49 12.69 13.34

MCE-7VarE Drug resistance 52.40 8.53 6.47
MDA TNBC 76.75 80.65 52.68

Results for endoxifen showed a synergistic effect on MCF-7 and MCF-7V2" E cells, but
for the triple-negative cells, it did not show any significant effect (Figure 6B). We registered
a reduction in ECsg values in both variants, while the ECs for auraptene treatment in
MCF-7 cells was 47.49 uM, the impact of endoxifen reduced the ECsj to 13.34 uM; for
MCE-7Var E cells, the values were 52.4 uM for auraptene treatment, while the concomitant
use of endoxifen promoted a reduction to 6.47 uM in ECsy. For MDA cells, the ECsg value
for auraptene was 76.75 uM and the concomitant treatment with endoxifen did not induce
a significant therapeutic effect; the ECs5y value was maintained at 52.68 uM (Figure 6B,
Table 1).
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Our results suggest a therapeutic potential for the concomitant treatment for ER+ cells,
which requires further testing. Auraptene displayed efficacy at concentrations as low
as 12 uM, almost five times lower than the effective concentration of auraptene alone
(50 M) at 24 h of treatment. As a result, subsequent experiments were carried out at an
auraptene concentration of 12.5 pM to elucidate the specific mechanism of sensitization on
ER+ cell lines.

3.7. Characterization of Auraptene Molecular Mechanism of Resistance

Taking into account auraptene can modulate ER activity, impacting cellular processes
such as proliferation, apoptosis, and, potentially, chemoresistance; we evaluated the possi-
bility that the synergy observed between auraptene- and tamoxifen-derived metabolites
could arise from auraptene ER binding. Therefore, a molecular docking simulation com-
pared the binding positions of auraptene and tamoxifen metabolites to the natural ER
ligand, estradiol (Figure 7A-F). In the first instance, estradiol and auraptene displayed
similar affinity values or E-scores of —5.60 and —5.39, respectively. Notably, auraptene
was found to bind the estradiol-denominated ligand-binding domain (LBD), suggesting
potential competition for the estrogen receptors’ (ER) natural ligand-binding domain
(Figure 7A-D). In this regard, auraptene shares several binding residues with estradiol,
including Argsos, Glusss, Leusss, Leusag, Leusgs, Leusps, Ilesps, and Metypq, resulting in a
similar affinity value to estradiol.

Critically, the values of the E-scores for endoxifen and 4-OH Tam were —7.81 and
—7.29, respectively (Figure 7A-F), and share some binding residues among them such as
Glusgy, Leussg, and Leusys (Figure 7A-F). Trpsgs and Leuss are shared among auraptene
and endoxifen binding sites, and Tyrss; and Leusys are shared among 4-OH Tam and
auraptene binding sites, suggesting that auraptene may exert similar activity as tamoxifen
metabolites, which is a competitive inhibition of the ER, which remains to be confirmed
with in vitro experiments.

We thus attempted to completely inhibit ER with the strategy of joint treatments
of tamoxifen-derived metabolites and auraptene. However, these treatments are quite
aggressive for the cellular models, as evidenced in Figures 5 and 6; therefore, the incubation
time was reduced from 12 h in the previous experiments to 6 h in order to obtain enough
cellular lysates to perform Western blot assays (Figure 7G,H), as a result of significant
cellular damage (Supplementary Figure S5). Under the joint treatments of active tamoxifen
metabolites (8 uM) and auraptene (12.5 uM), we evaluated the ER, cathepsin D, and
elF4F protein expressions. The results indicate that simultaneous treatment of auraptene
alongside tamoxifen metabolites exert a notable down-regulation effect on ERx in MCF-7
with a more pronounced effect in MCE-7V2r E yariant (Figure 7G,H). In addition, a decrease
in cathepsin D was also registered under the combined treatments. Then, the development
of a potential therapeutic strategy is highlighted (Figure 7G,H).

Concomitant treatments also triggered the down-regulation of eIlF4G, another elF4F
complex protein (Figure 7G,H), which may disrupt the assembly of the elF4F complex.
This effect could be further potentiated in MCE-7 cells, wherein elF4E expression was also
down-regulated under concomitant treatment of auraptene and 4-OH Tam (Figure 7H,I).
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Figure 7. Characterization of elF4F complex and ER. Molecular docking of molecules of auraptene
and tamoxifen metabolites on estrogen receptor. Molecular docking of auraptene that is shown in
green (A), endoxifen in purple (B), and 4-OH tamoxifen in light blue (C) on the ERoc (PDB: 3ERT).
ER« is shown in beige. Binding site residues and their types of interactions with auraptene (D),
endoxifen (E), and 4-OH tamoxifen (F). (G) Comparison between MCF-7 and MCEF-7V2r E ynder
treatments with metabolites of tamoxifen and aurapteno for ER, Cateptsin D, elF4A, elF4G, and
elF4E. Densitometry analysis of ER (H) and eIF4G (I) in MCF-7 and MCF-7"2" E cells under the same
conditions. Results are reported as mean + SD (n = 3) and expressed as fold-change in regard to
loading control; * p < 0.05, ** p < 0.002, *** p < 0.001 in regard to control. 3-actin and Actin were used
as loading controls.
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3.8. Auraptene Treatment Could Inhibit Chemoresistance to Tamoxifen Metabolites through
Suppression of ABC Transport Expression

To broaden the characterization of the chemoresistance mechanism in MCF-7Var E
cells and the potential effect of auraptene and tamoxifen metabolites, we characterized the
transcriptional modulation of the ABCB1 and ABCC1 transporter genes associated with
the elF4F translation complex. Under control conditions, MCF-7Va" £ cells have expression
levels almost twice as high as ABCB1 (Supplementary Figure S6A). In this regard, endoxifen
severely alters the ABCB1 expression pattern, as MCF-7 cells display a 25-fold increase in
expression, whereas MCF-7V'E cells only show a slight expression decrease. The 4-OH
Tam treatment promotes a slight increase in expression on both MCF-7 and MCF-7Var E
cells (Supplementary Figure S6A). In an interesting way, joint treatment of auraptene and
endoxifen completely abates ABCB1 expression in both cellular variants (Supplementary
Figure S6A).

The ABCC1 transporter showed a similar expression pattern as ABCB1, as MCF-7Vr E
cells also show almost two-fold expression levels of ABCC1. Both 4-OH Tam and auraptene
single treatments trigger a 2.5-fold expression increase in MCF-7V2" £ cells. However, mixed
treatments of auraptene- and tamoxifen-derived metabolites abated ABCC1 expression
on MCF-7 and MCF-7V2"E cells (Supplementary Figure S6B). The concomitant treatments
demonstrate their highest efficacy once MCF-7¥2" E acquires resistance; on the other hand,
they up-regulate the expression when treating MCF-7 cells with endoxifen, and reduce the
expression of ABCB1 and ABCC1.

3.9. Pharmacological Potential of Auraptene

As a perspective into an eventual use in clinical treatment, we performed an ADME
analysis of auraptene from SwissADME (Supplementary Figure S7) and ADMETlab2.0,
which provides an in silico analysis of a chemical compound’s properties and its potential
as a drug. In this sense, auraptene has molecular weight of 298.16, a logP of 5.18, and a logS
of —5.75, suggesting potential pharmaceutical properties based on its calculated solubility
and permeability parameters [36]. It has moderately soluble characteristics according to
ESOL and Ali models [35], suggesting its potential for adequate dissolution and absorption
in biological systems. Its synthetic accessibility score (SA score) suggests simplicity for
synthesis, and it adheres to the Golden Triangle rule, indicating a potentially favorable
ADME profile [36].

In particular, auraptene displays a high gastrointestinal absorption, which indicates a
favorable pharmacokinetic behavior. Moreover, auraptene shows no significant inhibition
of key cytochrome P450 enzymes (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, and CYP3A4),
suggesting its minimal potential for drug—drug interactions according to the ADME profile
(Supplementary Figure S7). These findings suggest that auraptene cannot be ruled out as a
compound for eventual pharmaceutical development.

4. Discussion

In the present work, tamoxifen-derived metabolite-resistant variant MCF-7Va" E was
generated as a model to replicate the chemoresistant phenotype observed in patients
with ER+ breast cancer, wherein tamoxifen is one of the main adjuvants used. In this
regard, this model is a heterogeneous pool of cells, which is obtained through multiple
processes of resistance generation. Although cellular models resistant to tamoxifen have
been developed [40-43], resistant models to its primary plasmatic active metabolites, 4-OH
Tam and endoxifen, have yet to be developed. In this context, a novel approach was taken in
generating resistance by incorporating E2 into the 4-5 months resistance induction protocol
(Figure 1A). This model closely mirrors physiological conditions that involve competition
between tamoxifen metabolites and E2. As a result, we generated an endoxifen and 4-OH
Tam-resistant MCF-7V2" E cellular model with higher ECsq values compared to the MCE-7
cell line.
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We characterized the mechanisms associated with drug resistance and the main cellular
features of the resistant cell line with evident phenotypic changes. In contrast to previous
reports, our results indicate an ER expression increase in resistant cells. ER overexpression
could have been driven by the metabolites used to induce resistance, given their ER agonist
nature. In this regard, ER overexpression could act as a resistance mechanism, wherein
the dual stimulation by tamoxifen metabolites and E2 triggers an increase in receptor
expression. The MCF-7V2" E variant shows a distinct phenotype from the usual scenario,
wherein drug resistance is associated with decreased ER expression [44,45].

The dose of tamoxifen metabolites was insufficient to decrease receptor activity. Fur-
thermore, when using estradiol, which increases ER expression levels, a new phenotype
was generated in which we registered that the growth rate of the resistant cell lines is lower
compared to the parental cells, in addition to exhibiting slight morphological changes
(Supplementary Figure S2).

On the other hand, we evaluated the effect of treatments with E2 on both MCF-7
and MCF-7VaTE cells, in which a protective E2 effect was expected. However, combined
treatments with E2 plus tamoxifen metabolites resulted in a decrease in ER+ expression in
resistant cells (Figure 2A). Due to the combined ER binding, diminished ER expression lev-
els, and lower downstream signaling processes, significant cellular damage was observed
through optical microscopy (Supplementary Figure S2) [46].

In the context of acquired resistance in MCF7V2" E cells and the ER expression increase,
which is associated with higher protein translation levels [47], analyzing the eIF4F complex
becomes relevant [9]. We observed an increase in the expression of translation initiation
factors elF4A and elF4G in MCF7Y2"E cells, which are crucial for the assembly of the
translationally active ribosome. Given their crucial role in translation, these proteins
have been identified as potential therapeutic targets. Natural compounds have shown
therapeutic potential against the translation machinery, and compounds like rocaglamide
have been proven to inhibit e[F4A [17]. It has also been observed that inhibiting e[F4A can
reduce ER expression when combined with fulvestrant [16], showing an effect similar to
our proposal involving auraptene and tamoxifen metabolites. Given its anticancer activity,
we explored auraptene regulation of elF4A activity.

In this regard, spectroscopy data from interaction assays support its binding capa-
bility, indicating a similar mechanism of activity to rocaglamide. However, the binding
mechanism of auraptene to elF4A remains to be elucidated.

Auraptene has also been shown to have anticarcinogenic effects in different cancer cell
lines [39]. It has been observed that auraptene exerts a series of anti-tumor effects, inducing
apoptosis and the generation of reactive oxygen species (ROS) in colorectal cancer cells,
as well as antiproliferative effects by inducing cell cycle arrest [48]. Thus, our data add an
additional effect of auraptene and indicate a potential to be included in chemoresistant
breast cancer treatment, but further experiments will be necessary.

In this regard, auraptene showed similar results on both the native and resistant cell
lines, with an ECsq close to 50 uM for both cases. Due to this, combined treatments were
performed with tamoxifen metabolites, wherein, surprisingly, we found a similar behavior
in both cell lines, with effects observed even at the lowest concentration used in this
assay, which was 25 uM for auraptene and 8 pM for the tamoxifen metabolites (Figure 5),
suggesting a synergy between both compounds. Based on this, an assay was conducted
with auraptene concentrations ranging from 0 to 35 uM to determine the minimum effective
concentration. The combined treatments were found to be effective at a concentration of
12.5 uM (Figure 6). Similarly, a TNBC cell line was characterized to determine if the ER
was required for the treatment to exert auraptene effects (Table 1). Critically, combined
treatment was only effective for the ER+ and not for the TNBC, suggesting the specificity
of the treatment of auraptene with tamoxifen metabolites (Table 1). With this evidence, it is
worth noting that the proposed tamoxifen—auraptene treatment would have no effect on
ER cell populations or populations which respond to treatment by down-regulating ER
expression.
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Notwithstanding, in the resistant cell MCF-7V2'E, the therapeutic effect was more
significant with the endoxifen and auraptene joint treatment (ECsy 6.47 uM), a phenomenon
that could be caused by a synergism between the two compounds. The synergy between
tamoxifen metabolites has already been reported by Chisholm, K and collaborators, where
they observed synergy between epicatechins and metabolites derived from tamoxifen in
the MDA-MB-231 cell line [49] and attributed the effect to the sensitization of the apoptosis
process [50].

A down-regulation effect on ERax was observed in MCF-7 and MCF-7V2" E variant cells
under the joint treatments of auraptene and tamoxifen metabolites, suggesting a potential
for complete ER inhibition (Figure 7G). Interestingly, the concomitant treatments also led
to a decrease in cathepsin D and elF4G expression, critical proteins involved in cellular
processes. This down-regulation of eIF4G could disrupt the assembly of the eIF4F complex,
further impacting cellular functions. These findings represent a first step in proving that
the ER activity and elF4F components could be modulated by auraptene and be exploited
as a therapeutic strategy for breast cancer treatment. Further experiments are needed to
exactly determine the inhibition mechanism of this compound on elF4A.

In a complementary way, we broadly elucidate the drug resistance mechanism in
MCF-7Var E cells and its potential regulation by auraptene and tamoxifen metabolites. We
focused on characterizing the transcriptional modulation of transporter genes associated
with the eIF4F translation complex [51] and ABCB1 and ABCC1 transporters. The combined
treatment of auraptene and 4-OH tamoxifen completely diminish ABCB1 expression in
MCF-7V2rE while maintaining basal levels in MCF-7 cells (Supplementary Figure S5).
Similarly, joint treatments profoundly impacted ABCC1 expression, leading to a significant
decrease in expression levels in both cell lines. This phenomenon suggests that auraptene,
in combination with tamoxifen metabolites, may exert regulatory effects on ABCB1 and
ABCCI1 transporter expression.

5. Conclusions

Our study presents a novel approach to design treatments for chemoresistance in an
ER+ cellular model. We discovered a previously unreported mechanism involving the
participation of estradiol (E2) in the development of chemoresistance under an equimolar
scheme with active tamoxifen-derived metabolites. This unique condition suggests an
increment of estrogen receptor (ER) activity and the participation of the elF4F complex.
Also, auraptene may be a potential candidate for modulating elF4A activity in addition to
ER, hampering key factors of cell translation and proliferation. It is worth mentioning that
this phenomenon presents specificity for the ER+ phenotype, considering the results in
the TNBC model. Interestingly, combined treatments of auraptene and tamoxifen metabo-
lites resulted in a significant down-regulation of ER expression, suggesting a potential
therapeutic strategy to overcome chemoresistance.

6. Patents
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