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Resumen

El cancer de mama es la neoplasia con mayor incidencia en mujeres alrededor del
mundo. 80% de los casos son positivos para receptor de estrogenos (RE), tumores que,
aunque resultan menos agresivos que aquellos con subtipo HER2 positivo o triple
negativo, suelen presentar una elevada tasa de recurrencia. El tratamiento coadyuvante
de eleccidn para pacientes premenopausicas con cancer de mama RE+ es el tamoxifeno,
un profarmaco cuyos principales metabolitos son el 4-hidroxi-tamoxifeno y el endoxifeno,
los cuales actian como inhibidores competitivos del RE. Hasta un tercio de las pacientes
desarrolla resistencia a dicha terapia endocrina 0 quimiorresistencia, se han descrito
diversos mecanismos que pueden encontrarse implicados. Aunque el desarrollo de
guimiorresistencia es multifactorial, se ha relacionado ampliamente en la literatura a las
concentraciones elevadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en plasma con un
mayor riesgo de fallo en la terapia. Los mecanismos moleculares por los cuales las LDL
favorecen la quimiorresistencia en células tumorales no han sido completamente
dilucidados. Durante la realizacién de este proyecto se generaron 2 variantes celulares
resistentes a los principales metabolitos activos del tamoxifeno a partir de la linea celular
MCF-7 que presenta expresion del RE. Una de estas variantes se generd bajo
condiciones de altas concentraciones de LDL en el medio de cultivo. Las variantes se
caracterizaron a través de la técnica de MTT y Western Blot (WB) para determinar la
expresion de blancos de interés relacionados a la quimiorresistencia. También se evalu6
la capacidad de migracién a través de la técnica de cierre de herida y marcadores
relacionados a este proceso en las variantes generadas a través de WB y zimografia. Se
obtuvo que aquella variante que no fue generada con una mayor concentracion de LDL
en el medio de cultivo adquirio una mayor quimiorresistencia y una mayor capacidad de
migracion, contrario a lo esperado. Los resultados obtenidos son preliminares y hace

falta ampliar la estrategia experimental para comprobarlo.
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1. Introduccidén

1.1 Cancer de mama
1.1.1 Fisiopatologia

La mama es un dérgano exocrino que se encarga de la produccion de leche durante la
lactancia. En la mujer se encuentra conformada por el sistema ductal lobular y el estroma,
compuesto principalmente por tejido adiposo y fibroso. Los elementos morfofuncionales
de la mama son las unidades ducto-lobulillares terminales y el sistema de ductos
principales (Wong, 2018). Los ductos y I6bulos estan conformados por dos tipos de
células epiteliales: las células epiteliales luminales polarizadas que se encargan de la
produccién de leche y las células mioepiteliales contractiles que ayudan a su eyeccién
(Aranda-Gutierrez, 2021). Estas células se encuentran rodeadas por una membrana
basal conformada principalmente por colageno de tipo IV y laminina (Wong, 2018)
(Figura 1). Las células de las unidades ducto lobulares se encuentran en constante
recambio, en respuesta a las fluctuaciones hormonales a lo largo del ciclo menstrual y
de la vida de la mujer (Gruber, Christian J.; Tschugguel, Walter; Schneeberger, Christian;

Huber, 2002) lo que las predispone al desarrollo de cancer.

Corte transversal de la unidad
ducto-lobulillar terminal

Mama

Células madre mamarias
S GRS @
>

Células epiteliales luminales

Células epiteliales basales

Unidad ducto-
lobulillar terminal

Musculo pectoral - Membrana
Pezén bazal
Pared toracica

y costillas ~ Ductos
Estroma

Figura 1. Anatomia de la mama, descripcioén de sus elementos morfofuncionales. Tomada de
Wong, 2018.



El cancer de mama tiene como caracteristica principal el crecimiento rapido vy
desordenado de células anormales en la mama que da como resultado el desarrollo de
un tumor maligno. El tumor puede ser de tipo invasivo o no invasivo dependiendo de la
capacidad de las células neoplasicas de atravesar la membrana basal y llegar a 6rganos
y tejidos distantes. El cAncer de mama presenta pocos signos y sintomas, lo que remarca
la importancia de los estudios de deteccion temprana como las mamografias. Dentro de
los signos y sintomas se encuentran la presencia de una masa en la mama, descarga
anormal por el pezén y mastalgia. En los casos mas avanzados puede presentarse dolor
0seo e hipercalcemia, distencion abdominal, ictericia y alteraciones cognitivas, todos
ellos como consecuencia de la metastasis (Meisner, Houman Fekrazad, & Royce, 2008).
Es importante mencionar que la metastasis a érganos y/o tejidos vitales es la principal

causa de fallecimiento en pacientes con cancer de mama.

Aungue no se conoce una causa determinante para el desarrollo de cancer de mama,
existen diversos factores de riesgo modificables y no modificables implicados. Entre los
no modificables se encuentran la edad, el sexo, antecedentes familiares y los
tratamientos con radioterapia. Entre los modificables se encuentran el sedentarismo, el
sobrepeso, el consumo de alcohol y tabaco (CDC, 2018). Otros factores de riesgo
relacionados, que pueden ser modificables o no modificables, son las situaciones que
generen una exposicion prolongada a estrogenos. Los estrégenos son hormonas
sexuales que ejercen distintas funciones dependiendo del 6rgano o tejido,
particularmente en la mama estimulan el crecimiento y diferenciacion de las células
epiteliales (Gruber, Christian J.; Tschugguel, Walter; Schneeberger, Christian; Huber,
2002). Los estrogenos pueden ser de origen endégeno como en los casos de la
menstruacion temprana (antes de los 12 afios), la menopausia tardia (después de los 52
afnos) y el haber tenido hijos después de los 30 afios 0 no haber tenido hijos. También
pueden ser exdgenos por el uso de tratamientos anticonceptivos (World Health

Organization; Meisner, Houman Fekrazad, & Royce, 2008).



1.1.2 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en mujeres alrededor del
mundo, sin embargo, no es un padecimiento exclusivamente femenino ya que también
se reporta en alrededor del 1 % en hombres (Breastcancer.org, 2021). El riesgo de
cancer de mama aumenta conforme a la edad al igual que su mortalidad, siendo
considerablemente mayor a partir de los 45 afios (INEGI, 2021). En 2020 se presentd
una incidencia de 2 261 419 casos de cancer de mama en la poblacion femenina a nivel
mundial y 684,996 muertes por este padecimiento. Se estima que la incidencia aumente
a 3,025,471 casos para el afio 2040 (aumento del 33.8%) y la mortalidad a 1,037,723
(aumento del 51.5 %) (Global Cancer Observatory, 2020).

En México, en 2019 se reportaron 15 119 nuevos casos en la poblacion femenina de 20
afios 0 mas (35.24 por cada 100,000 mujeres). La incidencia de este padecimiento ha
aumentado considerablemente en el pais en la Gltima década, del afio 2010 al afio 2019
se observo un incremento del 53% aproximadamente (INEGI, 2021). Con respecto a la
mortalidad, en el afio 2020 fallecieron 7 821 mujeres (35.24 por cada 100,000 mujeres
de 20 afios 0 mas) a causa de este padecimiento (INEGI, 2021). Para Baja California se
reporta una incidencia de entre 60.71-151.94 casos por cada 100 mil mujeres de 20 afios
o mas, mucho mayor que la media nacional, siendo una de las mas altas en el pais.
Ademas, Baja California presenta una tasa de mortalidad que va de 17.68 a 24.78 casos
por cada 100,000 mujeres de 20 afios o mas (INEGI, 2021). Aunque estadisticamente
todos los casos de cancer de mama se contabilicen en conjunto, es importante
mencionar que este es un padecimiento heterogéneo, con caracteristicas que varian de

paciente a paciente.

1.1.3 Subtipos moleculares

Existen diversas formas de clasificar a los tumores mamarios. Una forma de clasificarlos
es a partir de su invasividad, es decir, su capacidad de hacer metastasis a sitios
distantes. Otra forma es a través de su subtipo histolégico. Los tipos histolégicos mas

comunes son el cancer ductal y el carcinoma lobular. También puede clasificarse
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mediante subtipos moleculares, dependiendo de la expresion de receptores hormonales
(Meisner et al., 2008).

Con respecto a esta ultima clasificacion, se utilizan técnicas como la inmunohistoquimica
y el perfil de expresion genética para caracterizar el subtipo molecular presente en cada
caso particular, dependiendo de los receptores hormonales que presente el tumor. La
determinacién del subtipo permite orientar el tratamiento y llevar a cabo un prondstico de
la enfermedad. Actualmente existen 3 subtipos principales: el positivo al receptor 2 del
factor de crecimiento epidermal (HER2+/Neu), el triple negativo (TNBC) y el positivo a
receptores de estrégeno (RE+). (Fragomeni, Sciallis, & Jeruss, 2018). Este ultimo puede
subdividirse en luminal A y luminal B y su diferenciacion se lleva a cabo mediante la
tincion histoquimica de la proteina marcadora de proliferacion KI67 (Loibl, Poortmans,
Morrow, Denkert, & Curigliano, 2021). Una gran mayoria de los tumores RE+ (55-65%)
son positivos también para el receptor de progesterona (RP+). El RP tiene un papel en
la sefalizacién por RE (Fragomeni et al., 2018). Para todos los casos la cirugia es
altamente efectiva. El uso de terapia neoadyuvante (antes de la cirugia) con farmacos
quimioterapéuticos, especialmente en tumores HER2+ y TNBC, en casos tempranos
convierte a 40% de las pacientes que inicialmente requerian mastectomia en candidatas

a cirugia conservativa (Loibl et al., 2021).

Ahondando en los receptores hormonales, el receptor de HER2/Neu se expresa en
alrededor del 15-30 % de los céanceres de mama. El HER2 es un receptor
transmembranal tirosina cinasa que regula el crecimiento celular, la proliferacion y la
supervivencia. Se ha observado que su presencia es predictora de un cancer con un
curso clinico agresivo de rapido crecimiento. En pacientes se asocia con una corta
supervivencia, crecimiento tumoral rapido y una pobre respuesta a los tratamientos
guimioterapéuticos convencionales. Los tumores HER2+ son tratados primordialmente
con anticuerpos monoclonales anti-HER2 (Fragomeni et al., 2018). Por otro lado, los
tumores triple negativo (TNBC) representan de un 15-20% de los canceres de mama
invasivos y se definen por la ausencia de expresion de receptores RE, RP y HER2
(Fragomeni et al.,, 2018). Actualmente se utilizan farmacos citotoxicos como las

antraciclinas para su tratamiento (Loibl et al., 2021). Por ultimo, el RE se expresa en 80



% de los casos de cancer de mama (Fragomeni et al., 2018). Dentro de las caracteristicas
comunes de los tumores RE+ se encuentra una elevada recurrencia, pero una menor
agresividad comparado con otros tipos de tumores, asi como la falta de respuesta a los
tratamientos citotoxicos convencionales. El RE tiene implicaciones importantes en la
proliferacion y en la supervivencia de las células tumorales que los expresan, sus

caracteristicas se describirAn més a detalle en el siguiente apartado.

1.1.4 Receptor de estrégenos (RE)

Los estrégenos, un conjunto de hormonas esteroideas de 18 carbonos, juegan un papel
importante en el crecimiento, desarrollo, reproduccién y mantenimiento de un amplio
rango de tejidos (Lipovka & Konhilas, 2016). Entre ellos se encuentra la estrona (E1), el
17-B-estradiol (E2) y el estriol (E3) (Figura 2). En las mujeres, el E2 se produce
principalmente en los ovarios, mientras que la E1 y el E3 son producidos en el higado a
partir del estradiol (Gruber, Christian J.; Tschugguel, Walter; Schneeberger, Christian;
Huber, 2002) . Sus acciones se encuentran mediadas por su unién con los receptores de
estrogenos (RE): el REa y el REB, miembros de la superfamilia de receptores nucleares
gue actuan como factores de transcripcion activados por hormonas (Hewitt & Korach,
2018).

Estrona (E1) Estradiol (E2) Estriol (E3}

Figura 2. Estructura quimica de los principales estrégenos: Estrona (E1), Estradiol (E2) y Estriol

(E3). Realizada con ChemDraw Professional.

El REa y el REB son codificados por distintos genes en los cromosomas 6 y 14

respectivamente. El REa tiene un peso molecular de 66 kDa y es codificado por el gen

5



ESR1y el RE tiene un peso molecular de 54 kDa y es codificado por el gen ESR2. Los
RE al unirse a los estrogenos, principalmente al E2, sufren un cambio conformacional
gue los lleva a su dimerizacion y translocacion al nicleo donde modulan la transcripcion
de genes que presentan elementos de respuesta a estrogenos (ERES), una secuencia
invertida de 13 pares de bases (GGTCAnnnTGACC), cercano a regiones promotoras o
potenciadoras (Hewitt & Korach, 2018). Ambos receptores presentan 6 dominios
estructurales nombrados de la A-F y los siguientes dominios funcionales: un dominio N
terminal que contiene la region de activacion transcripcional independiente de ligando
(AF-1); un dominio de union a DNA (DBD) que presenta dedos de zinc que se unen con
gran afinidad y especificidad a los EREs y un dominio de unién a ligando (LBD) en el que
se encuentra la regién de activacion transcripcional dependiente de ligandos (AF-2).
(Hevener, Ribas, Moore, & Zhou, 2020; Lee, Kim, & Choi, 2012; Xu, Jiang, Zhou, Li, &
Huang, 2013) (Figura 3a). Los RE participa en la transcripcion a través de la interaccién
de sus regiones AFs con la maquinaria transcripcional mediada por co-reguladores (co-
activadores), que permiten la formacion del complejo de iniciacién, favoreciendo la
transcripcion de sus genes blanco (Hevener et al., 2020; Hewitt & Korach, 2018) (Figura
3 b).

A AF2
AF1 A

ERt N A/B | c | o] E #aillele

L J - J

T T

DNA Ligand

Binding Binding
B

E 2 Co-activators ;

¢ J RNA Pol Il \___\—
i * RNA

Figura 3. Estructura y funcion de los RE. A) Dominios estructurales (A-F) y funcionales del REa.

B) Unién del complejo RE-E2 en forma dimérica al DNA en ERE, interaccion con la maquinaria



transcripcional y activacion de la transcripcion de los genes blanco. TSS: Sitio de inicio de la
traduccion (Por sus siglas en inglés: Trascription start site), RNA pol Il: RNA polimerasa Il.
Tomado de Hevener et al., 2020.

El REa y el REB presentan diferente distribucion en los tejidos. En el tejido mamario
normal, asi como en los tumores mamarios se encuentra principalmente expresado el

REa. El término RE+ hace referencia a la presencia del REa en estos tumores.

Para el tratamiento de los tumores RE+ por lo general se hace uso de la terapia
endocrina. En la actualidad, el tratamiento hormonal coadyuvante de eleccion para
mujeres premenopausicas que presentan este tipo de tumores es el tamoxifeno. Para
mujeres postmenopausicas o0 en etapas avanzadas también suelen utilizarse inhibidores

de la aromatasa como el letrozol y el anastrozol (Loibl et al., 2021).

1.2 Tratamiento con tamoxifeno

1.2.1 Mecanismo de accion

El tamoxifeno fue aprobado en 1998 y en la actualidad esta indicado para el tratamiento
de la forma temprana y avanzada del cancer de mama RE+. De igual forma, su uso ha
sido aprobado para la prevencion primaria del cAncer de mama en mujeres expuestas a
riesgo elevado (Brunton, Lazo, & Parker, 2007). Este farmaco forma parte de los
moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERMs), los cuales presentan
diferente respuesta, agonista o antagonista, dependiendo del sitio de accién. En las
células de la mama el efecto del tamoxifeno es anti-estrogénico, su unién con el bolsillo
de union a ligando en el RE impide la generacion del cambio conformacional requerido
para el reclutamiento de coactivadores y en cambio genera el reclutamiento de
correpresores (Helland et al., 2021). A través de su accién como inhibidor competitivo
impide que el receptor participe en la transcripcion de genes relacionados con la
supervivencia y proliferacion, evitando de esta forma el crecimiento de los tumores

mamarios (Brunton, Lazo, & Parker, 2007; Johnson et al., 2004). Cabe sefalar que este
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efecto no es llevado a cabo Unicamente por la molécula intacta de tamoxifeno, sino
también, y con una contribucion mucho mayor, por sus metabolitos. Por dicha razén se

hace referencia al tamoxifeno como un profarmaco (Helland et al., 2021).

1.2.2 Generacion de los metabolitos activos y caracteristicas

El tamoxifeno es administrado por via oral y sus metabolitos farmacoldgicamente activos
son generados a partir del metabolismo hepatico de fase I, en el que estan involucradas
la familia de enzimas del citocromo P450. Los metabolitos generados directamente a
partir del tamoxifeno son conocidos como metabolitos primarios. Uno de ellos es el N-
desmetiltamoxifeno (NMD), generado mediante N-desmetilacion por la isoenzima
CYP3A4 (Figura 4). Su concentracion plasméatica es mayor a la del tamoxifeno, pero
presenta una potencia comparable por lo que su contribucion al efecto anti-estrogénico
no es tan significativa. Por otro lado, el 4-hidroxitamoxifeno (4-OH-Tam), otro metabolito
primario formado mediante 4-hidroxilacion por la CYP2D6, es 30-100 veces mas potente
que el tamoxifeno (tabla 1). Un metabolito secundario farmacolégicamente activo es el 4-
hidroxi-N-desmetil-tamoxifeno (Endoxifeno), originado a partir del NMD mediante la
accion de la CYP2D6 predominantemente y por la desmetilacion del 4-OH-Tam por la
CYP3A4/5 (Figura 4). El endoxifeno posee la misma potencia que el 4-OH-Tam pero se
encuentra en una concentracion 6 veces mayor en plasma, por lo que su contribucion al

efecto farmacoldgico es mayor (Lim, Desta, Flockhart, & Skaar, 2005).
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Figura 4. Metabolismo del tamoxifeno a partir de la familia de isoenzimas del citocromo P450.
Se sefialan en los metabolitos los grupos quimicos que presentan diferencia en relacién con el
tamoxifeno. Los grupos funcionales modificados se indican con un cuadro naranja. Tomado de

Irarrazaval, 2011

La mayor potencia anti-estrogénica del endoxifeno y el 4-OH-tamoxifeno comparado
con el tamoxifeno se atribuye principalmente al hidroxilo fendlico en sus estructuras
(Figura 4) (Helland et al., 2021). Ademas, se ha postulado que el endoxifeno podria
generar la degradacion proteasomal del RE (Wu et al.,, 2009). Estudios in vitro
demuestran que las concentraciones de endoxifeno estan directamente relacionadas con
el efecto anti-estrogénico en células tumorales mamarias, independientemente de las
concentraciones de tamoxifeno (Wu et al., 2009), y en estudios in vivo con ratones se ha
demostrado que la inhibicion del crecimiento tumoral también estd estrechamente

relacionada con la concentracion plasmética de este metabolito (Gong et al., 2013).



Tabla 1. Abundancia y afinidad relativa de los metabolitos en plasma en relacion con el

tamoxifeno.
Metabolito Afinidad relativa Abundancia relativa
(Cp)
Tamoxifeno 1 1 (362 nM)
NMD 0.85 1.78-2.01 (654.9 nM)
4-OHTam 100 0.01-0.02 (9 nM)
Endoxifeno 100 0.07-0.09 (63.2 nM)

Adaptado de Helland et al., 2021. Cp = Concentracion plasmatica despues de la administracion

de 20mg/dia via oral despues de 4 meses (Jin et al., 2005).

Los factores genéticos influyen en el efecto terapéutico y la respuesta a la terapia con
tamoxifeno. El CYP2D6 presenta polimorfismos que afectan las concentraciones de los
metabolitos activos, obteniéndose concentraciones distintas en pacientes con el mismo
régimen farmacoldgico. Los farmacos que poseen efecto inhibidor o inductor enzimatico
también afectan el tratamiento (Aldaz Pastor & Porta Oltra, 2012). EI CYP2D6 es
inducible por rifampicina y dexametasona. Por otro lado, algunos de sus inhibidores son
los antidepresivos inhibidores de la recaptacion de la serotonina como paroxetina y
fluoxetina (Jin et al., 2005), ademas de farmacos como bupropion, quinidina, duloxetina,

amiodarona, cimetidina, entra otros(Maria Elisa Irarrazaval, 2011).

Los metabolitos activos generados en la fase | del metabolismo son posteriormente
inactivados por el metabolismo de fase II, volviéndose mas polares e incrementando su
excrecion por via biliar u por orina. Su metabolismo de fase Il incluye principalmente su
conjugacion con acido glucurdnico por las enzimas uridina glucoronil-transferasas
(UGTs) o con un grupo sulfato por las sulfotransferasas (SULTS), especialmente la
SULT1A1 (Helland et al., 2021).

La terapia adyuvante con tamoxifeno durante 5 afios en pacientes de cancer de mama

RE+ se ha asociado con una disminucion de las tasas de recurrencia en un 41 % y una
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reducciéon de la tasa de mortalidad de hasta 31 % (Jordan, 2014). Ademas se ha
demostrado una reduccion considerable en la incidencia de cancer de mama
contralateral (Ekholm et al., 2019). Sin embargo, aun siguiendo el tratamiento durante 5
afnos de la forma establecida, un tercio de las pacientes recaen en un lapso de 15 afos.
Estas recaidas se atribuyen principalmente al desarrollo de resistencia al tratamiento por
parte de las células tumorales. Estas pacientes que presentan resistencia a la terapia
endocrina podrian representar hasta un cuarto de todos los pacientes con cancer de
mama (Zhu et al., 2018).

1.3 Quimiorresistencia

1.3.1 Concepto general

La quimiorresistencia involucra a los procesos que generan la falta de sensibilidad de
las células cancerigenas a la terapia, siendo uno de los factores clave en el fracaso de
la quimioterapia en el tratamiento del cancer de mama. También estd implicada en la

recurrencia y es de las principales causas de muerte en los pacientes.

La resistencia a los agentes terapéuticos puede ser intrinseca, con falta de respuesta
desde un inicio, o adquirida, debida a la perdida de eficacia terapéutica después de un
tiempo de tratamiento. Haciendo énfasis en la resistencia adquirida, los mecanismos
incluyen: cambios en la absorcion, transporte y eflujo de los farmacos en la membrana
celular; aumento en el metabolismo enzimatico de los farmacos que lleva a la inactivaciéon
de los mismos; alteracion en la cantidad y en la afinidad de los receptores o moléculas
blanco; la expresion de genes relacionados al cancer debido a mutaciones o cambios
epigenéticos y por aumento en los mecanismos de reparacion del ADN (Ji et al., 2019;
Palliyage, Ghosh, & Rojanasakul, 2020) (Figura 5).

El desarrollo de resistencia esta estrechamente relacionado con el microambiente
tumoral, término que hace referencia a las condiciones metabdlicas altamente fluctuantes

a las que estan expuestas las células tumorales, en las que se incluyen elementos de
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sefalizacion, biomoléculas del estroma y los mismos agentes quimioterapéuticos. Estas
condiciones en conjunto son capaces de inducir cambios en el fenotipo de las células
tumorales y derivar en el desarrollo de quimiorresistencia (Galindo-Hernandez,
Gonzales-Vazquez, & Cortes-Reynosa, 2015; Palliyage et al., 2020). De igual forma, este
microambiente puede contribuir a que en las células tumorales se desencadene el
fendmeno de transiciones epitelio-mesénquima (EMT) que esta asociado a la pérdida de
las interacciones célula-célula en células inicialmente epiteliales, la ganancia de
movilidad y la adquisicion de caracteristicas mesenquimales. Este fendmeno le permite
a las células tumorales generar metastasis a tejidos secundarios (Bouris et al., 2015;
Palliyage et al., 2020; Yuan et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Ejemplos de mecanismos de resistencia adquirida que pueden desarrollarse en las

células tumorales. Tomada de Palliyage, Ghosh, & Rojanasakul, 2020.

1.3.2 Resistencia a la terapia con tamoxifeno

En el caso de la resistencia a la terapia con tamoxifeno, se ha descrito de forma

importante que el endoxifeno puede ser un sustrato del miembro 1 de la subfamilia B de
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transportadores con cassete de union a ATP (ABCB1) (Teft, Mansell, & Kim, 2011),
favoreciendo su eflujo y limitando su disponibilidad en el sitio tumoral (lusuf etal., 2011).
Otras proteinas de la familia ABC podrian estar participando dado la alta homologia que

existe entre los miembros.

Otros mecanismos de resistencia descritos involucran al REa, por ejemplo, la regulacién
epigenética de la expresion del gen que lo codifica (ESR1). Asi mismo se han descrito
mutaciones en ESR1, modificaciones post-traduccionales, reclutamiento diferencial de
co-reguladores, rutas de retroalimentacion entre los genes blanco del RE y la expresion
y actividad del mismo, acciones rio abajo de sus genes diana sobre rutas de factores de

crecimiento, entre otros (Mills, Rutkovsky, & Giordano, 2018).

Se ha relacionado a la pérdida de la expresion del REa con el desarrollo de EMT (Bouris
et al., 2015; Sahoo et al., 2021). En el estudio de Bouris y colaboradores la regulacién a
la baja del REa con un RNA pequefio en horquilla (shRNA, por sus siglas en inglés: Short
Hairpin RNA) en células MCF-7 llevé a estas a perder la capacidad de generar sus
colonias caracteristicas, que presentan células intimamente unidas, para adquirir una
organizacion mas individual y alargada. Ademas, las células tratadas mostraron una tasa
de crecimiento 3 veces mayor, reduccion significativa de marcadores epiteliales y un
aumento considerable de marcadores mesenquimales en comparacion con las células
no tratadas. De forma interesante, se encontrd una disminucion de aproximadamente el
50% en el mMRNA de HER2 en las células con REa depletado (Bouris et al., 2015). Es
muy probable que las EMT se encuentran asociadas a lo descrito en diversos estudios
clinicos referente al cambio de fenotipo observado entre los tumores metastasicos o
recurrentes y los tumores primarios en pacientes con cancer de mama (Y. Lu, Tong,
Chen, & Shen, 2021; Nguyen, Nguyen, Nguyen, Qiuyin, & Phung, 2019).

Por otro lado, también se ha relacionado el aumento en la expresion en la
sulfotransferasa 1A1 (SULT1A1) con el desarrollo de resistencia. Las sulfotransferasas
forman parte de las enzimas del metabolismo de fase Il y catalizan la sulfatacién de
compuestos hidroxilados enddgenos y exodgenos, utilizando al 3’-fosfoadenosina-5'-
fosfosulfato (PAPS) como donador de grupos sulfato. Por lo general la sulfatacion genera

la inactivacion de las moléculas bioactivas y las vuelve mas polares, facilitando su
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excrecion renal (Barbosa et al., 2019). La SULT1Al promueve la sulfatacion e
inactivacion de diversos xenobi6ticos entre los que se encuentran los metabolitos 4-OH
Tamoxifeno y Endoxifeno. Por lo general la expresion de esta sulfotransferasa es muy
baja en el tejido epitelial mamario normal, sin embargo, presenta una abundante
expresion en la mayoria de los tumores mamarios (Yao-Borengasser et al., 2014). Un
aumento en la expresion de la SULT1A1 se traduce en una disminucién de la cantidad
de metabolitos activos disponibles en el sitio tumoral para llevar a cabo su efecto

terapéutico (Gjerde et al., 2008; Yao-Borengasser et al., 2014).

Otra sulfotransferasa involucrada en el desarrollo de quimiorresistencia es la SULT1E1
gue se encarga de la sulfatacion de los estrégenos, presentando una mayor afinidad
(nanomolar) por el 17-f estradiol (E2) (Barbosa et al., 2019). La sulfatacion del estradiol
impide su unién con el RE (Jiang, Dai, & Chen, 2019). Se ha demostrado que un aumento
en la expresion de SULT1E1 inhibe significativamente el crecimiento de las células
tumorales de cancer de mama en un medio con concentraciones fisiolégicas de estradiol
(Falany, Macrina, & Falany, 2002). Ademas, se ha determinado que la mayoria de las
lineas celulares tumorales mamarias expresan niveles muy bajos comparado con las
células normales epiteliales mamarias (Jiang et al.,, 2019). Una disminucién de la
expresion de esta sulfotransferasa aumenta la cantidad de estrogenos disponibles en el

sitio tumoral.

Con la aparicién de los fendmenos de quimiorresistencia, el tratamiento del cancer de
mama se ha vuelto mas complejo (Zahreddine & Borden, 2013). De forma importante, la
metéstasis de los tumores epiteliales que son resistentes a la terapia se ha considerado
una de las principales causas de muerte por cancer en adultos (Gupta, Pastushenko,
Skibinski, Blanpain, & Kuperwasser, 2019). Entre los factores que se sugiere pueden ser
desencadenantes del desarrollo de resistencia al tratamiento destacan el F metabdlico
y/o las dislipidemias. El sindrome metabdlico es una condicién patolégica que se
caracteriza por la presencia de por lo menos tres de las siguientes cinco condiciones
meédicas: obesidad abdominal, presion sanguinea elevada, glucosa elevada, una
concentracion elevada de triglicéridos séricos o disminucion del colesterol asociado a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Huang, 2009; Yamagishi & Iso, 2017). Estas
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tltimas dos alteraciones se engloban en el término de dislipidemia. En definicion la
palabra dislipidemia hace referencia a niveles alterados de lipidos en plasma,

principalmente de colesterol y triglicéridos, y de las lipoproteinas que los transportan.

1.4 Dislipidemias, su asociacion con el cancer de mamay el

tratamiento con tamoxifeno

La obesidad es un factor de riesgo importante en el desarrollo de cancer de mamay se
correlaciona fuertemente con una baja supervivencia en pacientes que la padecen, en
especial en aquellas postmenopausicas (C. W. Lu et al., 2017). Ademas, diversos
estudios sefalan un aumento en el riesgo de recurrencia en pacientes obesas en
comparacién con mujeres en normo-peso que padecieron cancer de mama (Leon-
Pedroza et al., 2015). La obesidad va cominmente de la mano con la presencia de
dislipidemias (C. W. Lu et al., 2017), aunque también se encuentran implicadas otras

alteraciones metabolicas.

1.4.1 Lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares que llevan a cabo el transporte de
los lipidos en circulacion sanguinea. Presentan un ndcleo hidrofébico de triglicéridos,
esteres de colesterol y otras moléculas lipidicas rodeado por una monocapa de
fosfolipidos, colesterol no esterificado (que presenta grupos polares) y apolipoproteinas
(Gomaraschi, 2020). Las apolipoproteinas ademas de formar una interfaz entre el medio
lipidico y el acuoso, poseen funciones criticas en el transporte y metabolismo de los
lipidos (Gomaraschi, 2020). Diferentes combinaciones de lipidos y proteinas dan lugar a
particulas con diferentes densidades, que pueden separarse mediante procedimientos

de ultracentrifugacion (Nelson & Cox, 2009).

Quilomicrones. Son las lipoproteinas de mayor tamafio y menor densidad (<1.006 g/mL),

contienen una elevada proporcién de triglicéridos (85% en peso). Son sintetizadas en el
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reticulo endopldsmico de las células epiteliales que recubren el intestino delgado y son
trasladados por la linfa hasta entrar a circulacion sanguinea. Su principal funcion es el
transporte de los triglicéridos y colesterol de la dieta a los tejidos donde seran utilizados
y/o almacenados, es decir, se encargan del transporte exdégeno de lipidos (Nelson & Cox,
2009). El higado endocita el remanente a través de la interaccion de miembros de la
familia del receptor de LDL con la apolipoproteina E (ApoE) presente en estas particulas
(Gomaraschi, 2020).

VLDL. Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), (densidad 0.95-1.006 g/mL),
transportan al igual que los quilomicrones, una mayor proporcion de triglicéridos (50% en
peso). Se encargan de la distribucidn de los triglicéridos y el colesterol desde el higado
hacia otros tejidos del cuerpo, es decir, del transporte endégeno (Mahley, Inneraritu, Rall,
& Weisgraber, 1984). En dichos tejidos la apolipoproteina CII presente en las VLDL es
reconocida por la lipoproteina lipasa, lo que genera la des-esterificacién de los &cidos
grasos de los triglicéridos. Posterior a la pérdida del contenido en trigliceridos las VLDL
se convierten en lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y subsiguientemente en
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Nelson & Cox, 2009).

LDL. Las LDL con una densidad de 1.019-1.063 g/mL, contienen una elevada proporcion
de colesterol (8% en peso) y ésteres de colesterol (37% en peso). Su principal funcion
es el transporte de colesterol a los tejidos extrahepaticos que expresan receptores de
LDL (LDLR) que reconoce a la apolipoproteina B-100 presente en estas particulas.
Relacionada a esta lipoproteina, los niveles aumentados de la proteina transferidora de
ésteres de colesterol (CETP) plasmatica, la cual se encarga de transportar los ésteres
de colesterol de las HDL hacia las VLDL y las LDL realizando un transporte
complementario de cantidades equivalentes de triglicéridos desde las LDL y VLDL a las
HDL, se asocian con un aumento del riesgo de desarrollar aterosclerosis (Nelson & Cox,
2009; Chirasani & Senapati, 2017).

HDL. Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) con una densidad 1.063-1.210 g/mL,
cuando son sintetizadas en el higado, contienen una proporcién mayoritaria de proteinas
(55 % en peso) y una cantidad residual de colesterol y sus ésteres, presentandose como
particulas discoidales (Nelson & Cox, 2009). Su principal funcion es la de eliminar el
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colesterol excedente de los tejidos extrahepaticos y regresarlo al higado, incluido el
contenido en los quilomicrones y las VLDL residuales, a este proceso se le denomina
transporte reverso de colesterol (Mahley, Innerarity, Rall, & Weisgraber, 1984). Las HDL
estan asociadas a la enzima lecitina-colesterol acil transferasa (LCAT) que cataliza la
formacion de ésteres de colesterol a partir de fosfatidilcolina y colesterol. En los tejidos
con un exceso en colesterol y en células espumosas que forman parte de la placa
aterosclerotica, el transportador ABCAL interacciona con la apoA-1 presente en las HDL
permitiendo el transporte de colesterol hacia las HDL. Las HDL, una vez que se
encuentran llenas de colesterol, adquieren una forma esférica y se unen a receptores
proteicos de membrana en el higado, tales como el SR-B1 y HDL-R, que actian mediante
la internalizacion parcial y selectiva del colesterol y no mediante endocitosis (Nelson &
Cox, 2009).

Las concentraciones elevadas de colesterol- LDL (>190 mg/dL) y concentraciones
disminuidas de colesterol-HDL en plasma estan asociados con un aumento en el riesgo
de desarrollar enfermedades cardiovasculares (World Health Organization, 2007).
Recientemente se ha relacionado a las dislipidemias con el riesgo de desarrollar cancer
de mama o de recaer una vez finalizado el tratamiento (Gomaraschi, 2020; C. W. Lu et
al., 2017).

1.4.2 Dislipidemias y asociacion con cancer de mama

En el estudio pionero AMORIS que evalu6é el riesgo de mortalidad asociado a
apolipoproteinas, se comparé los perfiles lipidicos de 812 073 pacientes con cancer de
mama durante 8 afios previo al diagnéstico, encontrando una ligera asociacion entre el
diagndstico y concentraciones alteradas de triglicéridos (Melvin et al., 2012). Otro estudio
en 208 pacientes con cancer de mama y 176 mujeres sanas reportd alteraciones de
pardmetros bioquimicos como glucosa, triglicéridos, elevacién de LDL y bajos niveles de
HDL en aquellas personas que presentaban metastasis (Raza, Asif, Rehman, & Sheikh,
2018).
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La alteracion de los mecanismos relacionados con el colesterol, tales como la sintesis
de novo, la internalizacion celular y el transporte de colesterol mediado por lipoproteinas
podrian modular diversas rutas que llevan al desarrollo del cancer de mama y de
resistencia al tratamiento (Samadi et al., 2019). Las VLDL, LDL y HDL podrian
desempefiar un papel critico en varios mecanismos de progresion tumoral (C. W. Lu et
al., 2017). Por ejemplo, la estimulacién por VLDL y LDL en células tumorales promueve
procesos como proliferacion, crecimiento independiente de anclaje, transiciones
epiteliales-mesenquimales  (EMTs), angiogénesis Yy metastasis, exhibiendo
caracteristicas pro-tumorales, aunque no se han descrito los mecanismos que conducen
a estos fenébmenos. Por el contrario, las HDL inhiben la formaciéon de mamosferas y
aumentan la sensibilidad de las células tumorales mamarias a la radiacion (Wolfe et al,
2015).

Més enfocado en las implicaciones del colesterol asociado a las LDL, en el estudio in
vivo en ratones de Rodrigues Dos Santos, aquellos que presentaban niveles elevados
en plasma de LDL, inducidos mediante una dieta rica en grasas, desarrollaron tumores
con una tasa proliferativa mas alta y mayor frecuencia de metastasis que los ratones con
dieta regular (Rodrigues dos Santos, Fonseca, Dias, & de Almeida, 2014). La relacién
entre el colesterol -LDL y la progresion tumoral también se ha demostrado en estudios
clinicos, por ejemplo, en el estudio de Rodrigues dos Santos se observé una asociacion
entre niveles de colesterol-LDL mayores a 117 mg/dL y tumores de mayor grado
histolégico, mayor tasa de proliferacion y mayor estadio clinico (lI-111). Las pacientes con
niveles mayores a 144 mg/dL de colesterol-LDL presentaron una tendencia mayor a
desarrollar metastasis en nddulos linfaticos (Rodrigues dos Santos et al., 2014). Ademas,
en una cohorte de mujeres que habian sido tratadas con tamoxifeno, Gallagher y
colaboradores determinaron una asociacion entre una mayor expresion del receptor de
LDL en células mamarias cancerosas y una menor supervivencia libre de recaida
(Gallagher et al., 2018). Un aumento en el LDLR favorece una mayor captacion de

colesterol-LDL en las células tumorales.

Se han descrito en diversos modelos celulares tumorales alteraciones en el metabolismo

lipidico. En estas células la demanda de colesterol es mayor por lo que es comdn que se
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presente un aumento en la expresion de los genes regulados por la proteina de unién al
elemento de respuesta a esteroles (SREBP) que favorece la sintesis y captacion de
colesterol y una disminucién de los genes regulados por el receptor X del higado (LXR)
algunos de ellos implicados en el eflujo de colesterol (Gomaraschi, 2020). En las células
no tumorales, existe un balance entre ambos factores de transcripcién que permite

mantener la homeostasis lipidica (Figura 6).

Células no tumorales Células tumorales

SREBPSs T Sintesis de lipidos
SREBPs LXRs

T T Endocitosis de LDL
LXRs l Eflujo de colesterol
Trends in Endocrinology & Metabolism

Figura 6. Homeostasis lipidica en las células tumorales. En las células tumorales se pierde el
equilibrio entre la actividad regulatoria de los factores SREBP y LXR lo que favorece la

acumulacion de colesterol intracelular. Tomada de Gomaraschi, 2020.

Es habitual la acumulacién de colesterol en forma de gotas lipidicas en las células
tumorales. El aumento de colesterol citoplasmatico favorece la generacién de
oxiesteroles, moléculas generadas por la oxidacién del colesterol, muchas de ellas
capaces de favorecer procesos pro-tumorales como el 27-hidroxicolesterol (Gomaraschi,
2020). Se ha descrito que este metabolito es capaz de activar al REa en células
tumorales mamarias y favorecer su proliferacién, asi como de promover las EMT
(Gonzalez-Ortiz, Galindo-Hernandez, Hernandez-Acevedo, Hurtado-Ureta, & Garcia-
Gonzalez, 2021).

Por otro lado, es conocido que la terapia con tamoxifeno tiene efectos directos e
indirectos sobre el metabolismo lipidico celular y que puede generar alteraciones en los

niveles de lipidos en sangre (Hultsch et al., 2018).
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1.4.3 Tamoxifeno y lipidos

El tamoxifeno posee efectos en el metabolismo atribuibles a la combinacién de su accién
estrogénica en algunos tejidos en conjunto con su accion anti-estrogénica en otros.
(Isobe et al., 2021). Se ha descrito que la terapia con tamoxifeno puede generar una
disminucién de los niveles plasmaticos de colesterol total y colesterol-LDL, ademas de
un aumento en las concentraciones de colesterol-HDL en las pacientes bajo este régimen
de tratamiento, lo que tiene como consecuencia una reduccion del riesgo cardiovascular
(Arnone, Cline, Soto-Pantoja, & Cook, 2021; Cheung, Ramchand, Yeo, & Grossmann,
2019; Isobe et al., 2021). Sin embargo, se han reportado casos aislados de pancreatitis
asociada a hipertrigliceridemia. (Isobe et al., 2021; Singh, Prasad, Kandasamy, &
Dharanipragada, 2016).

El efecto estrogénico del tamoxifeno en las células hepaticas, principalmente en mujeres
postmenopausicas, se encuentra relacionado con estos cambios en el perfil de lipidos
(Cheung et al., 2019). Se ha descrito que el tamoxifeno es un potente inhibidor de la
Coenzima A colesterol aciltransferasa (ACAT), que cataliza la formacion de esteres de
colesterol, abundantes en las VLDL, a partir de acil-CoA y colesterol libre. Este hecho
podria explicar la disminucion en la sintesis de VLDL y el aumento de las HDL (Poirot,
Silvente-Poirot, & Weichselbaum, 2012).

El tamoxifeno también induce cambios en el metabolismo lipidico en las células
tumorales, los cuales podrian favorecer el desarrollo de resistencia al tratamiento
(Hultsch et al., 2018). Se ha descrito que los SERMS son capaces de alterar la expresion
del LDLR y la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMGCo0AR) en
células tumorales al promover la activacion y bloquear la retroalimentacion negativa del

factor de transcripcion SREBP(Fernandez-Suarez et al., 2021).

Clarificar la asociacion entre los metabolitos del tamoxifeno, el metabolismo lipidico y la
generacion de quimiorresistencia nos permitird determinar nuevos blancos terapéuticos
para el tratamiento de casos de cancer de mama en los que tratamiento farmacoldgico

convencional ya no es efectivo.
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2. 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. Aproximadamente el 80 % de los casos de cancer
de mama son RE+, cuyo tratamiento coadyuvante de eleccién es el tamoxifeno. Sin
embargo, aproximadamente un tercio de las pacientes desarrollan resistencia a dicho
tratamiento. Diversos estudios sugieren la existencia de una relacion entre los niveles
altos de colesterol- LDL (dislipidemias) y el desarrollo y progresion del cancer de mama,
asi como con la resistencia al tratamiento. Dilucidar la forma en que las LDL participan
en la progresion y el desarrollo de resistencia al tratamiento endocrino con tamoxifeno
en el cancer de mama RE+ es clave para la busqueda de nuevas terapias y/o

tratamientos farmacolégicos.

3. Hipotesis

El tratamiento con LDL aumenta la resistencia de las células tumorales RE+ al
tratamiento con los metabolitos derivados del tamoxifeno (4-hidroxi-tamoxifeno y

endoxifeno).

3.1 Hipotesis nula

El tratamiento con LDL no aumenta la resistencia de las células tumorales RE+ al
tratamiento con los metabolitos derivados del tamoxifeno (4-hidroxi-tamoxifeno y
endoxifeno).

3.2 Hipotesis alterna

El tratamiento con los metabolitos derivados del tamoxifeno (4-hidroxi-tamoxifeno vy
endoxifeno) en conjunto con LDL entorpece el desarrollo de resistencia de las células

tumorales RE+.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la resistencia de las células RE+ a los metabolitos derivados del tamoxifeno (4-

hidroxi-tamoxifeno y endoxifeno), bajo condiciones de altas concentraciones de LDL.

4.2 Objetivos especificos

1.

Generar una variante celular tumoral RE+ que sea resistente al tratamiento de 4-

hidroxi-tamoxifeno y endoxifeno.

Generar una variante celular tumoral RE+ que sea resistente al tratamiento de 4-

hidroxi-tamoxifeno y endoxifeno, en un medio con altas concentraciones de LDL.

Caracterizar el fendbmeno de resistencia a 4-hidroxi-tamoxifeno y endoxifeno,
mediante ensayos de viabilidad celular en las variantes generadas comparandolo

con las células parentales.

Caracterizar la expresion de moléculas que contribuyen a la resistencia:
transportadores de la familia de los ABC y la sulfotransferasa 1A1, en las variantes

resistentes comparandolo con las células parentales.

Evaluar los fendbmenos relacionados a las EMT en las variantes resistentes

comparandolo con las células parentales.
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5. Metodologia

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

resultados cuantitativos y semi-cuantitativos.

5.1 Cultivo de células MCF-7 (RE+).

Se partié de la linea celular MCF7, la cual es RE+ y sensible a anti-estrogenos adquirida
de la American Type Culture Collection (ATCC). La linea MCF7 se va prolifer6 en medio
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM). ElI medio fue suplementado con 10 % de

suero fetal bovino, 50 U/mL de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina e insulina.

5.2 Aislamiento de lipoproteinas.

A partir de plasma humano de un donante sano (con previa autorizacion a través de una
carta de consentimiento informado) con ayuno mayor a 12 h, se aislé la fraccion
correspondiente a las LDL (Garcia-Gonzalez and Mas-Oliva, 2017). En la primera fase,
la densidad del plasma se va a ajustd a una densidad de 1.0055 g/mL con KBr y se
centrifugd a 3450009 por 160 min usando un rotor S140-AT 2555. Se recupero la fraccion
inferior. Posteriormente, se ajusté la densidad a 1.053 g/mL y se centrifugd a 377,000 g
por 200 min y se recupero la fraccion superior correspondiente a las LDL. La fraccion
recuperada se dializ6 contra NaCl 150 mM/EDTA 0.024 mM. Para evaluar la calidad de
los aislamientos, se determinaron las apolipoproteinas distintivas apoB-100 y apoAl

mediante western-blot.

5.3 Cuantificacion de LDL-colesterol
Se llevé a cabo la cuantificacion de LDL colesterol de las fracciones enriquecidas de LDL
mediante colorimetria haciendo uso de un kit comercial de Spinreact. Las lecturas se

realizaron a 600 nm utilizando el espectrofotometro SmartSpec Plus de BioRad.
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5.4 Marcaje de lipoproteinas.

Las LDL recuperadas previamente fueron marcadas con la sonda fluorescente dilCis, la
cual se intercala en la monocapa de fosfolipidos. Las dil-LDL se generaron incubando 15
Mg de la sonda por cada 1 mg de proteina-LDL durante un periodo de 8h. Posteriormente
la solucién se ajust6 a una densidad de 1.053 y se centrifugd a 3770009 durante 3 h. La
fraccion correspondiente a las dil-LDL se recuperé y se dializé contra PBS.

5.5 Experimentos de internalizacion de lipoproteinas.

La internalizacion de lipoproteinas se evalu6 a través de citometria de flujo. Las células
se incubaron con dil-LDL a una concentracion de 7.5ug/mL o 75 pg/mL en medio DMEM
durante 24h, y posteriormente se fijaron con formaldehido. Se utilizo el citémetro
Beckman-Coulter, se registraron 20 000 eventos haciendo uso del filtro PC7-A.

5.6 Protocolo de resistencia. Se generaron dos variantes, denominadas H e |, siguiendo

el protocolo descrito a continuacion:

e Variante-H: se trat6 con concentraciones de 1 uM de 4-OH-tamoxifeno y
endoxifeno durante 30 dias y posteriormente con concentraciones de 2 UM de
ambos metabolitos durante 15 dias, con un total de 45 dias de tratamiento.

e Variante-l: se tratdé con concentraciones de 1 pM de 4-OH-tamoxifeno vy
endoxifeno durante 30 dias y posteriormente con concentraciones de 2 uM de
ambos metabolitos durante 15 dias. Lo anterior sumado a una concentracion

constante de 75 pg/mL de LDL.

Pasado el periodo de tratamiento, las variantes se mantuvieron con concentraciones de
50 nM de 4-OH-tamoxifeno y endoxifeno y para la variante-l una concentracion de 7.5
pg/mL de LDL.

5.7 Evaluacion de la resistencia.

La resistencia a los metabolitos derivados del tamoxifeno se evalué a través de dos

métodos:
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5.7.1 Ensayos de viabilidad celular (Ensayo de reduccion de MTT). Se sembraron 20,000
células/pozo en placas de 96 pozos y se dejaron proliferar hasta una confluencia del 80%
en medio DMEM suplementado. Posteriormente, células se ayunaron en medio Opti-
MEM por dos horas. Después se adicionaron los tratamientos (concentraciones de 0.25-
16 uM de 4-OHTam o de endoxifeno) en medio OptiMEM y se mantuvieron por un periodo
de 72h a 37 °C. Transcurrido este periodo se adicionaron 30uL de una soluciéon de MTT
(2.1 g/mL) y se incubo6 por 4 h. Los cristales de formazan generados se disolvieron
adicionando buffer de lisis (20% SDS, 50% N,N-dimetil-formamida, pH 3.7) e incubando
a 37 °C por 12h. Por ultimo, se llevé a cabo la lectura de la absorbancia a 590nm.

5.7.2 Caracterizacion de moléculas que participan en la resistencia mediante Western
Blot. Se sembraron células de las variantes en cajas de 6 pozos con una densidad de
400, 000 células/pozo y se dejaron proliferar hasta alcanzar un 90-95 % de confluencia
en DMEM suplementado. Se reemplazo el medio por DMEM experimental y se incub6 a
37 °C por dos horas. Posteriormente se adicionaron los tratamientos correspondientes:
Control, 8uM de 4-OH tamoxifeno (4-OH); 8uM de Endoxifeno (Endoxi) y se incubaron
durante 24h. Transcurrido el tiempo células se lavaron con PBS y se lisaron (150 mM
NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.5 % NP40, EDTA, 0.2 mM ortovanadato
de sodio, 0.3 uM aprotinin,130 uM bestatina, 14 uM E-64 y1 uM leupeptina) para obtener
el extracto proteico, seguido de la cuantificacion con &cido bicinconinico. Las muestras
(25 ug/carril) de la fraccion proteica se analizaron mediante SDS-PAGE sobre geles al
10 %, que posteriormente se transfiri6 a membranas de PVDF. Las membranas se
bloquearon durante 1 h a 37°C en una solucion TBS, 0.1 % tween-20 y 5 % de leche sin
grasa. Para la deteccion se van a utilizaron los anticuerpos primarios: anti-REa, anti-
SULT1A1, Anti-ABCC12, Anti-p-FAK, Anti- FAK, Anti-RP, Anti- Nrf2 y Anti-HER2 (Neu)
de Sants Cruz Biotechnology. La B-actina se us6 como control de carga. Las membranas
se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano y la

deteccion se realiz6 con el kit Immobilon Western (Millipore).
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5.8 Tincién con eosina/hematoxilina.

Los cultivos celulares de las variantes se sembraron en cajas de 20 mm y se dejaron
proliferar hasta alcanzar un 95-100 % de confluencia. Las células fueron fijadas con para-
formaldehido al 4% y tefiidas con hematoxilina durante 2h en agitacion a 4 °C y
posteriormente con eosina al 1% durante 30s. Células se fotografiaron utilizando la
camara Motic Images Plus 3.0 acoplada al microscopio 6ptico invertido.

5.9 Zimografia.

Se sembraron células de las variantes en cajas de 6 pozos con una densidad de 400,000
células/pozo y se dejaron proliferar hasta alcanzar un 90-95 % de confluencia en DMEM
suplementado. Se reemplazo el medio por DMEM experimental y se incubé a las células
por dos horas a 37 °C. Posteriormente se adicionaron los tratamientos correspondientes:
Control (DMEM experimental), 8uM de 4-OH tamoxifeno (4-OH); 8uM de Endoxifeno
(Endo) y se incubaron durante 24h. Se recolect6 el medio extracelular y se centrifugo a
5,000 rpm por 10 minutos. Se colecto el sobrenadante y se almacend a -70°C hasta su
uso. Se cargaron volumenes iguales de cada muestra, previamente preparadas con
buffer de zimografia, en geles de poliacrilamida co-polimerizada con gelatina al 1% y se
corrieron en camaras de electroforesis a 90V. Posteriormente los geles se lavaron con
Triton X-100 al 2.5% y se incubaron con buffer de activacién (Tris-HCI 50 mM, CaClI2 5
mM, pH 7.4) a 37°C durante 62-65h. Transcurrido ese tiempo, los geles se tifieron con
azul de Coomasie y se destifieron para aumentar el contraste con una solucion de acido
acético/metanol. La actividad proteolitica se aprecia como un bandeo blanco. Por altimo,

los geles se fotodocumentaron.

5.10 Ensayo de migracion (cierre de herida).

Los cultivos celulares de las variantes se sembraron en cajas de 6 pozos con una
densidad de 400, 000 células/pozo y se dejaron proliferar hasta alcanzar un 95-100 %
de confluencia formando una monocapa. Se incubaron por 2h en DMEM experimental a
37 °C.. Posteriormente las células fueron tratadas con mitomicina C por dos horas para
evitar su proliferacion. Se realiz0 la rayadura hacienda uso de una punta de micropipeta,

después se lavé con PBS para remover las células flotantes y se adicionaron los
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tratamientos disueltos en DMEM experimental. El experimento se mantuvo en incubacion
por 72h a 37 °C. Cada pozo se fijo con para- formaldehido al 4%, se tifi6 con Azul de
Coomasie y se fotografi6 usando la camara Motic Images Plus 3.0 acoplada al

microscopio optico invertido.

5.11 Extraccion de RNA total y electroforesis de RNA

Se sembraron 400,000 células de las variantes en cajas de 6 pozos y se dejaron proliferar
hasta alcanzar un 95-100 % de confluencia formando una monocapa. Se incubaron por
2h en DMEM experimental a 37 °C. Transcurrido este tiempo, el medio fue retirado y se
colocaron los tratamientos, los cuales fueron mantenidos por un periodo de 24h.
Posteriormente, se retiré el medio extracelular, se lavo a las células con PBS frio y se
adicionaron 200 pL de TRIzol por pozo. Las células se lisaron, homogenizaron y se
recolectaron en tubos eppendorf. Los lisados celulares se dejaron en reposo 5 minutos
a temperatura ambiente para permitir la disociacion de los complejos de nucleoproteinas.
Se adicionaron 100uL de cloroformo a cada muestra, se agitaron de manera manual
durante 20 segundos y se incubaron 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
las muestras fueron centrifugadas a 12,000 g durante 15 minutos a 4°C y se obtuvieron
3 fases. Se recuperd la fase superior (acuosa) y se adicionaron 0.250 mL de isopropanol
para precipitar al RNA total, mezclando por inversion de manera suave y dejando en
incubacion a temperatura ambiente durante 10 minutos. Nuevamente se centrifugé a
12.000 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se descart6 por decantacion. El pellet
obtenido se lavo con etanol al 75% resuspendiendo con vortex y centrifugando a 7,500
g a 4°C durante 5 minutos. Se decanto el etanol y se dejé secar la muestra al aire por 10
min. EI ARN se disolvié en 20 uL de agua libre de RNAsas. Finalmente, el RNA total
obtenido se cuantifico con la ayuda del NanoDrop y se llevd a cabo una electroforesis en
un gel de agarosa al 1% a 100V por aproximadamente 1h 20 min, cargando la misma
cantidad de RNA de todas las muestras. Los resultados fueron documentados haciendo

uso del fotodocumentador marca BioRad.
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5.12 Analisis estadistico.

Para la determinacion del IC50 en los ensayos de viabilidad celular se utiliz6 el programa
GraphPad Prism 8. El andlisis de la expresion proteica y de la actividad de
metaloproteinasas se proces6 de forma semi-cuantitativa de acuerdo con la intensidad
de bandeo haciendo uso del programa Imaged, tomando como referencia a la $-actina.
Se utilizé la prueba ANOVA para evaluar si existe diferencia significativa (p< 0.05) en el
programa GraphPad Prism 8.

6. Resultados

6.1 Caracterizacion e internalizacion de lipoproteinas aisladas a través del proceso de

ultracetrifugacion.

A partir de plasma total de un donador sano, cumpliendo con lo establecido en la
declaracion de Helsinki, se aislaron fracciones enriquecidas con las lipoproteinas
VLDL/IDL (0.95-1.006 g/mL), LDL (1.019-1.063 g/mL) y HDL (1.063-1.210 g/mL) a través
de un proceso de ultracentrifugacion diferencial, en el cual la densidad del plasma se
ajusté dependiendo de la fraccién deseada adicionando bromuro de potasio (KBr). El
plasma remanente de la obtencion de las fracciones enriquecidas se denominé plasma
libre de lipoproteinas y se utiliz6 como control negativo. Las fracciones junto con el
plasma total, utilizado como control positivo, fueron caracterizadas a través de la técnica
de western blot. Como era de esperarse, las fracciones enriquecidas de VLDL/IDL y LDL
y en plasma total fue posible detectar la presencia de la Apolipoproteina B (Apo B) (Figura
7a), proteina con un peso molecular aproximado de 512 kDa caracteristica de las LDL
gue permite su reconocimiento por el receptor de LDLs (LDLR) y su posterior endocitosis.
Por otro lado, la Apolipoproteina A-1 (Apo Al) se detecto6 en la fraccion enriquecida con
HDL, observandose una banda con intensidad notable, en el suero total y el suero libre

de lipoproteinas se observo una banda de menor intensidad (Figura 7b).

Durante la realizacion del proyecto se llevaron a cabo varios aislamientos de fracciones
enriquecidas de LDL, se muestra de forma representativa la concentracion de proteinas

totales, determinada con la técnica del &cido bicinconinico, y la concentracién de LDL
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colesterol, determinada a través de un método colorimétrico, de tres aislamientos. El
promedio de la concentracion de proteinas totales fue de los 0.759 + 0.135 ug/uL,
mientras que las concentraciones de LDL-colesterol se encontraban alrededor de los
1.198 + 0.397 pg/uL.

s &
S o58 &
kDa g §IT 4
a) -«
120— C)
85— . Apo B No. de Proteina LDL-colesterol
aislamiento Ha/pL pg/pL
50— 1 0.762 0.96
35— 2 0.622 0.9773
3 0.893 1.657
b) Promedio 0.759 1.1981

Apo A-1

35—

Figura 7. Caracterizacion de fracciones aisladas a partir de plasma total. a) ldentificacion de la
Apolipoproteina B (Apo B) en la fraccion correspondiente a las VLDL/IDL y LDL mediante
Western Blot. Se detecta de forma minima en plasma total. b) Identificacion de la apolipoproteina
A-1 en la fraccién correspondiente a las HDL y minimamente en el plasma total. c) Cuantificacion

de proteina y LDL-colesterol en las fracciones enriquecidas de LDL.

Con la finalidad de evaluar la internalizacion de LDL en la linea celular MCF-7, se incubo
a las células con lipoproteinas previamente marcadas con la sonda fluorescente DilC18
(Dil-LDL) durante 24h y posteriormente se evaluaron en el citometro Beckman-Coulter
utiizando el filtro PC7-A. Se evalu6é la internalizacion de las Dil-LDL a las
concentraciones de 7.5 ug/mL y 75 yg/mL. Los datos obtenidos a través de citometria
indican la presencia de internalizacion. Como puede identificarse en la figura 7 no se

observd una diferencia evidente entre la fluorescencia de las células tratadas con la
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concentracion de 7.5 pyg/mL y la fluorescencia de las que se trataron con una
concentracion 10 veces mayor (75 yg/mL).

Multi-sample : All Events

| M Di-LDL Ctr 0
4 [ Dil-LDL Ctr 7.
B Dil-LDL Ctr 7

Count
100

102 108 104 10% 108
PC7-A

Figura 8. Evaluacion de la internalizacién de Dil-LDL en las células MCF-7 utilizando el filtro PC7-
A. El color rojo representa el control con células no tratadas. El color verde representa a las
células tratadas con una concentraciéon de 7.5 ug/mL. El color rosa representa a las células

tratadas con 75 pg/mL.

6.2 Desarrollo y evaluacion de quimiorresistencia

Para generar la quimiorresistencia se llevé a cabo el tratamiento en células MCF-7 con
dos moléculas que se han descrito como los principales metabolitos activos del
tamoxifeno que son generadas in vivo por la familia de isoenzimas del citocromo P450,
el 4-hidoxi-tamoxifeno (4-OHTam) y el endoxifeno (Endoxi). Se generaron dos variantes
celulares haciendo uso de cultivos confluentes (90-95%), una generada Unicamente con
el tratamiento con los metabolitos y la otra con los metabolitos en conjunto con
concentraciones elevadas de LDL, con la finalidad de evaluar el efecto estas

lipoproteinas sobre la generacion de resistencia:

e Variante-H: para su generacion las células se mantuvieron en medio DMEM
suplementado con una concentracion de 1 pM de 4-OH-tamoxifeno y 1 pM

endoxifeno durante un periodo de 30 dias. Posteriormente la concentracion de
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b)

ambos metabolitos se aument6 a 2 uM y el tratamiento se mantuvo por 15 dias
adicionales. Transcurrido el periodo de tratamiento, las células se mantuvieron en
un periodo de recuperacion y proliferacion de 45 dias con concentraciones de
50nM de 4-OHTam y Endoxi (Figura 9a).

Variante-l: para su generacion las células se mantuvieron en medio DMEM
suplementado con una concentracion de 1 pM de 4-OH-tamoxifeno, 1 puM
endoxifeno y 75 pg/mL de LDL durante un periodo de 30 dias. Se establecio la
concentracion de 75 pg/mL de las LDL porgue era la concentracion mas alta que
era posible alcanzar en el volumen de medio de cultivo utilizado a partir de la
fraccion obtenidas a través de ultracentrifugacion. La concentracion de ambos
metabolitos se aumenté durante 15 dias adicionales a 2 pM, mientras que la
concentracion de LDL se mantuvo sin cambios. Pasado el periodo de tratamiento,
las células se mantuvieron en un periodo de recuperacion y proliferacion de 45
dias con concentraciones de 50nM de 4-OHTam y Endoxi, ademas de una

concentracion de 7.5 pg/mL de LDL (Figura 9b).

MCF-7 MCF-7varH
/_ \ 4-0H tam 1uM / \40Htam 2uM //:"’ \40Htam10nM/

." L ‘ endoxi  2uM [ | endoxi 1UnM| /ﬁfﬂ

\ / 30 dias K,\_ 71/// 15 dias \ S / 45 dias \"'\-\,\: _7_,,,,—-/
MCF 7 MCF-7ver!
LDL ~ 75pg/mL —— LDL  75pg/mL _——— DL 75pg/mL—

\ 4-OHtam 1uM - /= | 40Htam 2uM 7\ Z0Htam 100M / Toae)

fendoxi  TuM |( -, /‘.‘ endoxi  2uM [/ ‘ endoxi  10nM (& s ,'.:“

: -Q{;__,__,,.;:,,-»/ 30 dias ;_;_,:_// 15dfas -~ / 45 dias \ — 7

e

Figura 9. Generacioén de variantes celulares derivadas de MCF-7. a) Generaciéon de MCF-7VaH

periodo de tratamiento de 45 dias y periodo de recuperacién y mantenimiento de 45 dias. b)

Generacién de MCF-7V&" !, periodo de tratamiento de 45 dias y periodo de recuperacion y

mantenimiento de 45 dias.
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Se determind la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de las variantes generadas y la
variante nativa a partir de ensayos de viabilidad celular utilizando la técnica de MTT, un
ensayo colorimétrico basado en la reduccion, debida a la actividad metabdlica de las
células viables, de la sal amarilla de tetrazolium: Bromuro(3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT) a cristales morados de formazan. Se sembraron 20, 000 células
por pozo en una placa de 96 pozos para cada variante y se dej6é que alcanzaran
aproximadamente un 70% de confluencia, durante un periodo de 1- 3 dias dependiendo
de su ritmo de crecimiento. Se utilizé un rango de concentraciones de 0.25 -16 uM de los
metabolitos por separado, el tratamiento se mantuvo por un periodo de 72 h (3 dias).
Transcurrido este periodo se adicion6 la misma cantidad de MTT a cada pozo para
alcanzar una concentracion de 0.5mg/mL y se mantuvo en incubacion por 4 h.
Posteriormente se adiciono buffer de lisis (50% SDS/20% dimetilformamida, pH 4.2) y se
incubo nuevamente por alrededor de 12h (ON). Se realiz6 la lectura espectrofotométrica
de la placa de 96 pozos a 595nm. Las concentraciones a las cuales se reduce la
viabilidad celular a un 50% (Clso) fueron calculadas utilizando GraphPad Prism 8 y las
graficas se generaron en el mismo programa. El Clso obtenido para variante H con 4-
OHTam fue de 7.64 pM y con Endoxifeno fue de 7.85 uM, valores mayores a los
obtenidos para la variante nativa (6.16 pM y 5.33 uM respectivamente), lo que sugiere el
desarrollo de resistencia (Figura 10). Por otro lado, para la variante | se obtuvo un Clso
para 4-OHTam de 12.36 uM, valor notablemente mayor que el de la variante nativa,
mientras que para el metabolito Endoxi se obtuvo un valor de 5.7 yM muy cercano al de

la variante nativa.
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Figura 10. Resultados de los ensayos de viabilidad celular a partir de la técnica de MTT. a)
Gréficas obtenidas a partir de ensayos de viabilidad celular tras 72 h de tratamiento con el
metabolito 4-OHTam. b) Graficas obtenidas a partir de ensayos de viabilidad celular tras 72h de
tratamiento con el metabolito Endoxifeno. c) Tabla con las Clso obtenidas para cada variante

celular con ambos metabolitos. Gréaficas e Clsp se obtuvieron con GraphPad Prism 8.

Con la finalidad de describir los marcadores proteicos que podrian estar implicados en la
resistencia, se evaluo la expresion, a través de la técnica de Western Blot, del miembro
12 de la subfamilia C de transportadores con casette de union a ATP (ABCC12) y de la
sulfotransferasa SULT1A1 en las variantes H e |, asi como en las células nativas o
parentales. Se utilizo B- actina como control de carga (Figura 11 a).

Los transportadores con casette de unién a ATP se han relacionado con el eflujo de
numerosos farmacos y el desarrollo de quimiorresistencia. Con respecto al transportador
ABCC12, no fue posible detectar su expresion en nuestros modelos celulares (Figura
11a), aun cuando su expresion habia sido documentada en otro modelo de resistencia
desarrollado por Hernandez-Acevedo et al 2022, publicado por miembros del equipo de

trabajo.

Por otro lado, se ha descrito que la SULT1Al participa en la inactivacion de los

principales metabolitos biolégicamente activos del tamoxifeno. Se observé una notable
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disminucion en la expresion de SULT1A1 en la variante H con respecto a la variante
nativa, mientras que su expresion en la variante | se mantuvo sin cambios en relacion
con las células parentales. Se amplié el panel experimental para evaluar el efecto del
tratamiento con los metabolitos 4-OH Tam y Endoxi a una concentracién de 8uM por 24h
sobre la expresion de SULT1ALl en las variantes. Se eligio la concentracion de 8uM por
ser cercana a los CI50 de la variante H. Los niveles de expresion de SULT1A1 fueron
normalizados con los niveles expresion de B-actina y se realizaron 3 repeticiones
biologicas para poder llevar a cabo el andlisis estadistico. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) en la expresién de SULT1AL entre la variante H
y la variante nativa bajo las mismas condiciones de tratamiento, disminuyendo 7.2 veces
en la condicién control, 9.7 veces en la condicién con tratamiento con 4-OHTam vy 11.1
veces en la condicidon con tratamiento con Endoxi en la variante H en relacion con la
variante nativa (figura 11 c). La expresion de SULT1Al no cambia de forma
estadisticamente significativa entre los grupos de la misma variante bajo distintas
condiciones de tratamiento para el caso de las variantes nativa e | (figura 11 by c). La
variante | no presenta diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
SULT1AL1 en relacion con la variante nativa (no indicado en la gréafica) ni por efecto de
los tratamientos con los metabolitos entre los grupos de la misma variante, aunque si es
posible apreciar de forma visual un ligero aumento en la intensidad de bandeo en las
condiciones con tratamiento en relacion con la condicion control. Para los analisis
estadisticos se llevé a cabo un ANOVA de una via (F (8,18) = 15.56, p <0.0001) seguido
de un andlisis Post-Hoc utilizando la prueba de Tukey en el programa GraphPad Prism
8.
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Figura 11. Marcadores proteicos implicados en la quimiorresistencia. a) Determinacién de la
expresion ABCC12 y SULT1A1L en las 3 variantes a través de la técnica de WB. b) Imagen
representativa de la evaluacion de la expresiéon de SULT1A1 bajo la influencia de tratamiento de
8uM 4-OH tamoxifeno (4-OH) o Endoxifeno (Endo) por 24 h y una condicién control. ¢) Grafica
normalizada de SULT1A1 con la expresion de actina, *** p<0.001, ** p<0.01. Grafica generada

con GraphPad Prism 8.

Se ha reportado en la literatura que la adquisicién de resistencia puede estar asociada a
cambios fenotipicos relacionados al desarrollo de transiciones epitelio-mesénquima
(EMT). Las células tumorales que atraviesan las EMT presentan caracteristicas similares
a las células troncales que tienen la capacidad de diferenciarse en distintas estirpes (J.
Lu et al., 2009). Es muy probable que las EMT se encuentren asociadas al cambio en la
expresion de receptores hormonales reportado en diversos estudios clinicos que se

observa en tumores metastasicos (Y. Lu et al., 2021; Nguyen et al., 2019).

De forma interesante, la variante H sufri6 un cambio considerable con respecto a su
morfologia original, pasando de ser epitelial a presentar una morfologia muy similar a la
de células mesenquimales. Lo anterior sugiere que deben existir cambios fenotipicos
importantes en la mencionada variante por lo que se decidio evaluar la expresion de

receptores hormonales.
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Figura 12. Morfologia de las variantes teflidas con hematoxilina-eosina vistas al microscopio
Optico de luz con objetivo 10X. a) Variante nativa que expresa el fenotipo epitelial caracteristico,
b) Variante H que sugiere la expresion de un fenotipo mesenquimal, c) Variante | con fenotipo

epitelial.

6.3 Evaluacion de la expresion de receptores hormonales

Se evalud la expresion basal de receptores hormonales: el REaq, el HER2 y PR en las
variantes resistentes y se compard con la variante nativa (Figura 13). Los resultados
indican una importante disminucién en los niveles de expresion de los 3 receptores
hormonales en la variante H, fenotipo similar al observado en células tumorales
mamarias triple negativas, con alta capacidad invasiva y metastasica. Con respecto a la
variante |, se observo un ligero aumento en la expresion del REa y HER2, asi como una

disminucién en la expresion de PR.
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Figura 13. Evaluacion de la expresion de receptores hormonales. Receptor de estrogenos (RE);
Factor de crecimiento epidermal 2 (HER2); Receptor de progesterona (PR); B-actina como control

de carga.

Al ser el REa el blanco de los metabolitos, se evalu6 el efecto de los tratamientos con 4-
OH Tam y Endoxi a una concentraciéon de 8uM sobre su expresion en las variantes
(Figura 14 a y b). Los niveles de expresion de REa fueron normalizados con los niveles
expresion de B-actina y se realizaron 3 repeticiones bioldgicas para poder llevar a cabo
los analisis estadisticos pertinentes. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.01) en la expresion de REa entre la variante nativa y la variante H bajo
las mismas condiciones de tratamiento, disminuyendo 21.72 veces en la condicion
control, 41.43 veces en la condicién con tratamiento con 4-OHTam y 74.68 veces en la
condicion con tratamiento con Endoxi en la variante H en relacion con la variante nativa
(figura 14 b). Con respecto a la variante | no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en relacion con la variante nativa (no indicado en la gréfica). La expresion
del REa no cambia de forma estadisticamente significativa por la influencia de los
tratamientos entre los grupos de la variante nativa y la variante H, sin embargo, si se
observa un cambio estadisticamente significativo en la variante | entre la condicion
control y el tratamiento con endoxifeno. Los resultados se obtuvieron a través de ANOVA
de una via (F (8,18) = 32.14, p <0.0001) seguido de un analisis Post-Hoc utilizando la
prueba de Tukey en el programa GraphPad Prism 8.
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Debido a la similitud en la expresion de receptores hormonales entre la variante H y
células triple negativas, que presentan una mayor capacidad de migracion e invasion, se

decidi6 evaluar estos procesos en la variante H.
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Figura 14. Evaluacion de la expresion de REa bajo la influencia de los tratamientos de 8uM de
4-OH tamoxifeno (4-OH) o Endoxifeno (Endo) y una condicion control. B-actina como control de
carga. a) Imagen representativa del Western-Blot de REa, b) Grafica normalizada de REa con

la expresion de actina, *** p<0.0001, ** p<0.01. Gréfica generada con GraphPad Prism 8.

6.4 Evaluacion de capacidad de migracién e invasion

En primera instancia, se determind a través de la técnica de zimografia la secrecion y
actividad de metaloproteinasas. La secrecidn de estas moléculas por parte de las células
tumorales in vivo permite la remodelacion de la matriz extracelular favoreciendo la
invasion local e intravasacion y con ello su llegada a érganos y tejidos distantes. Para el
ensayo se utilizé el medio extracelular colectado de cultivos de las tres variantes después
de 24h de tratamiento con los metabolitos y una condicién control con DMEM
experimental (Figura 15 a). Se utiliz6 como control positivo en el primer carril (izquierda
a derecha) medio extracelular de células tumorales de cancer de préstata PC3 que se
conoce presentan una considerable secrecion de metaloproteinasas, predominante de
metaloproteinasa 9 (MMP-9) con un peso molecular de 90 kDa. Como puede apreciarse
en la figura 15, unicamente se detecto actividad de metaloproteinasas en los carriles
correspondientes a variante H, apreciable como un bandeo en el mismo peso molecular

gue la banda control de PC3. Se llevaron a cabo 3 repeticiones bioldgicas y
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posteriormente los analisis estadisticos correspondientes. Como era de esperarse, se
obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre la variante nativa y la variante
H bajo las mismas condiciones de tratamiento. Los tratamientos con los metabolitos no
generaron una variacion estadisticamente significativa en la actividad/secrecion de
metaloproteinasas en las variantes (figura 15 b). Los resultados se obtuvieron a través
de una prueba ANOVA de una via (F (8, 27) = 12, p <0.0001) seguido de un analisis

Post-Hoc utilizando la prueba de Tukey en el programa GraphPad Prism 8.

Por otro lado, se determiné la expresion total y la fosforilacion de la cinasa de adhesién
focal (FAK) en el residuo de tirosina 397 (Y397). p-FAK(39) se encuentra relacionada
con las EMT y procesos de migracién e invasion. Como puede apreciarse en la figura 15
) se encontraron niveles ligeramente mayores de expresion de FAK y un incremento en

la fosforilacién en la variante H, resultado esperado considerando los hallazgos previos.
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Figura 15. Marcadores de migracion e invasion. a) Zimografia del medio extracelular de las
variantes tras un tratamiento de 24h a una concentracion 8uM de los metabolitos y una condicion
control, se utiliz6 medio extracelular de PC3 como control positivo de la actividad de

metaloproteinasas. b) Gréafica comparativa de la secrecion de metaloproteinasas en las tres
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variantes, *** p<0.0001. ¢c) Western Blot representativos de los niveles de FAK total y p-FAK(Y3%7)

tras un tratamiento de 24h a una concentracién 8uM de los metabolitos y una condicién control.
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Figura 16. Evaluacion de la capacidad migratoria y la actividad metabolica. a) Ensayo de cierre
de herida de la variante H vs la variante nativa. b) Gréafica representativa del ensayo de cierre de

herida. c) Determinacion de lactato en el medio extracelular de la variante H vs la variante Nativa.

De manera complementaria se llevé a cabo un ensayo de cierre de herida para evaluar
la capacidad migratoria de la variante H en comparacién con las celulas MCF-7 nativas.
Se utilizaron cajas con 95-100% de confluencia tratadas con mitomicina-C durante 2h,
posteriormente la rayadura se realiz6 con una punta de micropipeta. Para el control
negativo las células se mantuvieron en medio DMEM experimental y como inductor de la
migracion se utilizé DMEM suplementado con SFB al 10% . Las celulas se incubaron por
un periodo de 60-65 h, posterior al cual se fijaron con paraformaldehido al 4% vy tifieron
con azul de Coomasie. Se obtuvieron fotografias utilizando la camara acoplada a
microscopio invertido. Como puede apreciarse en la figura 16 a) y 16 b) fue evidente la
migracion de la variante H en el sitio de la rayadura bajo el estimulo de SFB al 10%,

fenomeno que no se observa en la variante nativa.
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Por otro lado, se llevo a cabo la determinacion de la cantidad de lactato liberado al medio
extracelular durante un periodo de 24h en cultivos de las variantes con la misma
confluencia. Aunque inicialmente se identificé al lactato como producto de desecho del
metabolismo anaerobio, se ha descrito que un aumento de la produccién de este
metabolito por parte de las células tumorales se relaciona con un aumento en su
agresividad, ya que la acidificacion microambiente promueve los procesos de migracion
y metéastasis, asi como la evasion de la respuesta inmune (de la Cruz-Lopez, Castro-
Mufioz, Reyes-Hernandez, Garcia-Carranca, & Manzo-Merino, 2019). De forma
coincidente con los resultados previos, se determiné de forma aproximada una cantidad
3 veces mayor de lactato en el medio correspondiente a la variante H en comparacion

con el medio correspondiente a la variante nativa (Figura 16 c).

Los mecanismos moleculares implicados en la transformacion fenotipica de la variante
H podrian ser numerosos. Se ha descrito en diversos estudios que la funcion del factor
nuclear eritroide 2 similar al factor 2 (Nrf2) podria estar relacionada con el desarrollo de
resistencia al tratamiento, reprogramacion metabdlica, adquisicion de caracteristicas de
células troncales, asi como aumento de migracion e invasion (Gao, Morine, Yamada,
Saito, & lkemoto, 2021), por lo que se decidi6 evaluar su participacién en los modelos

celulares.

6.5 Determinacién del papel de Nrf2 sobre los cambios fenotipicos

Nrf2, conocido como el regulador maestro de la homeostasis redox y cuya actividad es
inducida en respuesta al estrés oxidativo, es una proteina de 605 aminoacidos (66 kDa)
codificada por el gen NEFL2 que actiia como factor de transcripciéon de un conjunto de
genes que aumentan la capacidad antioxidante celular (Robertson, Dinkova-Kostova, &
Hayes, 2020). Estos genes presentan elementos de respuesta antioxidante (por sus
siglas en ingles ARE: 5-TGACNNNGC-3') en su regién promotora (Lin, Cantley, &
DeNicola, 2016). Se ha descrito en numerosos estudios la participacion de Nrf2 y los
genes con elementos ARE en el desarrollo y la progresion tumoral (Sanchez-Ortega,
Carrera, & Garrido, 2021).
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Se evaluaron los niveles citosolicos de Nrf2 en las tres variantes bajo el tratamiento con
los metabolitos a una concentracién de 8 UM y una condicion control haciendo uso de la
técnica de WB (Figura 17). Como puede apreciarse, para las tres variantes se detecto la
presencia de 2 bandas, una en el peso molecular esperado (aprox 66 kDa) y otra con un
peso molecular menor de aproximadamente 45 kDa. La banda de 66 kDa aumenta su
expresion en la variantes resistentes en comparacion con la variante nativa. La banda de
45 kDa presenta una expresion mucho mayor en la variante H en comparacion con las
otras variantes. En la literatura se han reportado isoformas mas cortas de Nrf2 en
diversos tipos de cancer, que se generan a través de splicing alternativo, que pierden su
regulaciéon negativa (Goldstein et al., 2016; Mikac et al., 2021). Lo anterior nos lleva a
proponer que esta isoforma mas corta de Nrf2 podria estar participando en la generacion
del fenotipo observado en la variante H, generando la transcripcién constante de genes

con elementos ARE.
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Figura 17. Evaluacion de la expresion de Nrf2 a través de la técnica de Western Blot. Tratamiento
de 24h. Concentraciones de 8uM de 4-OH tamoxifeno (4-OH); 8uM de Endoxifeno (Endo). [3-

actina como control de carga.

Para continuar la evaluacion del papel de Nrf2, se llevaron a cabo experimentos sobre la
variante H, variante | y células nativas bajo tratamiento con tunicamicina y los resultados
se obtuvieron bajo el mismo tiempo de exposicion y se compararon. La tunicamicina
inhibe el proceso de glucosilacién en el reticulo endoplasmico, generando estrés del
reticulo endoplasmico y ROS, induciendo la activacibn de Nrf2. Para el primer

acercamiento se utilizaron concentraciones crecientes de tunicamicina de 0.25-4 yg/mL.
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En la variante nativa puede observarse un aumento proporcional de la intensidad de la
banda de 66 kDa de Nrf2 en relacion con la concentracidén de tunicamicina, mientras que
en la variante H se observa un aumento de intensidad en las concentraciones de 0.5
Mg/mL en adelante. Las bandas en la variante | se aprecian con una intensidad similar a
la variante H, aumentando su intensidad a partir de la concentracién de 0.5 ug/mL. Con
respecto a la banda de 45 kDa, se observo una diminucién de su intensidad en las
concentraciones de 0.25 y 0.5 pg/mL en la variante nativa, mientras que en la variante H
la intensidad de la banda aumento desde la concentracion de 0.25 ug/mL y se mantuvo
sin cambios independientemente de la concentracion de tunicamicina. En la variante | su
expresion aumento a partir de la concentracion de 0.5 ug/mL pero su aumento no fue tan

significativo como lo que se observa con la variante H.
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Figura 18. Efecto de concentraciones crecientes de tunicamicina sobre la expresion de Nrf2
después de un tratamiento de 24h. a) Variante Nativa. b) Variante H. c) Variante I. 3-actina como

control de carga.

También se evalud el efecto de concentraciones crecientes de tunicamicina durante un

periodo de 24h sobre la expresion de los receptores hormonales REa y HER2 (Figura
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19). En la variante nativa se observé un aumento gradual de la expresion del REa de la
concentracion de 0.25 a la de 1 pg/mL. Por otro lado, en la concentracion mayor, de 4
Mg/mL, se observd una disminucidn de la expresion del receptor a niveles incluso
menores que en la condicion basal. Para la variante H, se observd una disminuciéon de
la expresion del REa en concentracion de 0.25 pg/mL, la expresion aumenta a niveles
de la condicion control con una concentracién de 0.5 pg/mL y disminuye en las
concentraciones de 1y 4 uyg/mL. Con respecto a HER2, su expresion se mantiene sin
cambios en la variante nativa de la concentracion de 0.25 a la de 1 ug/mL de
tunicamicina. No obstante, en la concentracion de 4 ug/mL se observa una considerable
disminucion en su expresion. Para la variante H, se observa una notable disminucion de
su expresion desde la concentracion de 0.25 hasta la de 1 uyg/mL. En la concentracion

de 4 ug/mL se observa un ligero aumento de su expresion.
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Figura 19. Efecto del tratamiento por 24h de concentraciones crecientes de tunicamicina sobre

la expresion de receptores hormonales en la variante nativa y variante H. b) Efecto de
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concentraciones crecientes de tunicamicina sobre la secrecion de metaloproteinasas al medio

extracelular en la variante nativa y la variante H.

Se recolectd medio extracelular del experimento anterior de la variante H y se evalud la
actividad de metaloproteinasas. Como puede apreciarse, los tratamientos con
tunicamicina, independientemente de la concentracion, disminuyen considerablemente
la actividad de las metaloproteinasas y generan la aparicion de una segunda banda por
debajo de la banda habitualmente observada correspondiente a la MMP-9. La presencia
de la banda inferior probablemente se debe a una modificacion en la glucosilacion de

MMP-9 que aln conserva la 3actividad gelatinasa.

Se evaluo el efecto de la combinacién de suero fetal bovino al 10% y la concentraciéon
mas baja de tunicamicina (0.25 ug/mL) evaluada en los experimentos previos, esto
considerando la induccion de una condicién baja de estrés del reticulo endoplasmico que
no induzca citotoxicidad. Como puede apreciarse en la figura 20, la banda de menor peso
molecular de Nrf2 disminuyd en presencia de SFB al 10% y aun mas en combinacién
con 0.25ug/ mL de tunicamicina tanto en la variante nativa como en la variante H. El
comportamiento de la expresién de los receptores hormonales fue similar, disminuyo en
presencia de SFB al 10% y aun mas en combinacién con 0.25 ug/mL de tunicamicina

para ambas variantes, pero de forma notablemente mayor en la variante H.
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Figura 20. Evaluacion del efecto de tunicamicina a una concentracién 0.25 uM en conjunto con
SFB 10% sobre la expresion a) de Nrf2 y b) sobre la expresion de receptores hormonales.

De igual forma, se evalu6 el efecto de la combinacion del suero fetal bovino al 10% y
0.25 pg/ mL de tunicamicina sobre la capacidad migratoria y secrecion de
metaloproteinasas en la variante H durante un periodo de 60-65h. Estimuladas con SFB
al 10% en combinacion con 0.25ug/ mL de tunicamicina las células de la variante H
aumentaron su capacidad migratoria notablemente, lo que no sucedi6 con las células
nativas (figura 21 a y b). La secrecion de metaloproteinasas en la variante H también
aumento de forma considerable con SFB al 10% y mucho mas en combinacion con

tunicamicina.
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Figura 21. Evaluacion del efecto de tunicamicina a una concentracion 0.25 uM en conjunto con
SFB 10% sobre los procesos de migracion e invasion. a) Ensayo de cierre de herida y b) su

respectiva gréfica, c) Zimografia del medio extracelular de las células nativas y la variante H.

6.6 Aislamiento de RNA total para la caracterizacion de la expresion de moléculas

relacionadas a la quimiorresistencia a nivel de mRNA

Con la finalidad de determinar la expresion de marcadores de resistencia a nivel de
MRNA, se llevo a cabo la extraccion de RNA total de las tres variantes utilizando Trizol.
Se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar la calidad de los
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aislamientos. Como puede apreciarse en la en la electroforesis del RNA total de la
variante H (figura 22 a), ademas de las dos bandas mayoritarias esperadas
correspondientes al RNA ribosomal eucariota 28s y 18s, se observo una banda con un
peso intermedio entre las dos. Con la finalidad de descartar la contaminaciéon bacteriana
como posible causa de la aparicion de la banda intermedia, que presentaba un peso
aparente coincidente con el del RNA ribosémico bacteriano 23s, se llevo a cabo una
electroforesis en la que se incluyd RNA total de la variante H, RNA total de la variante |
y RNA total de células bacterianas (figura 22 b). Como puede apreciarse, la banda
correspondiente al RNA ribosémico bacteriano 23s se encuentra ligeramente por debajo
de la banda intermedia de la variante H, ademas de que no se observo la presencia de
la banda 16s en los carriles de la variante H. Lo anterior indica que es poco probable
gue la banda intermedia se deba a contaminacién bacteriana y nos permite proponer que
Su presencia posiblemente se encuentra asociada al fenotipo expresado en la variante
H. |
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de RNA total. a) RNA total de la variante H. Bandas
mayoritarias de RNA ribosomal eucariota se indican con flechas. Es posible apreciar la presencia
de una banda intermedia. b) RNA total de las variantes H e I, asi como RNA total bacteriano.

Bandas mayoritarias de RNA ribosomal eucariota y procariota se indican con flechas.
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7. Discusion de resultados

7.1 Desarrollo y evaluacion de variantes quimiorresistentes

Se generaron dos variantes celulares, H e |, las cuales son resistentes al tratamiento con
los metabolitos del tamoxifeno partiendo de la linea celular tumoral MCF-7, la cual es un
modelo biologico del subtipo molecular luminal A. Este subtipo molecular se caracteriza
por expresar el RE, por ser poco agresivo y por tener una baja capacidad metastasica
(Comsa, Cimpean, & Raica, 2015).

El esquema de tratamiento utilizado fue adaptado de protocolos de resistencia
previamente realizados por el grupo de trabajo que permitieron el desarrollo de diversas
variantes quimiorresistentes a uno o a ambos metabolitos derivados del tamoxifeno
(Variantes A-G). Se consideraron las condiciones que permitieron la obtencién de las

variantes con mejores resultados en cuanto a resistencia.

En este trabajo se compar6 el protocolo utilizado con lo descrito en la literatura. En el
articulo de Guney y colaboradores se comparo la resistencia generada en la linea celular
MCF-7 a partir de diversos esquemas de tratamiento con 4-OHTam, en medio DMEM
con suero fetal al 5%, que variaban en tiempo y concentracion. Los autores obtuvieron
los mejores resultados con una concentracion continda de 1 uM del metabolito durante
un periodo de 3 meses, dicha variante mostré6 un aumento en la viabilidad del 137% a
las 72 h de tratamiento con una concentracién de 1 uM de 4-OHTam en comparacion
con células MCF-7 sensibles (Guney Eskiler, Cecener, Tunca, & Egeli, 2016). El
comportamiento de nuestras variantes celulares en el ensayo de MTT fue distinto, no se
observan diferencias importantes entre la viabilidad de las variantes resistentes y de las
células nativas en la concentracién de 1 uM, sin embargo, se observa un ligero aumento
de la viabilidad a una concentracion de 4 UM con ambos metabolitos en la variante H, lo
gue no sucede con las otras variantes. Se observa una disminucion importante de la
viabilidad en las variantes resistentes y en las células nativas a una concentracion de 8
UM, mas marcada en estas ultimas (Figura 10). Jones y colaboradores determinaron las

diferencias entre las variantes resistentes generadas mediante el tratamiento con una
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concentracion de 1uM de 40HTam por 24 meses y el tratamiento con 1uM de Endoxifeno
por el mismo periodo de tiempo en células MCF7 y T47D. Los autores describen que
Unicamente en las células resistentes generadas con endoxifeno se presento la perdida
de la expresion del REa y del PR, asi como la adquisicidon de caracteristicas similares a
células troncales y la activacion de vias relacionadas a las EMT (Jones et al., 2021),
similar a lo observado en la variante H que se comentard mas adelante. En nuestro
protocolo se utilizaron en conjunto 4-OHTam y Endoxi con la finalidad de mimetizar lo
gue sucede en el microambiente tumoral cuando las pacientes se encuentran bajo
tratamiento con tamoxifeno, considerando que el 4-OHTam y Endoxi son los principales
metabolitos activos. No se encontraron articulos en los que se utilizaran ambos
metabolitos para la generacién de resistencia, por lo que nuestro estudio resulta pionero

en el area.

Por otro lado, la cantidad de proteina de LDL utilizada para la generacion de la variante
| (75 pg/mL, equivalente de forma aproximada a 135 pg/mL o 13.5 mg/dL de LDL-
colesterol) fue la concentracibn maxima que se pudo alcanzar en 6 mL de medio de
cultivo haciendo uso de las fracciones de plasma enriquecidas con LDL, aisladas a partir
de plasma humano de un donante con niveles de colesterol-LDL dentro de los rangos
normales. Previamente, se evaluo la internalizacion de Dil- LDL en la linea celular MCF-
7 a través de citometria de flujo. Se utilizé una concentracion de Dil-LDL de 7.5 ug/mL y
otra 10 veces mayor de 75ug/mL, sin embargo, la fluorescencia de las células tratadas
con la concentracion de 75ug/mL no aument6 de forma significativa en relacion con la
de las células tratadas con la menor concentracion. Lo anterior sugiere que la
internalizacién de las LDL en las células MCF-7 es mediada por un proceso saturable.
Se ha descrito en la literatura que las MCF-7 tienen una baja capacidad de internalizar
LDL en comparacion con lineas celulares con fenotipo triple negativo como las MDA-MB-
231 y las MDA-MB-436 (Antalis et al., 2010), lo que coincide con resultados de nuestro

grupo de trabajo.

Una vez culminado el protocolo de quimiorresistencia, se evaluo la viabilidad de las
variantes H e | después de 72 h de tratamiento con ambos metabolitos por separado a

través de la técnica de MTT. Se obtuvieron para la variante H valores de Clso mayores
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por alrededor de una unidad que los obtenidos para las células MCF-7 nativas con ambos
metabolitos. En la variante | se obtuvo un valor de Clso de aproximadamente el doble que
el obtenido para las células nativas con 4-OH Tam, sin embargo, para endoxi el valor de
Clso fue apenas mayor al de la variante nativa. Lo anterior nos indica que la presencia de
una mayor concentracion de LDL en el medio tuvo un efecto sobre la generaciéon de
resistencia. Ya se ha descrito con anterioridad en la literatura que el metabolismo lipidico
y las concentraciones celulares de colesterol influyen en la generacion de resistencia al

tamoxifeno (Poirot et al., 2012).

Con la finalidad de determinar los blancos proteicos que podrian estar implicadas en la
guimiorresistencia en las variantes generadas, se evalud, a través de la técnica de
Western Blot, la expresion proteica de blancos que se han relacionado previamente en
la literatura con el desarrollo de resistencia al tratamiento farmacolégico. La familia de
transportadores ABC, en especial el ABCB1, se ha relacionado con el eflujo de los
metabolitos del tamoxifeno (Teft et al., 2011). Guney y colaboradores determinaron que
los transportadores ABCB1, ABCB2 y ABCC1 se encontraban sobre-expresados en
células MCF-7 resistentes a 4-OHTam en comparacion con células MCF-7 sensibles
(Guney Eskiler et al., 2016). Por dificultades en la evaluacion de la expresion de los
transportadores ABC a través de la técnica de Western Blot, se opté por evaluar al
transportador ABCC12, cuya expresion ya habia sido caracterizada previamente por el
grupo de trabajo, sin embargo, finalmente no fue posible determinar su expresién en las
variantes. En un futuro cercano se planea evaluar la expresion de dichos transportadores
a través de la técnica de citometria de flujo o haciendo uso del potenciador para WB
SuperSignal de la marca Thermo Scientific, que incrementa la sefal de

guimioluminiscencia.

Se determind en las variantes celulares la expresion de la Sulfotransferasa 1A1
(SULT1A1), enzima de fase Il que participa en la inactivacion del 40HTam y Endoxi al
transferirles un grupo sulfonato al hidroxilo fendlico en sus estructuras desde el
3’fosfoadenosin 5’'fosfosulfato (PAPS). Se ha descrito la sobreexpresiéon de SULT1A1 en
lineas celulares tumorales mamarias, asi como en tumores mamarios en relacion a los

tejidos circundantes (Yao-Borengasser et al., 2014). Con respecto a los resultados
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obtenidos, contrario a lo esperado, se observé una reduccion estadisticamente
significativa (p<0.01) (ANOVA, prueba de Tukey) de su expresion en la variante H en
relacion con las células nativas. Por otro lado, su expresion no mostr0 cambios
estadisticamente significativos en la variante | en relacion con las MCF-7 nativas.
Tomando en cuenta el resultado anterior, se decidié evaluar la expresion del blanco de
los metabolitos en las variantes, el receptor de estrégenos a (REa). De forma interesante,
se encontré una disminucion estadisticamente significativa (p<0.01) en la expresion del
REa en la variante H en relaciéon con las células nativas, lo que no sucedio con la variante

| que incluso presentd un ligero aumento en su expresion.

Retomando lo anteriormente descrito en relacion a la variante H, aunque la disminucion
de la expresion de SULT1AL podria indicar un menor metabolismo del 4-OH tamoxifeno
y endoxifeno en estas células, la expresion notablemente a la baja del REa nos permite
deducir que al disminuir su blanco farmacolégico se pierde la necesidad de inactivar a
los metabolitos. Cabe mencionar que procesos de silenciamiento mediante metilaciéon
del promotor de los genes que codifican para REa (Belachew & Sewasew, 2021) y para

SULT1A1 (Kim et al., 2010) podrian participar en su regulacion a la baja.

De forma importante, se ha relacionado la pérdida de la expresion del REa, en células
inicialmente RE+, con la falta de sensibilidad al tratamiento hormonal y con el desarrollo
EMT (Bouris et al., 2015; Sahoo et al., 2021). En el estudio de Bouris y colaboradores, la
regulacion a la baja del REa con un shRNA en células MCF-7 llevé a estas a perder la
capacidad de generar sus colonias caracteristicas y a la adquisicion de una organizacion
més individual y alargada, coincidiendo con una marcada reduccion de marcadores
epiteliales y un aumento considerable de marcadores mesenquimales (Bouris et al.,
2015). En relacion con lo anterior y haciendo énfasis en la variante H, ésta mostré un
cambio importante en su morfologia, adquiriendo un aspecto similar al de células
mesenquimales y de forma critica al de células con fenotipo triple negativo. Por su parte,
las células de la variante | se mantuvieron con una morfologia epitelial. Debido a las
observaciones previas, se decidié evaluar la expresion de los receptores hormonales
HER2 y PR en las variantes, encontrandose una disminucion importante en su expresion

en la variante H, al igual que con el REa, fendbmeno que no sucedio con la variante |.
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Es muy probable que las EMT se encuentren involucradas en el cambio fenotipico
observado en la variante H. Diversas vias de sefalizacion se encuentran implicadas en
las EMT como la via del factor transformante beta (TGF-B), la via del receptor de tirosina
cinasa (RTK), la via Wnt/B-catenina, entre otras. Estas vias modifican la expresion de
factores de transcripcion como Snail, Twist y Zeb generando un cambio fenotipico de
células epiteliales a uno similar al de células mesenquimales (Babaei, Aziz, & Jaghi,
2021).

Las EMT favorecen de igual manera los procesos metastasicos en las células tumorales.
Se decidi6 evaluar la capacidad de migracion e invasion, procesos relacionados con la
metastasis y la presencia de EMT, en las distintas variantes de forma indirecta a través
de estudios in vitro. Se determiné la secrecién de metaloproteinasas, la activacion de la
cinasa FAK y se llevd a cabo el ensayo de cierre de herida para cumplir con lo anterior.
En concordancia con los resultados previos, la variante H fue la Unica en la cual pudo
detectarse la actividad de metaloproteinasas a través de la técnica de zimografia,
ademas se observé una mayor fosforilacion de la cinasa FAK y una capacidad migratoria
mayor comparada con la variante nativa en el ensayo de cierre de herida (Figuras 15y
16). Lo anterior sugiere un aumento de la capacidad metastasica de la variante H que

probablemente se encuentra asociado a su cambio fenotipico.

Cabe mencionar que células que atraviesan el proceso de EMT adquieren caracteristicas
similares a las células troncales cancerosas (CTC) que presentan un mayor plasticidad
celular (Babaei et al., 2021). El fendmeno observado en la variante H podria relacionarse
con lo descrito en diversos estudios clinicos con respecto a la discrepancia que puede
existir en los marcadores hormonales entre tumores primarios y tumores recurrentes o
metastasicos. Por ejemplo, en el estudio retrospectivo de Nguyen y colaboradores,
llevado a cabo de 2014-2018 en el Hospital Nacional de Cancer de Vietnam, se analizd
el estatus de RE, PR y HER2 en 67 pacientes con cancer de mama recurrente,
comparandolo con su estatus en el tumor primario. Se encontré un cambio del 26.9% en
RE, del 38.8% en PR y de 22.4% en HER2 (Nguyen et al., 2019). De igual forma, en el
estudio retrospectivo llevado a cabo del afio 2009 -2016 en el Hospital Ruijun en China

gue incluyo a 156 pacientes, se reportd que 17.9% de las pacientes presentaron
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discrepancia en los marcadores hormonales entre los tumores primarios y metastasicos
(Y. Lu et al.,, 2021). En el estudio clinico retrospectivo de Mcanena y colaboradores
llevado a cabo del 2001-2014 en los Hospitales Galway, en el que se evaluaron 132
pacientes, se decribié que 31 (23.5%) presentaron un cambio de fenotipo en tumores
recurrentes y que de estas en 18 el cambio fue de luminal A a TNBC (Mcanena et al.,
2018), similar a lo observado en la variante H. En este mismo estudio se describe que el
cambio de fenotipo de luminal A a triple negativo se asocia a una menor supervivencia a

5 afos (Mcanena et al., 2018).

Con respecto a la variante |, se propone que vias relacionados a la homeostasis lipidica
estuvieron implicadas en evitar que desarrollara el mismo fenotipo que la variante H. Se
ha descrito que los SERMs, como el tamoxifeno y sus metabolitos, son capaces de alterar
el metabolismo lipidico celular de forma independiente a su accion sobre el RE (Gémez-
Coronado, Lasuncion, Martinez-Botas, & Fernandez-Suarez, 2021). Se ha descrito que
los SERMS, de forma similar a las estatinas, inhiben la biosintesis del colesterol y en
consecuencia favorecen la activacion de la proteina 2 de unién al elemento regulador de
esteroles (SREBP2) y aumenta la expresion de sus genes diana, incluido el receptor de
LDL (LDLR). EI SREBPZ2 tiene un papel importante en la homeostasis lipidica, reside en
la membrana del reticulo y en respuesta a la disminucion de las concentraciones de
colesterol celulares, es transportada al aparato de Golgi donde es activada para
posteriormente favorecer la transcripcién que promueven la biosintesis de colesterol y la
captacion de colesterol exdégeno (Xue et al., 2020). Cuando se normalizan los niveles de
colesterol, la proteina SCAP evita la activacion de SREBP2. Se ha descrito que los
SERMSs también interfieren con el trafico intracelular de LDL, generando la acumulacién
de colesterol derivado de las LDL en los endo-lisosomas tardios (Gomez-Coronado et
al., 2021). Este bloqueo hace que el LDL colesterol quede atrapado y no pueda regular
negativamente a SREBP2, favoreciendo que las células continien con la endocitosis
desmedida de LDL (Fernandez-Suarez et al., 2021). Se ha descrito que la
sobreactivacion de SREBP2 favorece el crecimiento tumoral (Gonzalez-Ortiz et al.,
2021). Se propone que las altas concentraciones de LDL en el medio en el que se
mantuvo a la variante | sumado a la probable alta cantidad LDLR en dichas células

evitaron que parte del LDL-colesterol quedara atrapado en los endo-lisosomas tardios y
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se llevara a cabo la regulacion negativa de SREBP2, evitandose asi su efecto pro-
tumoral. Con la finalidad de comprobar dicha propuesta, se evaluara en un futuro préximo
las moléculas del metabolismo lipidico mencionadas con anterioridad en las variantes

generadas.

Unicamente se encontré un estudio clinico que se relaciona con lo observado en nuestros
modelos celulares. Se evaluaron los perfiles lipidicos de 4,190 pacientes con cancer de
mama en el estudio prospectivo de Jung y colaboradores llevado a cabo de enero del
2008 a marzo del 2014 en el Centro Médico de Cancer de Mama en Seoul, Corea. Se
encontro que pacientes con niveles de LDL-colesterol > 139 mg/dL presentaban un
menor riesgo de recurrencia comparado con aquellas pacientes con niveles mas bajos.
Una desventaja de dicho estudio es que no se menciona el tratamiento farmacolégico
seguido por las pacientes para el tratamiento del cancer (Jung et al., 2020).

Con la finalidad de determinar los mecanismos que, aunado al metabolismo lipidico,
podrian estar implicados en las diferencias observadas en las variantes H e |, se propuso
como candidato al factor nuclear eritroide 2 similar al factor 2 (Nrf2) porque se ha descrito
ampliamente en la literatura que tiene un papel relevante en la progresion del cancer,
ademas de ser uno de los reguladores de la SULT1A1 (Robertson et al., 2020) y los
transportadores ABC (Gao et al., 2021; Robertson et al., 2020). De forma importante, en
nuestro grupo de trabajo, hemos establecido que la sobreexpresion de Nrf2 se encuentra
asociada con el desarrollo de quimiorresistencia en un modelo celular de TNBC
(Gonzélez-Ortiz et al, 2022).

7.2 Descripcion del posible papel de NRF2 en la generacién de quimiorresistencia

El Nrf2 presenta un papel dual en el desarrollo de cancer, se ha descrito que su actividad
como factor de transcripcion de genes antioxidantes protege a las células no tumorales
de la malignidad, evitando los dafios a las estructuras moleculares como el ADN
mediados por las ROS, lo que disminuye la frecuencia de mutaciones (Sanchez-Ortega
et al., 2021). Sin embargo, cuando el cancer ya esta establecido, un aumento en la

expresion o estabilidad de Nrf2 favorece la supervivencia de las células tumorales,
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facilitando su adaptacion a las condiciones prooxidantes del microambiente, la
adquisicion de caracteristicas mas agresivas y quimiorresistencia (Bovilla et al., 2021),

ademas de favorecer las EMT que promueven procesos de migracion e invasion.

Se ha descrito previamente que el tamoxifeno aumenta el estrés oxidativo en células
MCF-7 al aumentar la actividad de la Oxido nitrico sintasa (NOS) mitocondrial y por lo
tanto la sintesis de oxido nitrico (NO) (Yang, Nowsheen, Aziz, & Georgakilas, 2013). En
el articulo de Bekele y colaboradores se describe que el estrés oxidativo generado por
tamoxifeno en células MCF-7 puede aumentar la actividad de Nrf2 y en consecuencia
aumentar la transcripcibn de proteinas anti-oxidantes y transportadores de
multidrogoresistencia (MDRTSs) (Bekele et al., 2016). De forma complementaria utilizando
datos del estudio: Determinantes tempranas de recurrencia en cancer de mama, los
autores relacionaron que niveles elevados de Nrf2 y sus genes rio abajo en pacientes
con cancer de mama al momento del diagndstico se asocian a una menor supervivencia
después del tratamiento con tamoxifeno(Bekele et al., 2016). De igual forma, en el
estudio clinico de Onodera y colaboradores, llevado a cabo de 1991-1999 en el
Departamento de cirugia en el hospital universitario de Tohoku en Sendai, Japon, se
determind que la presencia de Nrf2 en tumores mamarios se asocia de forma significativa
con una mayor recurrencia y con un menor tiempo de supervivencia libre de recurrencia
en pacientes que recibieron tratamiento adyuvante endocrino (Onodera, Motohashi,
Takagi, & Miki, 2014). Por otro lado, en el estudio de Wolowczyk y colaboradores, los
autores determinaron, utilizaron las bases de datos KM plotter y BreastMark, una
asociacion entre una mayor expresion de 16 genes relacionados a la actividad de Nrf2
en tumores mamarios y una menor supervivencia libre de recurrencia en estas pacientes.
Ellos sefialan que la determinacion de la sobreexpresion de dichos transcriptos
dependientes de Nrf2 en tumores mamarios podria fungir como factor pronéstico en

pacientes con cancer de mama (Wolowczyk et al., 2022).

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriores, se determinaron, a través de la técnica
de Western Blot, los niveles citosélicos de Nrf2 en las variantes después de su
estimulaciéon con los metabolitos. Como resultado se obtuvieron dos bandas tanto en las

variantes resistentes como en las células nativas, la reportada con un peso molecular
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aproximado de 66 kDa y una con menor peso molecular de alrededor de 45 kDa (Figura
17). Puede apreciarse que los niveles de Nrf2 de 66 kDa se encuentran aumentados en
las variantes resistentes en relacion con las células nativas y que el aumento es mayor
en la variante H. Con relacion a la banda de 45 kDa, esta presenta una alta expresion en
la variante H en relacion con las células nativas y la variante I. Se han descrito en la
literatura isoformas de Nrf2 mas cortas, menores a 66 kDa, en diversos tipos tumorales
generadas a través de splicing alternativo que provoca la pérdida del exon 2 y/o 3. Dichas
isoformas pierden la capacidad de interactuar con KEAP, su regulador negativo
canonico, y activan constantemente la expresion de genes con elementos de respuesta
antioxidante (ARE), favoreciendo procesos pro-oncogénicos (Goldstein et al., 2016;
Mikac et al., 2021). La banda de menor peso molecular (45 kDa) encontrada de forma
predominante en la variante H podria corresponder a una isoforma de Nrf2 que escapa
de su regulacién negativa canoénica. Es necesario llevar a cabo méas estudios para
comprobar esta propuesta haciendo uso de técnicas de proteébmica como la
secuenciacion proteica por espectrometria de masas. Con respecto a la variante |,
probablemente algin mediador de la homeostasis lipidica evita la hiperactivacion de la

via de Nrf2, sin embargo, se requieren mas estudios para determinar la causa.

Con un enfoque en elucidar las respuestas de la variante H con respecto a las células
nativas, se realizaron tratamientos con tunicamicina para generar la activacion de Nrf2.
La tunicamicina es inhibidor de la glucosilacion de proteinas, lo que genera la
acumulacion de proteinas mal plegadas y en consecuencia estrés de reticulo
endoplasmico que puede desencadenar la activacion de la via de respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR). Lo anterior aumenta la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo favoreciendo la activacién de Nrf2 (Lin et al., 2016),
asi como su activacion indirecta a través del eje PERK. En la variante H, el tratamiento
con tunicamicina favorecié la disminucion de la expresion de los receptores hormonales
y la combinacion de una concentracién baja de tunicamicina (0.25ug/mL) con SFB al
10% aumento su capacidad migratoria en el ensayo de cierre de herida y la secrecion de
metaloproteinasas en la zimografia. Cabe mencionar que esta combinacion con SFB y

la concentracion baja de tunicamicina originan una condicibn minima de estrés de
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reticulo endoplasmico. Recapitulando, la activacion de Nrf2 parece favorecer las
caracteristicas relacionadas a la agresividad y capacidad metastasica de la variante H.

La determinacion de Nrf2 en los tumores mamarios podria funcionar como factor
pronostico y representar un blanco farmacolégico cuya modulacion permita contrarrestar
o evitar los procesos de quimiorresitencia y las EMT en las pacientes con cancer de
mama en tratamiento coadyuvante con tamoxifeno. Ya se ha descrito en la literatura la
modulacion de Nrf2 haciendo uso de moléculas provenientes de fuentes naturales y
sintéticas. Se ha descrito ampliamente el uso de Brusatol como un inhibidor de Nrf2 in
vitro, sin embargo, su uso in vivo conlleva una serie de efectos adversos como son la
toxicidad sistémica y efectos secundarios severos observados en estudios clinicos
tempranos (Cai, Liu, Han, & Yang, 2019). La busqueda de nuevas alternativas y/o
estrategias para regular la actividad Nrf2, por ejemplo, mediante técnicas de biologia

molecular o a través de la sintesis de moléculas pequefas, se vuelve necesaria.

8. Conclusiones

Se generd una variante celular RE+ resistente al tratamiento de con los metabolitos del
tamoxifeno (variante H) y una variante celular RE+ resistente al tratamiento con los

metabolitos del tamoxifeno, en un medio con altas concentraciones de LDL (variante I).

Se evalud la resistencia de las variantes generadas mediante ensayos de viabilidad
celular y a través de la evaluacién de la expresion de enzimas y transportadores
probablemente implicados en la quimiorresistencia. La variante H desarroll6 un fenotipo
similar al observado en células triple negativas y una mayor capacidad de migracion e
invasion, procesos en los que probablemente la sobre-activacion de la via de Nrf2 se
encuentra implicada. Por su parte, la variante | mostro Unicamente ligeros cambios en

relacion con las células nativas.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se rechaza la hipo6tesis propuesta debido
a que mayores concentraciones de LDL en el medio de cultivo parecen haber evitadola

adquisicion de una mayor quimiorresistencia y de caracteristicas mas agresivas en la
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variante |. Sin embargo, dicho resultado se limita por el momento a los fines de este
proyecto. Es necesario llevar a cabo la evaluacién del efecto de las LDL sobre la

guimiorresistencia en otros modelos celulares, asi como en modelos in vivo.

Aspectos éticos y de bioseguridad

El manejo y disposicién de residuos peligrosos biolégico-infecciosos sera de acuerda
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental-Salud
ambiental-Residuos peligrosos biolégico-infecciosos-Clasificacion y especificaciones de
manejo. El donador voluntario del plasma firmé una la declaracién de consentimiento

informado, de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Fuente de financiamiento

Este manuscrito forma parte del proyecto: “Regulacion del eje PERK/elF4A por
moléculas terpénicas: implicacion metabdlica en quimiorresistencia” (vigencia 2019-
2022), aprobado en la Convocatoria Ciencia Basica del Conacyt 2018-2019.
Responsable técnico: Dr. Victor Guadalupe Garcia Gonzélez
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10. Anexos

10.1 Capitulo de libro

Disorders of Protein Synthesis de la editorial Elsevier con un factor de impacto de 3.014
(JCR), titulado “Initiation of protein translation, metabolic mechanisms for cancer

development, progression and chemoresistance”.
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Abstract

Pathways that regulate protein homeostasis (proteostasis) in cells range from mRNA
processing to protein degradation; perturbations in regulatory mechanisms of these
pathways can lead to oncogenic cellular processes. Protein synthesis modulation fail-
ures are common phenomena in cancer cells, wherein specific conditions that promote
the translation of protein factors promoting carcinogenesis are present. These specific
conditions may be favored by metabolic lipid alterations like those found in metabolic
syndrome and obesity. Protein translation modifications have been described in obesity,
favoring the translation of protein targets that benefit lipid accumulation; a determining
factor is the activity of the cap-binding eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E),
a crosstalk in protein translation and lipogenesis. Besides, alterations of protein transla-
tion initiation steps are critical participants for the development of both pathogenic
conditions, cancer, and obesity. This chapter is focused on the regulation of recognition
and processing of carcinogenic-mRNA and the connections among lipid metabolism
and cell signaling pathways that promote oncogenesis, tumoral microenvironment
generation and potentially the development of chemoresistance. We performed an
in-depth analysis of events, such as those occurring in obesity and dyslipidemias, that
may influence protein translation, driving the recognition of certain mRNAs and favor-
ing cancer development and chemoresistance.

1. Introduction

Several diseases have been described as having a molecular etiology
alterations of protein synthesis mechanisms, folding, and shielding of the
native structure, phenomena that could lead to an accumulation of misfolded
proteins (Diaz-Villanueva, Diaz-Molina, & Garcia-Gonzalez, 2015).

Therefore, mechanisms that regulate critical steps in the protein lifecycle
such as transcription, translation, folding, and degradation are susceptible
targets for pharmacologic interventions. Moreover, the human proteome
contains approximately 20,000 proteins, and estimations indicate that more
than 600 of them could be functionally important for several types of cancers
(Dale et al., 2021).

Global translational rates in cancer cells are generally enhanced, but
aren’t necessarily associated with augmented transcription, suggesting that
alterations occur in protein-translation steps. Regulation at the protein
translational level allows a rapid response to internal and external signals
in the life cycle of cells (Somers, Poyry, & Willis, 2013). mRINA translation
is performed in three steps: initiation, elongation, and termination
(Siddiqui & Sonenberg, 2015). In this chapter, we will focus on the initiation
step. Evidence suggests that metabolic overload and mainly the lipids-eftect
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could be a critical factor in deregulation of protein translation; for instance,
the modulation on mTOR/pS6K signaling is broadly documented and
could regulate lipid metabolism(Rui, 2007), however, other mechanism
are also important. Therefore, the connection between protein initiation
and the influence of lipid overload could allow the elucidation of critical
mechanisms in cancer development and progression, tumoral microenvi-
ronment generation and chemoresistance.

2. Translation initiation and its regulation

The initiation of translation is described as the limiting step in protein
synthesis (Jackson, Hellen, & Pestova, 2010; Silvera, Formenti, &
Schneider, 2010; Truitt & Ruggero, 2016; Yang, Zhong, & Cao, 2020).
This process needs the assembly of the 80S ribosome from the 40S and
60S subunits, an mRNA, and a transfer RNA (Met-tRINA;). In this initia-
tion step, the Met-tRINA; and the start codon in the mRINA are positioned
in the ribosomal P site (Passmore et al., 2007). Almost every eukaryotic
mRNA possesses a 5'methylguanosine cap at the seventh position of the first
Guanosine (m7G) and a poly adenine (poly(A)) tail at the 3’ end (Bentley,
2014). These modifications allow mRINA interaction with some of the
eukaryotic initiation factors (eIFs). There are around 12 known elFs proteins
(Merrick & Pavitt, 2018; Pestova et al., 2001) whose function favors a subtle
regulation of protein synthesis, representing a high energy cost for cells.
However, their deregulation can lead to the development of difterent path-
ological conditions, such as cancer (Biffo, Manfrini, & Ricciardi, 2018;
Merrick & Pavitt, 2018; Silvera et al., 2010; Truitt & Ruggero, 2016).
The translation initiation process can be described in four major steps
(Pestova et al., 2001).

2.1 The formation of the preinitiation complex (PIC)

Initially, the ternary complex (TC) is formed by the eukaryotic initiation
factor 2 (elF2) bound to GTP and the Met-tRINA;. Later, TC binds to
the 40S subunit of the ribosome along with other elFs; elF5, elF3, elF1,
and elF1A giving place to 43S PIC (Pestova et al., 2001), whose main func-
tion is to allow or prevent mRINA entry and scanning in the latter steps
changing into an open or close conformation. Specifically, elF1 and
eIF1A stabilize the 43S complex in an open conformation (Passmore
et al., 2007).
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Regulation at this stage by several kinases is focused on the phosphory-
lation of serine 51 of the elF2 (p-elF2a) a subunit, in response to cellular
stress conditions (Wek, 2018). Critically, stress conditions can be generated
by oncogenic pathways. elF2 is a GDP/GTP binding protein that has a high
affinity to Met-tRNA; only when bound to GTP. eIF2B is a nucleotide
exchange factor (GEF) that switches elF2 to its active form bound to
GTP (Merrick & Pavitt, 2018). Phosphorylation of elF2a induces a high
affinity to GDP preventing activation by elF2B, therefore lowering TC
concentrations and PIC formation (Weiss, Allen, Kloehn, Abid, &
Curran, 2021; Wek, 2018).

2.2 mRNA activation by assembly with elF4F complex
and binding to the 43S PIC

The heterotrimeric complex elF4F is formed by elF4A (with helicase activ-
ity), elF4E (which binds to the mRNA 5’ 7-methylguanosine cap) (m’G
cap), and elF4G (a scaffold protein) (Gross et al., 2003; Hinnebusch,
2014). elF4F is required to directly recruit the 40S ribosomal subunit in
the PIC to mRNAs through a set of protein-protein interactions and to
unfold RNA secondary structures located at the 5" untranslated region
(5’UTR) of mRNAs, which is the non-coding segment upstream of the
main protein coding sequence (Malka-Mahieu, Newman, Désaubry,
Robert, & Vagner, 2017). mRINA binds to eIF4E, present in elF4F com-
plex, and poly (A) binding protein (PABP), thus, forming a circular
mRNA. elF4A, whose activity is enhanced by eIF4B, is responsible to
unfold mRNAs secondary structures. eIF4G also activates eIF4A by an allo-
steric mechanism (Hinnebusch, 2014). eIF3 is crucial for the interaction
among eIF4F, containing the activated mRNA and the PIC complex
(Jackson et al., 2010; Merrick & Pavitt, 2018).

Regulation in this step primarily depends on eIF4E, which is the limiting
factor on the formation of the eIF4F complex. Considered as a proto-
oncogene, eIF4E can be overexpressed in around 30% of all human tumors
(Weiss et al., 2021). eIF4E is susceptible to regulation through the interac-
tion with elF4E binding proteins (4E-BPs). When 4E-BPs bind to elF4E,
the interaction with eIF4G to form the eIF4F complex is prevented. In turn,
4E-BPs are regulated by a mechanism of phosphorylation. Interaction with
elF4E is diminished in hyperphosphorylated 4E-BPs. 4E-BPs are mTOR
complex 1 (mTORc1) substrates (Richter & Sonenberg, 2005), and
mTORCc!1 is downstream of the PI3K/AKT signaling pathway.
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In non-tumoral cells, nutrient-rich conditions generate mTORc1 acti-
vation and phosphorylation of 4E-BPs, leading to a protein translation
increase. Moreover, PI3K/AKT signaling is commonly overactivated in
cancer cells (Biffo et al., 2018). In addition, eIF4E can be phosphorylated
at Ser-209 by the mitogen-activated protein kinase (MAPK)-interacting
kinases (MNKSs), which first bind elF4G (Pyronnet et al., 1999; Yang
et al., 2020). elF4G phosphorylation by PKCa at Ser 1186 has been
described to modulate its interaction with MINKs (Dobrikov, Dobrikova,
Shveygert, & Gromeier, 2011). eIF4G can also be phosphorylated in mul-
tiple serine residues by several serine/threonine kinases (Martinez-Alonso
et al., 2022).

elF4A is also susceptible to regulation by programmed cell death 4
(Pdcd4) protein, which regulates its activity in a concentration-dependent
manner. It has recently been found that in diverse types of tumors Pdcd4
is downregulated (Gonzalez-Ortiz, Galindo-Hernandez, Hernandez-
Acevedo, Hurtado-Ureta, & Garcia-Gonzalez, 2021; Lankat-Buttgereit &
Goke, 2009), a condition that could potentiate a high elF4A activity, and
ultimately, translation initiation.

2.2.1 Formation of mRNA structures in 5" untranslated region (5 UTR)
mRNAs compete for the association to the e[F4F complex (Pisera, Campo, &
Campo, 2018). mRNAs have varied 5'and 3'-UTR that directly affect their
interaction with translational machinery. Emphasizing on 5’'UTR, the human
median length is about 218 nucleotides but varies hugely among individual
genes (Leppek, Das, & Barna, 2018). Depending on 5'UTR length and com-
position, it can adopt different secondary structures that can influence trans-
lation efficiency (Korneeva, Song, Gram, Edens, & Rhoads, 2016; Pelletier &
Sonenberg, 1987). mRNAs with high GC content in 5’UTRs and high neg-
ative folding free energy have a lower rate of initiation (Leppek et al., 2018).
These mRNAs require high levels of eIF4F complex and therefore of the
limiting factor elF4E to unfold their secondary structure to be effectively
translated (Pisera et al., 2018).

Considering their dependence on elF4E mRNAs can be classified as
strong or weak mRNAs. Strong mRNAs have short and unstructured
5'-UTRs, which are typically transcripts of housekeeping genes, and are
barely affected by eIF4E levels. In comparison, weak mRNAs have long
5'UTR with high content of GC capable to form stable secondary structures
such as RNA-G quadruplex involved in cell cycle progression and cancer
(Pisera et al., 2018; Silvera et al., 2010).
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2.3 Scanning of the mRNA-bound ribosomal complex along
with the 5UTR mRNA

For traditional CAP dependent translation, in this step, the 5UTR of the
mRNA is scanned in a 5’ — 3’ direction base by base until complementarity
to the Met-tRNA; anticodon is found. Commonly, the first AUG codon
functions as the start codon. The sequence context is important for its rec-
ognition (Hinnebusch, 2014) since the initiation complex makes contact
with 17 nucleotides upstream and 11 nucleotides downstream the AUG
(Elfakess et al., 2011). AUG codons are more effectible recognized when
surrounded by the Kozak consensus sequence (GCCACCAUGG)
(Sonneveld, Verhagen, & Tanenbaum, 2020).

The 40S ribosomal subunit occasionally skips the first AUG and initiates
translation at a downstream AUG, a phenomenon known as leaky scanning
(Elfakess et al., 2011; Sonneveld et al., 2020). The scanning and the unwind-
ing of the secondary structure of the RNAs, primarily by elF4A, and
then the elF4F, requires the expenditure of energy in form of ATP
(Hinnebusch, 2014).

2.4 Formation of the 80S ribosome

The AUG recognition generates a change in PIC from an open to a closed
conformation to prevent further scanning (Hinnebusch, 2014; Merrick &
Pavitt, 2018; Passmore et al., 2007). This conformational change causes
eIF2-GTP hydrolysis and the release of elFs associated with the 40S subunit
elF1, eIF1A, eIF2-GDP, and elF5. Those events facilitate the recruitment of
the 60S subunit to give place to the functional 80S ribosome (Weiss et al.,
2021), at the initiation codon poised to begin the elongation stage of trans-
lation (Elfakess et al., 2011; Merrick & Pavitt, 2018).

A regulator mechanism is associated with eIF-6, which has been described
as an anti-association factor that binds to the 60S ribosomal subunit and pre-
vents its interaction with the 408 subunit (Russell & Spremulli, 1980). In addi-
tion, elF-6 is involved in control of mRINA specific translation. elF-6 levels
are regulated by conditions of demand of ribosome synthesis and translational
rate (Brina, Miluzio, Ricciardi, & Bifto, 2015), such as cancer.

3. The impact of translation initiation in cancer

Cancer 1s a complex disease; tumorigenesis involves a progressive
acquisition of changes in the initially normal cells. The traditional hallmarks
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of cancer are evading apoptosis, sustaining proliferative signaling, evading
growth suppressors, sustained angiogenesis, limitless replicative potential,
and activation of invasion and metastasis (Hanahan & Weinberg, 2000).
Although these are critical for cancer development, phenomena such as
the misbalance of protein translation and lipid metabolism may be critical
triggering factors.

Considering of high rate of proliferation, an elevated rate of protein syn-
thesis is required. Cancerous cells generally have enlarged nucleoli, where it
takes place ribosomal RINA synthesis and ribosome assembly(Silvera
et al., 2010).

Almost every major oncogenic signaling pathways found to be altered in
human cancers (Truitt & Ruggero, 2016).

Oncogenes have effects on the cellular proteome, many of them act in
the initiation step of translation (Kuzuoglu-Ozturk et al., 2021). Several
exert their effects over eIF4E, which is the limiting factor in the formation
of the eIF4F complex. Among them, we can mention phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K)/Akt and Myc which increase transcription, Ras activates
phosphorylation by regulating mitogen-activated protein kinase (MAPK)
which in turn interacts with MNK1, regulating the expression and hyper-
activity of eIF4E. eIF4E is also regulated through the mTOR pathway by
suppressors of elF4E-binding protein (4EBPs), which inhibits its activity
(Kuzuoglu-Ozturk et al., 2021). Critically, p-eIF4E favors translation and
promotes metastasis-associated pathways in cancer cells (Siddiqui &
Sonenberg, 2015; Xie, Merrett, Jensen, & Proud, 2019; Yang et al., 2020).

3.1 elF4E structure and function

elF4E is a single 25-kDa polypeptide in mammals, its primary structure is
highly conserved in all eukaryotes. The three-dimensional structure consists
of eight antiparallel p strands and three a-helices on the dorsal surface, which
shows an invariant hydrophobic-acid portion responsible for the binding of
elF4E to proteins partners such as eIF4G and 4EBPs (Fig. 1). The cap bind-
ing site is determined by the formation of cation-n bond stacking between
the 7-methylguanine, and the two conserved tryptophan residues located
within the cap-binding pocket Trp-56 and Trp-102 (Fig. 1). Critically,
the interaction of elF4E with elF4G involves Trp-43 and Trp-73 in human
elF4E-1. The eIF4E dorsal surface is responsible for the binding of
elF4E-associated proteins, including elF4G and 4E-BPs. Therefore, the
interaction of eIF4G and 4E-BPs is mutually exclusive because they bind
to the same site of eIF4E (Pisera et al., 2018).
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v

eIF4E-p
Ser-209

'/) elF4E-elF4G

Cap-binding pocket
M7 Geap

Fig. 1 Human elF4E/4E-BP1 complex, identifying the critical residues that control the
function. The crystallographic structure of elF4E is characterized by the binding with
the protein partners elF4G and 4E-BPs occurring between the Trp 43 and Trp
73 (green-cyan and purple Trp). Phosphorylation at Ser-209 (blue) and the interaction
site in the cap-binding pocket of elF4E residues located Trp-56 and Trp-102 (Cyan) are
identified. Image adapted from Pisera et al., 2018. PDB structure: ID 4UED.

Although eIF4E is mainly localized in the cytoplasm, it has also been
found in the nucleus. eIF4E function is involved in the export of specific
mRNAs from the nucleus to the cytoplasm (Culjkovic-Kraljacic &
Borden, 2013) On the other hand, it has been shown that it may control
translation with the TOP mRNAs (mRNAs with 50 terminal oligopy-
rimidine tracts), these mRINAs encode elongation factors, ribosomal pro-
teins, and fused proteins. Likewise, e[F4E promotes the translation of
histone H4 mRINA without the need for cap structure, which has a
paired-stem loop element within its open reading frame similar to the
4E-SE element of several mRNAs (Pisera et al., 2018).

3.2 elF4E abundance and regulation by 4E-BP1 and its
implications in cancer

Depending on eIF4E abundance, it can favor the translation of proteins related
to transformation and tumorigenesis (Batool, Aashaq, & Andrabi, 2019),
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specifically those with long and complex 5'UTR. Decreases in elF4E
expression levels do not affect normal development in eIF4E™~ mice
models, whose translational levels remains unchanged. However, normal
or increased expression levels of elF4E are essential for cancer cells to main-
tain a selective translatome that promotes oncogenic transformation
(Truitt & Ruggero, 2016).

4E-BP1 hyperphosphorylation by several pathways in cancer cells
increases the amount of available eIF4E to form the eIF4F complex and pro-
mote translation. Hyper-phosphorylated 4E-BP1 has been associated with
metastasis in different types of cancer, such as breast, ovarian, and prostate
tumors with poor prognosis and malignant progression independent of other
previous oncogenic factors (Castellvi et al., 2006). In breast cancer, it was
found that phosphorylated 4E-BP1 was expressed in poorly differentiated
tumors showing an increase compared to total 4E-BP1. In addition, tumors
express higher levels of eIlF4E than 4E-BP1. In ovarian cancer the same
effect was observed, a correlation with high levels of p-4E-BP1, regardless
of HER2/neu, EGFR, PTEN, or PI3K status, suggesting that it could be a
therapeutic target for breast and ovarian cancer screening (Armengol
et al., 2007).

Likewise, in high-grade prostatic intraepithelial neoplasia, activation of
the Akt/mTOR cascade was detected, wherein the expression of phosphor-
ylated Akt and phosphorylated p70S6K was similar, as well as 4E-BP-p,
suggesting that this factor could help identify patients at high risk. On the
other hand, in colon carcinoma, high expression of 4EBP-p did not correlate
with poorly differentiated tumors, but an association with the presence of
lymph node metastases was registered. Although the evidence is not robust,
p-4EBP1 is proposed as a biomarker, considering its overexpression is highly
related to difterent types of cancer as it is associated with eIF4E, which plays
a key role in the control of protein synthesis, cell survival, and growth
(Armengol et al., 2007; Pisera et al., 2018).

3.3 elF4E phosphorylation and its implication in cancer

It has been demonstrated that inhibition of elF4E phosphorylation can pre-
vent tumorigenesis in various cancer models (Furic et al., 2010; Wendel
et al., 2007; Wheater, Johnson, & Blaydes, 2010). Determined events
upstream ERK/MAPK and p38 cause Thr*”’ and Thr*'* phosphorylation
in MNK1 and Ser’”-eIF4E phosphorylation, under the activation of
mitogens, osmotic stress, heat shock, and proinflammatory cytokines
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(Wang et al., 2020; Yang et al., 2020). Likewise, certain oncogenes can cause
MNK1 phosphorylation, such as in leukemia Friend leukemia integration 1
(FLI1) transcription factor and AML fusion genes (Wang et al., 2020; Yang
et al., 2020). It has been proved that substitution of serine 209 residue to
alanine in eIF4E (eIF4E>"%), generating a non-phosphorylatable variant,
remarkably reduces tumorous processes in multiple cell lines and murine
models (Ruan et al., 2020; Xie et al., 2019). p-eIF4E favors the translation
of mRNAs involved in tumorigenesis (Yang et al., 2020), mainly those with
the characteristic weak mRINAs 5"UTR (Table 1). However, the mecha-
nism in which this phosphorylation promotes specific mRNA translation
continues under study (Yang et al., 2020).

p-elF4E contributes in sustaining proliferative signaling by increasing
expression of cyclin D1, c-Myc and B-catenin, key molecules for cell divi-
sion (Yang et al., 2020). Contributing to the hallmark of cell death resis-
tance, p-elF4E favors the translation of anti-apoptotic proteins, Mcl-1
(Tailler et al., 2019; Wendel et al., 2007), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2),
and survivin (Wang et al., 2020).

In breast cancer cell line MDA-MB-435 expressing ogf; integrin,
p-elF4E favored vascular endothelial growth factor (VEGF) translation
(Korneeva et al., 2010). VEGF functions as an autocrine signaling molecule,
promoting survival and metastasis phenomena (Goel & Mercurio, 2014).
Robichaud et al. showed that eIF4E phosphorylation in response to
TGFp promotes translation of SNAIL and MMP-3 stimulating epithelial
to mesenchymal transitions (EMTs) in normal murine mammary gland cell
model (NMuMG). They also proved in a xerograph model, mice with
elF4E®*"* mutation displayed a twofold reduction in lung metastases
(Robichaud et al., 2014).

Finally, it has been observed that p-eIF4E can favor transcription of mol-
ecules involved in chemoresistance in different cancer types (Geter et al.,
2017; Khalil & De Benedetti, 2022; Sunavala-Dossabhoy et al., 2005).
This point will be addressed later. (Fig. 2).

Inhibition of p-elF4E for cancer treatment is a strategy that has been
proved in several cancer models. For example, Njar workgroup has evaluated
in breast and castration resistant prostate cancer (CRPC) cell lines and
xerographs compounds called retinoic acid metabolism blocking agents
(RAMBAES) retinamides (RRs), which induce MNKs degradation through
the ubiquitin proteasome pathway obtaining promising results(Kwegyir-Affu,
Ramalingam, Purushottamachar, Ramamurthy, & Njar, 2015; Ramalingam
et al., 2014, 2019; Ramamurthy et al., 2018).



Table 1 Protein targets modulated by elFAE phosphorylation and/or overexpression.

Example of evaluated

Advantage that confers

Effects of protein enhanced

Protein model to tumor cells in vivo translation References
Cell Cyclin D1 Castration-resistant ~ Promotes cell division  Allows progression of the Ramamurthy,
proliferation prostate cancer cells cell cycle through the G1  Ramalingam, Gediya, &
to S phase. Njar, 2018; Yang et al.,
2020
c-Myc Colorectal cancer Promotes cell growth,  Activates transcription of ~ van Riggen, Yetil, and
(HCT116, DLD1, proliferation, and loss of genes involved in those Felsher (2010); Ruan
RKO, SW480, differentiation processes by binding to et al., 2020; Yang et al.,
HT?29) response elements or 2020
remodeling chromatin.
B-catenin Nasopharyngeal Promotes proliferation  Increases nuclear Ruan et al., 2020; Xu
Carcinoma (NP69, and metastasis localization and et al., 2017)
CNE1, HNEI, transcriptional
HNE2, 5-8F, and upregulation of Cendl,
6-10B) c-Myc, MMP-7 and
AXIN2 genes as in Wnt
pathway
Apoptosis MCL1 Leukemia (NALM-6, Overall resistance to Prevent activation of BAX Tailler, Lindqvist,
evasion HL-60, REH, RS4, programed cell death and BAK proapoptotic Gibson, & Adams, 2019
K562) members of the BCL-2
family
B-cell Castration-resistant Overall resistance to Prevent activation of BAX Ramamurthy et al., 2018;
lymphoma 2 prostate cancer cells  programed cell death and BAK proapoptotic Yang et al., 2020
(Bcl-2) members of the BCL-2
family
Survivin Erythro- leukemia Resistance to Inhibits caspases Jaiswal, Goel, and Mittal

(HEL and K562)

programmed cell death

(2015); Wang et al., 2020

Continued



Table 1 Protein targets modulated by elFAE phosphorylation and/or overexpression.—cont'd

Example of evaluated

Advantage that confers

Effects of protein enhanced

Protein model to tumor cells in vivo translation References
EMT and SNAIL Normal murine Promotes metastasis Regulates signaling Ramamurthy et al., 2018;
metastasis mammary gland increasing steam cell like pathways leading to EMT. Robichaud et al., 2014
teatures
MMP-3 Normal murine Promotes tissue invasion Extracellular matrix Ramamurthy et al., 2018;
mammary gland and metastasis. remodeling Robichaud et al., 2014;
Robichaud et al. (2018)
Vascular Triple negative breast Promotes Activates receptor tyrosine Goel & Mercurio, 2014;
endothelial ~ cancer (MDAMB- dedifferentiation and an kinases (RTKs) and Korneeva et al., 2010
growth factor 435) epithelial-mesenchymal neuropilins in an autocrine
(VEGF) transition phenotype way
Chemoresistance Tousled-like Castration-resistant Resistance over DNA  Phosphorylates NEK1, Khalil & De Benedetti,
kinase 1 prostate cancer cells  damaging activating 2022;
isoform B chemotherapeutics like ATR > Chk1 >DNA Sunavala-Dossabhoy,
(TLK1B)* anthracyclines damage response Balakrishnan, Sen,
(doxorubicin) Nuthalapaty, & De
Benedetti, 2005
Runx2 Estrogen receptor Tamoxifen resistance Functions as a molecular  Geter et al., 2017

positive breast cancer
(MCEF-7)

scaftold to recruit
chromatin remodeling
enzymes and stablish a
molecular program that
opposes Era signaling.

*Overexpression by p-eIF4E is not yet described.
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Fig. 2 Relationship between elF4E phosphorylation cancer development and progres-
sion. p-elF4E favors cellular transformation processes by increasing transcription of pro-
teins involved in metastasis (MMP-9, SNAIL, VEGF, $-catenin), apoptosis evasion (MCL1,
Bcl2), cell division (Cyclin D1, c-Myc), and chemoresistance (RunX2). p-elF4E also can
contribute to metabolic reprogramming increasing fatty acid uptake (CD36), triglycer-
ide synthesis (LPIN2), and lipid elongation (ELOVL5) favoring energy accumulation in
tumor cells. Moreover, p-elF4E can increase lipoprotein formation and transportation
(APOC3, APOH) by the liver, increasing lipid availability in the tumor microenvironment,
in addition, to promote angiogenesis (VEGF) and promoting survival of prometastatic
neutrophils (MCL1, Bcl2). Created with BioRender.com

3.4 Impact of elF4E phosphorylation in tumor
microenvironment

Cancer cells are exposed to highly fluctuating metabolic conditions, signal-

ing metabolites, stromal biomolecules, extracellular vesicles and, chemo-

therapeutic agents, which together generate a microenvironment that

contributes to cancer development or changes in phenotype (Garcia-

Gonzalez, Galindo-Hernandez, & Gonzalez-Ortiz, 2020).

In a solid tumor, cancerous cells are surrounded by different resident or
recruited non-cancerous cell types that establish collaborative interactions
(Hanahan & Coussens, 2012). Importantly is common to find endothelial
cells, fibroblast, and adaptative and innate immune cells that together
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contribute to the creation of tumor microenvironment. The impact of trans-
lational control in cells in the tumor microenvironment (TME) recently
started to be studied (Nathaniel Robichaud et al., 2018).

Robichaud et al. describe that xerograph tumors originated from
orthotopic injection with 66cl4 cells (WT eIF4E) in mice elF4E>""*
models almost did not develop lung metastasis in contrast to xerograph
tumors in mice eIF4EY " that developed high metastases of up to 50% of
the total lung area. These results were attributed to enhanced pro-metastatic
neutrophil survival in WT mice. These neutrophils turned out to be appar-
ently more sensitive to levels of BCL2 and MCL1 (Robichaud et al., 2018)
whose transcription is enhanced by p-elF4E.

Potentially eIF4E phosphorylation in endothelial cells can favor VEGF
transcription and angiogenesis in consequence. Cercospormide, a potent
MNK inhibitor, impaired hepato-carcinoma endothelial cells angiogenesis
compromising capillary network formation, migration proliferation, and
survival in vitro, and suppressed tumor growth in a xenograft model
(Liu, Sun, Su, & Guo, 2016).

3.5 Therapeutic strategies on elF4E

Therefore, several eIF4E inhibition strategies have been developed (Hsieh &
Ruggero, 2010) like the use of antisense oligonucleotide (ASO) therapy.
The effect of second-generation ASO against eIF4E was evaluated, in com-
bination with irinotecan in solid tumors and irinotecan-refractory colorectal
cancer in phase I/1I translational clinical trials (Dufty et al., 2016). On the
other hand, evidence suggests that ribavirin, an eIF4E inhibitor, might be
successfully used as a cancer treatment. Ribavirin treatment in a phase II
clinical trial led to clinical benefit in patients with poor-prognosis of acute
myeloid leukemia (Assouline et al., 2009). Critically, a preclinical study
reported an effect of ribavirin treatment on breast cancers overexpressing
elF4E (Pettersson et al., 2012).

Evidence of the impact of the mTOR /elF4E axis is represented by the
drug everolimus, an orally administrated inhibitor of mTOR. In a pioneer
study, a pharmacodynamic phase I report in patients with advanced solid
tumors was performed (Mauthe et al., 2018) A dose- and schedule-
dependent inhibition of the mTOR pathway was reported in 55 patients,
a correlation was found between everolimus plasma levels and inhibition
of pelF4G and p4E-BP1 (Tabernero et al., 2008). Moreover, clinical evi-
dence suggests everolimus used in combination with endocrine therapy is
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an adequate first-line treatment option for postmenopausal women with
ER +, HER 2- advanced breast cancer (Royce etal., 2018; Safra et al., 2017).

3.6 elF4E and the association with metabolic alterations

Metabolic syndrome (MetS) favors the presence of higher levels of
lipoproteins, and adipokines in the tumor microenvironment that promote
neoplastic progression processes like anchor-independent growth and
epithelial-mesenchymal transitions (EMT) (Garcia-Gonzalez et al., 2020).
EMT are a determinant hallmark of cellular invasion and metastasis (Fedele,
Sgarra, Battista, & Cerchia, 2022). In this sense, metastasis is the process in
which cancer cells are dispersed from the site of tumorigenesis and dissemi-
nated to specific tissues; metastasis remains the major cause of morbidity
and mortality in cancer patients (Chaffer & Weinberg, 2011). During these
transitions, metabolic adaptations allow cells to withstand a new tumor
microenvironment in the metastatic site.

It is important to denote that e[F4E phosphorylation can favor obesity
and hypertriglyceridemia as well metabolic adaptation in cancer cells, pro-
moting cancer development or progression, as will be analyzed later.

4. Obesity and cancer

Obesity is considered a chronic disease that induces functional
changes, altering systemic metabolic homeostasis. Specifically, abdominal
obesity is associated with insulin resistance and the development of
dyslipidemias such as high LDL, low HDL, hypertriglyceridemia, and
hyperglycemia (Huang, 2009). Obesity has been related to pathologies such
as hypertension, type 2 diabetes, cardiovascular disease, osteoarthritis, kid-
ney failure, liver disease, and the development of different types of cancer
including hepatocellular carcinoma, pancreatic cancer, and breast cancer
(Chen, Wen, Li, Luo, & Zhang, 2016).

Altered adipokine-concentration, high levels of circulating and local
estrogens, disrupted insulin signaling, modifications within the microbiome,
and local and systemic eftects of inflammation could contribute to the obe-
sity and cancer relationship (Seiler, Chen, Brown, & Fagundes, 2018).
Obesity and dyslipidemias have been considered triggering conditions of
neoplastic pathology, contributing to the increase of mortality rate. BC
has been classified luminal type with estrogen receptor (ER +) expression,
HER2-positive, and triple negative (TNBC) (Kolb, Sutterwala, &
Zhang, 2016). Diagnosis is performed by immunohistochemical criteria.
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It has been shown that postmenopausal obese women have a higher risk of
developing ER + luminal BC than women with normal weight (Healy et al.,
2010; Kolb et al., 2016). Likewise, reports suggested an increased risk of
recurrence in obese versus normal weight women with diagnosed BC
(Chan etal., 2014). Moreover, several oncogenes drive metabolic and trans-
lational changes in cancer cells (Biffo et al., 2018).

In the Apolipoprotein Mortality Risk (AMORIS) study, comprised of
812,073 Swedish individuals, compared lipid profiles from BC patients,
measured for 8years previous to BC diagnosis, results showed weak evi-
dence associated with impaired triglycerides concentrations (Melvin et al.,
2012). Likewise, in a report of 208 BC patients versus a control group of
176 healthy women, patients with lymph node metastasis showed plasmatic
altered metabolites such as glucose, triglycerides, elevated LDL, and low
HDL (Raza, Asif, Rehman, & Sheikh, 2018). The presence of obesity
before diagnosis, insulin resistance during diagnosis, and hyperinsulinemia
after treatment have been associated with an increased risk of mortality
and recurrence of BC (Caan et al., 2008; Duggan et al., 2011).

In another report, components of MetS were associated with a modest
risk of BC-recurrence and BC-specific mortality (Calip et al., 2014). This
study included 4216 women between the period of 1990 and 2008, the pres-
ence of >3 MetS components in 26% of women, was associated with
increased risk of a second breast cancer event (SCBE) when compared
(Calip et al., 2014). Although. data of the NIH-American Association of
Retired Persons Diet and Health Study cohort (NIH-AARP), suggested
individual MetS components, such as waist circumference, high cholesterol,
and hypertension, were independently associated with an increased risk of
BC mortality (Dibaba, Braithwaite, & Akinyemiju, 2018).

In this sense, a role of lipid metabolism alterations as biomarkers of cancer
prognosis and survival has been proposed (Garcia-Gonzalez et al., 2018).
Changes of expression of lipid-metabolism genes are found in several
tumors, considering lipid metabolism modulates cellular processes ranging
from plasmatic and organelle membrane organization and plasticity (Zhao
et al., 2016), ATP production (Carracedo, Cantley, & Pandolfi, 2013), to
intracellular signaling alterations (Rohrig & Schulze, 2016).

4.1 The role of lipid misbalance

In breast cancer malignant transformation lipid metabolism unbalance, espe-
cially in fatty acid metabolism represents a key factor (Simeone et al., 2021),
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since it is associated with abnormal expression of targets that could
dysregulate metabolic pathways. For instance, de novo lipogenesis provides
the substrates to maintain membrane composition and energetic functions
in tumor cells. Critically, genes involved in the metabolism of exogenous-
fatty acids, triglyceride, and lipid droplets synthesis, as well as fatty acid
oxidation are overexpressed in aggressive basal-like negative receptor subtype
(Giudetti et al., 2019; Monaco, 2017).

EMT:s could involucrate rearrangements on lipid metabolism, therefore,
lipid profiles could aid distinguishing epithelial cells before and after their
transition to mesenchymal cells. Excess fat triggers extensive remodeling
of the adipose tissue microenvironment in terms of its size, vascularity,
and cellular and matrix composition is accompanied by an exacerbated
secretion of adipokines (Ouchi, Parker, Lugus, & Walsh, 2011), which is
correlated with a systemic chronic low-grade inflammatory condition and
metabolism alterations (Cox, West, & Cripps, 2015). Indeed, inflammation
and oxidative stress as central processes of breast cancer development and
chemoresistance have been proposed (Pires et al., 2019).

Clinically important apolipoproteins related to lipid metabolism and ath-
erogenesis include apolipoprotein B-100, the major structural component of
VLDL, IDL, LDL, and lipoprotein(a) (Mehta et al., 2022). VLDL and LDL
modulate intracellular metabolism and have been associated with the devel-
opment of neoplastic phenomena, such as proliferation, anchorage-
independent growth, development of EMTs, angiogenesis, and metastasis
in cellular models (Gonzalez-Ortiz et al., 2021; Lu et al., 2017).
Specifically, the treatment of L1 and L5 subfractions of LDL and VLDL
in BC cells increased the levels of mesenchymal markers Slug, vimentin,
and P-catenin, promoting migration and invasion, distinctive events of cells
under the EMT process (Lu et al., 2017). Furthermore, secretion of angio-
genic factors in BC-cells and formation of new blood vessels were also reg-
istered (Lu et al., 2017). Therefore, VLDL and LDL could be critical in
several mechanisms of tumor progression.

In addition, a positive correlation of higher VLDL concentrations and
lymph node metastasis has been reported in BC patients. It has been pro-
posed that these lipoproteins could transport triglycerides, cholesterol,
and metabolites such as oxysterols from the liver to the tumor cells (Flote
et al., 2016). Elevated concentrations of VLDL have been associated with
enhanced VEGF-signaling, which promotes lymphatic angiogenesis,
inflammatory cascades by tumor associated macrophages, are phenomena
that contribute to nodal metastasis disease (Flote et al., 2016).



18 Andrea Mufoz-Ayala et al.

In an analysis of 1054 BC patients compared with 2483 healthy women
stratified by age, Li et al. reported that lipid profiles become worsened after
chemotherapy, increasing concentrations of total cholesterol, triglycerides,
LDL, and apolipoprotein B; while levels of HDL and Apo—A1l decrease
compared with pre-chemotherapeutic status (Li et al., 2018). Likewise, in
The Malmo Diet and Cancer Study (MDCS), which enrolled 17,035
women (1991-1996), BC risk was inversely associated with Apo-B concen-
trations (Borgquist et al., 2016), the main protein of VLDL and LDL.

Importantly, in another report, MDCS participants with incident inva-
sive breast cancer diagnosed between 1991 and 2014 were identified, and
during the 5years of follow-up, 90 invasive breast cancer recurrences were
diagnosed over 3807 person-years. Harborg et al. reported that high
pre-diagnostic levels of Apo-B were associated with an increased risk of
recurrence among breast cancer patients (Borgquist et al., 2016; Harborg
et al., 2022).

Increased ApoB levels and hypertriglyceridemia reflect a metabolic
misbalance originated by obesity, a critical risk factor for cancer. In this sense
phosphorylation by mTOR  inactivates members of the 4E-BP family, a
mechanism of translational repressors of 5’ cap-dependent protein synthesis,
involving eIF4E and the complex eIF4F. Deletion of 4E-BP1 and 4E-BP2
in mice results in conditions of insulin resistance, energy expenditure decrease,
and increased adipogenesis (Bacquer et al., 2007). Therefore, a link between
the misbalance of lipid metabolism, the role of cancer progression, and the
control of translation initiation could be present. Moreover, in the ob/ob
obese mice model, attenuation of obesity induced VLDL hyperlipidemia
relates to reduction of tumor volume by 50% (Hussain et al., 2022), this
was reached by inhibition of microsomal triglyceride transfer protein
(MTP), key in triglyceride synthesis, then VLDL (Hussain et al., 2022).

4.2 Connection with protein translation

Unexpectedly, protein translation-initiation represents a point of regulation
on lipid metabolic targets. For instance, the lipid overload could promote
the deregulation of the activity of the eIlF4F complex, and specifically,
the effect could be on elF4E-related mechanisms. Anabolic and catabolic
hormonal and nutritional signals can control protein synthesis and
mRNA translation regulated by mTOR, which plays an important role
in body weight regulation through regulation of elF4-E and S6K-1
(Drake, Alway, Hollander, & Williamson, 2010). Indeed, eIF4E activity
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could be a regulatory factor for obesity, since studies in mice with
lipid-enriched nutrients induced obesity showed an increase in eIF4E phos-
phorylation at serine 209. The effect of eIF4E was analyzed in e[F4E>*""*
mice, where it was observed no lipid-rich diet induced weight gain
(Conn et al., 2021). eIF4E phosphorylation causes an increased expression
of critical features on lipid metabolism, transport and storage, just like CD36
in fatty acid uptake, Elongation of very long chain fatty acids protein 5
(ELOVL5) in lipid elongation, phosphatidate phosphatase(LPIN2) in
triglyceride synthesis, Apolipoprotein C-III (APOC3) in lipoprotein forma-
tion, Beta-2-glycoprotein 1 (APOH) in lipoprotein transportation and peri-
lipin 2 (PLIN2) in lipid droplets formation (Conn et al., 2021) (Fig. 2).
Potentially, these adaptations could impact liver lipoprotein formation
and accumulation of neutral lipids on lipid droplets, contributing to steatosis.
On the other hand, they could influence cellular transformation.

Moreover, in specific conditions under protein deprivation in a rat
model, a low-protein diet increases the amount of 4E-BP1, leading to tri-
glyceride accumulation in the rat liver. In addition, knockdown of hepatic
4E-BP1 attenuated the TG accumulation concomitantly with an increase of
fatty acid oxidation through carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1A)
(Toyoshima et al., 2020).

Other translation factors play a critical role in obesity/metabolic syn-
drome; for instance, elF6 is associated with translational control of adipogenic
transcription factors such as C/EBPP, C/EBPS, and ATF4 that have G/C rich
regions or UORF sequences in their 5’UTR (Brina et al., 2015; Brina,
Miluzio, Ricciardi, & Bifto, 2015) A hub target is the regulation of fatty acid
synthase (Fasn) (Brina, Miluzio, Ricciardi, Clarke, et al., 2015). Moreover,
through the transcription factor C/EBPp, elF6 promotes the expression of
biomarkers connected with the progression from Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease (NAFLD) to hepatocellular carcinoma (Scagliola et al., 2021);
specifically, elF6 depletion is associated with lipid accumulation blunting
and fatty acid oxidation stimulation (Scagliola et al., 2021).

This is consistent with hepatocellular carcinoma, which is highly associ-
ated with obesity and type II Diabetes (Baidal & Lavine, 2016), due to excess
caloric intake promoting the production of triglycerides in the form of lipid
droplets, where lipid accumulation leads to increased levels of free fatty acids
and other lipid metabolites causing hepatocyte injury, endoplasmic reticu-
lum (ER) stress and inflammation (Kolb et al., 2016).

Therefore, a circuit for homeostatic lipid accumulation mediated by pro-
tein translation could be present. Moreover, the discussed evidence has
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shown the fundamental role of lipid metabolism in the development of hall-
marks of cancer; describing the mechanisms involved will allow the identi-
fication of drug-targets and the design of novel therapies in BC patients.
However, the lack of sensitivity of cancer cells to therapy is one of the
key factors in the failure of chemotherapy during breast cancer treatment.
Chemoresistance 1s also implicated in cancer recurrence and is one of the
main causes of death in patients.

4.3 elF4E-lipid overload and their impact on chemoresistance

Resistance to therapeutic treatments can be intrinsic, with a lack of response
from the beginning of treatment, or acquired, due to the loss of therapeutic
efficacy after a time of treatment. Emphasizing acquired resistance, the
mechanisms include changes in the drug absorption; transport and efflux
of drugs on the cell membrane; enzymatic metabolism of drugs leading
to their inactivation; alteration in the quantity and affinity of receptors or
drug targets; the expression of genes related to cancer and DNA repair
(Ji et al., 2019).

eIF4E and the complex eIF4F are critical effectors and rate limiting ele-
ments of protein translation and in several cases selective to mRINA targets
implicated in cancer development and lipid metabolism misbalances.
Moreover, scopes may extend to other cellular phenomena such as
chemoresistance. Indeed, chemoresistance development is closely related
to the tumor microenvironment, wherein highly fluctuating metabolic con-
ditions are present, including signaling elements, stromal biomolecules, and
chemotherapeutic drugs. Together, these conditions are capable of inducing
changes in the phenotype of tumor cells (Galindo-Hernandez, Gonzales-
Vazquez, & Cortes-Reynosa, 2015) and potentially lead to the development
of chemoresistance (Zheng, 2017).

Several reports suggest a connection of overexpression with chemo-
resistance. For instance, in a prospective study of 103 TNBC patients the
elF4E levels in cancer specimens were quantified as x-fold over benign
samples from non-cancer patients. Results suggest that patients with
triple-negative neoplasms with a high eIF4E expression (>15-fold) showed
greater rates of cancer recurrence (P=0.04) and cancer-related death
(P=0.02) than the low eIF4E group (Flowers et al., 2009).

For instance, in a metastatic castration-resistant prostate cancer
(mCRPC) model, elF4E overexpression enhances translation of Tousled-
like kinase 1 isoform B (TLK1B), a threonine kinase with a long 5> UTR
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mRNA. Increased expression confers cancer cells resistance over DINA
damaging chemotherapeutics like anthracyclines (doxorubicin) by activat-
ing NEK1>ATR >Chkl >DNA damage response (Khalil & De
Benedetti, 2022). It was previously known that TLK1 upregulation confers
cancer cells resistance to radiotherapy in vitro (Sunavala-Dossabhoy et al.,
2005) and predicts cancer recurrence in irradiated breast cancer (Wolfort
et al., 2006). In a prospective study of 152 stage I to III BC patients treated
with a doxorubicin-based chemotherapy adjuvant, tumor expression of
elF4E and TLK1Bwere characterized. Results indicated TLK1B over-
expression was correlated with eIF4E elevation; and high TLK1B was asso-
ciated with a higher risk for cancer recurrence (Byrnes et al., 2007). In this
sense, in a prospective study to detect cancer recurrence in patients who had
been treated with adjuvant radiation therapy, 158 patients with stage I to III
breast cancer were accrued. Data suggested that patients in the highest
TLK1B group had a 3.0-fold increase in relative risk for cancer recurrence
after adjuvant radiation therapy (P=0.036; 95% CI, 1.0-5.0), compared
with the low TLK1B group (Wolfort et al., 2006) Moreover, seventeen
locally advanced breast cancer patients were accrued, and tumor specimens
were obtained before and after neoadjuvant therapy. Breast cancer patients
whose tumors had low eIF4E overexpression after neoadjuvant chemother-
apy had lower cancer recurrence compared with those who did not (Hiller
et al., 2009).

In stage IV breast cancer patients (N=200), eIF4E was highly phos-
phorylated at serine 209 in response to chemotherapy, which significantly
correlated with poorer clinical responses and outcomes (Li et al., 2017).
In a complementary way, in breast cancer cells depletion of eIF4E enhanced
the anti-proliferative and pro-apoptotic effects of chemotherapeutic drugs
(doxorubicin, cyclophosphamide, and fluorouracil). And the inhibition of
events such as elF4E-p inhibition and p-catenin activation by MNK-
inhibitors enhanced the BC cell response to chemotherapy in vitro and
in vivo (Li et al.,, 2017). Therefore, it is possible that the MINK-elF4E-
B-catenin axis could be involucrate in chemoresistance. This proposal has
been strengthened by carcinoma squamous cells characterization, wherein
the eIF4E/B-catenin axis plays a positive regulatory role in the resistance
of cervical cancer cells to chemotherapy (Xu et al., 2017). Therefore,
overexpression of elF4E and downstream targets could represent bio-
markers for breast cancer chemoresistance, however, the cellular
biology of tumors is complex, and is necessary more studies to validate this
proposal.



22 Andrea Munoz-Ayala et al.

The phenomenon of resistance to docetaxel, a chemotherapy drug for
BC treatment, could occur in ~50% of patients. In this sense, a cellular
chemoresistant BC model, gene regulation through miR-141 has been pro-
posed to play an important role in cancer drug resistance, evidence suggest
that downregulation of eIF4E may be a molecular mechanism by which
miR-141 exerted its functions of inducer of chemoresistance on human
BC cells (Yao et al., 2015). Being more complex the phenomenon and
the regulation by the translation initiation complex can be a trigger.

Additionally, elF4E expression levels and phosphorylation has been
implicated in chemoresistance. MCF7 Tamoxifen resistant cells (TamR)
appeared to be more sensitive to elF4E depletion by elF4E shRINAs, also,
silencing eIF4E or inhibiting eIlF4E phosphorylation restored tamoxifen
sensitivity. p-eIF4E promotes Runx2 transcription which is a transcription
factor involved in cell reprogramming known for being an important inhib-
itor of estrogen signaling, favoring a poorly differentiated state. Association
between p-elF4E and tamoxifen resistance was also evaluated in vivo, biopsy
specimens from ER + tamoxifen-resistant tumors showed significantly
increased p-elF4E compared with tamoxifen-sensitive tumors (Geter
et al., 2017) (Fig. 2).

Therefore, overcoming intrinsic and acquired drug resistance is a major
issue in treating cancer patients considering the effects of chemoresistance.
Moreover, the effect of lipid metabolism on chemoresistance phenomena
has been little explored; however, considering recent evidence about the
impact of eIF4E on control of lipid metabolism, and the broad evidence
about dyslipidemias and the risk of breast cancer, it is very possible that
dyslipidemias and intracellular metabolism in tumor cells represent a trigger-
ing factor in the development of chemoresistance. Even more, the metabolic
reprogramming of tumors and the effect in chemoresistance could be con-
trolled by mechanisms such as epigenetic factors that regulate gene expres-
sion (Gonzalez-Ortiz et al., 2021), and impact on the oncogenic drivers and
potentially in hallmarks of cancers processes.

5. Final considerations

The use of novel strategies for drug development have allow identi-
fication of genes whose modulation could inhibit growth of cancer cells,
representing suitable therapeutic targets (Tsherniak et al., 2017).
Knowing the impact of lipid metabolism on the critical step of translation
initiation is required for a better understanding of cancer hallmarks; the
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analysis of this interactome with cutting-edge techniques can guide the
selection of better therapeutic targets. For instance, since a broad-spectrum
perspective, 627 cancer protein targets have been identified, of which 232
are enzymes (37%), being the focus of characterization (Behan et al., 2019).
Notwithstanding, 395 non-enzyme targets, including transcription factors
and signaling molecules considered oncogenic driver-proteins are described
as undruggable targets (Behan et al., 2019), with three-dimensional struc-
tures that show restrictions to occupancy-driven small-molecule inhibitors.
However, new opportunities could appear; molecular inhibitors on
specific translation factors have been on the rise. For instance, inhibitors that
block the ability of eIF4E to recruit PIC such as 4E1R Cat and 4E2R Cat,
have shown anti-tumoral effects (L. Chen et al., 2012).

Likewise, several effective treatments are often not durable considering
that tumor cells develop chemoresistance (Salami & Crews, 2017). In this
sense, the eIF4G- eIF4E interaction represents a major drug target for
repressing specific translation. elF4E is described as an oncogenic driver
(Kuzuoglu-Ozturk et al., 2021); and through a genome-wide CRISPRi
screen, more than 600 genetic interactions that support elF4E oncogenic
activity has been identified, among these, Bcl-xL and exon-junction com-
plex (EJC) (Kuzuoglu-Ozturk et al., 2021). In addition to the involvement
of eIF4E in proteostasis, it plays an important role in the modulation of
cellular metabolism by favoring the effective translation of certain lipid
metabolic targets, and consequently its deregulation can lead to dyslipidemias.
Therefore, a crosstalk mechanism among cancer development and dyslipi-
demias may be a reality, triggering phenomena such as proliferation, migra-
tion, and invasion of cancer cells. Moreover, therapeutic strategies must
consider these connecting points to improve their effectiveness.

In conclusion, the regulation of translation initiation, and specifically
elF4F represents a hub that connects specific cellular processes in cancer
and obesity which could explain the association between these conditions;
moreover, the identification and characterization of new targets with a
pharmacological potential are critical.
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Simple Summary: Tamoxifen is the election neoadjuvant chemotherapy in Estrogen Receptor-Positive
Breast Cancer cases; however, a large percent of patients develops chemoresistance and treatment failure.
On the other hand, Low-Density lipoproteins (LDL) plasma concentrations have been associated with a
higher chance of cancer development and acquiree chemoresistance. The molecular mechanisms that explain
the relationship between higher plasma LDL levels and development of these events are still unclear.
Elucidating the metabolic pathways involved allows generation of new prevention strategies or
pharmacological approaches against chemoresistance.

Abstract: Estrogen Receptor-Positive (ER-positive) Breast Cancer represents about 80% of all breast cancer
cases. Selective estrogen receptor modulators (SERMS) such as tamoxifen are normally used for its treatment.
However, it is common for patients to develop resistance to this therapy, namely chemoresistance, and
treatment failure in consequence. In many cases, chemoresistance is associated with changes in hormonal
receptor status and metastasis. It has been previously described in literature that low-density lipoproteins
(LDL) favor cancer development, chemoresistance, and metastasis processes, but the molecular mechanisms
involved have not been fully elucidated. In this study, we analyzed the effect of LDL on tamoxifen-derived
metabolites resistance development in the MCEF-7 cell line. We generated two resistant cellular variants and
evaluated its hormonal receptor expression and its association with chemoresistance. The variant that was
only generated with tamoxifen metabolites showed an important decrease in the expression of hormone
receptors and a more aggressive behavior compared to the variant generated also with high concentrations
of LDL in the culture media. We conclude that tamoxifen in combination with LDL prevents or retard the
development of resistance, more studies are needed to confirm this theory.

Keywords: breast cancer, chemoresistance, estrogen receptor, tamoxifen, metastasis.

1. Introduction

Breast cancer is the most common malignancy in women around the world. In 2020 breast cancer
had an approximated incidence of 2 million cases and caused 6 thousand deaths (Global Cancer
Observatory, 2020) associated with metastatic tumors in vital organs and tissues. Breast tumors can
be classified by molecular subtypes, depending on expression of hormonal receptors [1 ]. Currently
the main subtypes are: Luminal A with Estrogen Receptor (ER)/Progesterone Receptor (PR)
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expression, and no expression of human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2); Luminal
B with ER/PR and HER?2 expression; HER2 positive with HER2 overexpression and no expression
of ER/PR and; Triple negative with expression of none of the hormonal receptors [2 ].

80% of breast cancer tumors are ER-positive and the election neoadjuvant treatment nowadays for
premenopausal women are Selective estrogen receptor modulators (SERMS), especially tamoxifen.
Tamoxifen is a prodrug whose active metabolites 4-hydroxytamoxifen (4OH-Tam) and 4-hydroxy-
N-desmethyl-tamoxifen (Endoxifen) are generated in vivo mainly by the liver [43]. Tamoxifen
metabolites act as ER antago-nist in breast tissue[34], interfering with growth and proliferation
signals in cancer cells. Although this treatment has been associated with decrease in recurrence rate
by 41% and mortality rate up to 31% [55] nearly one third of the patients relapse in a fif-teen year
period, associated with treatment resistance development.

Multiple mechanisms responsible for tamoxifen treatment resistance have been de-scribed, such as
the loss or decrease in ERat expression in tumoral cells [66]. Besides, decreased ERa expression levels
have been associated with epithelial-mesenchymal transitions (EMT) in vitro in MCF-7 cells [7].7
EMT phenomenon increase tumor cells capacity to spread (metastasize) to secondary tissues in vivo
[7,8].7,8

It has been described that secondary tumors can differ in hormonal receptor status in comparison
with the primary tumor [9],9 getting it necessary to carry out a reassess-ment and often change the
pharmacological strategy, making recovery difficult in these cases. Changes in hormonal receptor
status in metastatic tumors are probably associated with the EMT processes in which cells acquire
similar characteristics to stem cells.

Moreover, high serum levels of Low-density lipoproteins (LDL) in plasma have been associated
with an increased risk of developing cancer and metastasis in vivo, and this association also has
been stablished in clinical studies [10-13]. 10-13However, the molecu-lar mechanism triggered by
LDL that favors these malignant processes remains under study.

The objective of the study was to evaluate the effect of LDL on tamoxifen resistance generation in a
cellular ER-positive breast cancer model (MCF-7). Elucidating the role of LDL in tamoxifen
chemoresistance development and the molecular mechanism in-volved mechanism allows to
propose new strategies and to stablish new pharmaco-logical targets to counteract resistance and
reduce mortality associated with ER-positive breast cancer.

2. Materials and Methods
2.1 Materials

Tamoxifen metabolites 4-hydroxy-tamoxifen and endoxifen were obtained from Santa Cruz
Biotechnology. Tunicamycin (Tum) was obtained from Sigma-Aldrich.

2.2 Cell Lines

MCEF-7 cells, obtained from American Type Culture Collection (ATCC), were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 U/mL
penicillin and 50 ug/mL streptomycin and insulin. Cells were maintained at 37 oC with 90%
humidity and 5% CO2 .



2.3 Resistant cell line generation
We generated 2 cell variants:

. Var H: treatment with 1 uM 4-hydroxytamoxifen and endoxifen for 30 days and 2 uM of
both metabolites for 15 days.

. Var [: treatment with 1 uM 4-hydroxytamoxifen and endoxifen for 30 days and 2 uM of both
metabolites for 15 days plus 75 pug/mL of LDL protein.

2.4 LDL isolation

Human low-density lipoproteins (LDL) where obtained from a healthy plasma donor by
ultracentrifugation. Briefly, plasma density was initially adjusted to 1.0055 g/mL by adding KBr and
then centrifugated at 345000g for 160 minutes at 4 o C. <1.0055 g/mL fraction was discarded, and the
remaining plasma was adjusted again to 1.053 g/mL density. It was centrifugated at 377,000 g for
200 minutes. Finally, <1.053 fraction was recovered and dialyzed against 150 Mm NaCl/0.024 mM
EDTA ON.

2.5 Cell viability assay

Cell viability was assessed by dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
reduction assay. Cells were seeded into 96-well plates with a density of 20,000 cell/well and allowed
to grow to 75% confluence. DMEM supplemented medium was replaced with Opti-MEM and
incubated at 37 oC for 2h, later treatments were added (0.125-16 mM of 4-OH Tam or Endoxi) and
incubated for 72h. The next step was addi-tion of 30uL MTT (2.1 g/mL) in Opti-MEM and incubation
at 37 oC for 4 h. Formazan crystals generated by mitochondrial cell activity were dissolved with
lysis buffer (20% SDS, 50% N,N-dimethyl-formamide, pH 3.7). Lecture of absorbances at 590 nm
was made 12h later.

2.6 Wound-healing assay

Cells were placed in a 6 well plate in a density of 400, 000 cells/ well and allowed to grow to 90-95%
confluence forming a monolayer. DMEM supplemented medium was replaced with DMEM
experimental medium, and cells were incubated at 37 oC for 2h. Later, cells were treated with
Mitomycin C for 2h for preventing proliferation. The monolayer was scratched with a pipette tip,
washed with PBS to remove floating cells and treatments were added. Cells were allowed to migrate
for 72h at 37 oC. Each well was fixed with paraformaldehyde, stained with Blue Coomassie, and
photographed using Motic Images Plus 3.0 camera coupled to an optical inverted microscope.



2.7 Western Blot analysis

Cells were seeded into 6-well plates with a density of 400,000 cells/well and allowed to grow to 90-
95% confluence. DMEM supplemented medium was replaced with DMEM experimental medium
and incubated at 37 oC for 2h, later cells were treated and incu-bated for 24h. Cells were washed
with PBS and lysed with lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.5 %
NP40, EDTA, 0.2 mM sodium orthovana-date, 0.3 uM aprotinin,130 uM bestatin, 14 uM E-64, and
1 uM leupeptin), supernatant was recollected. Proteins were separated by 10% or 8% SDS-PAGE, 25
g of protein of each sample were loaded, previously quantified by bicinchoninic acid method. Pro-
teins were transferred to PVDF membranes. Membranes were blocked at 37°C for 1h in TBS/0.1%
tween 5% low fat milk. The used antibodies were: Anti-Estrogen receptor al-pha, Anti-SULT1A1
Anti-p-FAK, Anti- FAK, Anti-Progesterone receptor, Anti- Nrf2, Anti-HER2 (Neu) and Anti-mouse
horseradish peroxidase- conjugated secondary an-tibodies (Sanga Cruz Biotechnology).

2.8 Statistical analysis

Data are expressed as mean+ SD. The IC50 and ANOVA probe were calculated in GraphPad Prism
8.

3. Results
3.1. MCE-7 cell line is capable to internalize Dil-LDL

MCE?7 cells were treated for 24 h with LDL previously marked with the fluorescent probe DilC18 (LDL-
Dil) and evaluated with flow cytometry with PC7-A filter. 7.5pug/mL and 75pg/mL LDL-Dil concentrations
were evaluated. Non an important difference was observed between both concentrations (Figure 1). This
could indicate that the internalization of LDL in MCF-7 is carried out in a saturable form.
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Figure 1. Evaluation of LDL-Dil internalization in MCF-7 cells. Red graph represents fluorescence in non-
treated cells, green graph represents fluorescence in 7.5ug/mL treated cells, and pink graph represents
fluorescence of 75 ug/mL treated cells.



2. Tamoxifen metabolites treatment allow generation of chemoresitant variants.

MCEF-7 cells were treated with 4-hidroxy-tamoxifen (4-OH-Tam) and endoxifen (Endo) the main two
metabolites of tamoxifen generated in vivo by P450 isoenzymes. We generated two cellular variants,
starting from confluent cultures (Figure 2):

U Variant-H: cells were treated with 1 uM of 4-OH-Tam and 1 uM Endo for a 30-day period.
Metabolites concentration was increased to 2 uM and treatment was continued for 15 additional days.
After treatment was finished, cells remained in a proliferation and recovery period for 45 days with 50nM
of metabolites.

J Variante-I: cells were treated with 1 uM of 4-OH-Tam and 1 uM Endo for a 30-day period plus 75
pug/mL of LDL . Metabolites concentration was increased to 2 pM and treatment was continued for 15
additional days, LDL concentration remained unchanged. After treatment was finished, cells remained
in a proliferation and recovery period for 45 days with 50nM of metabolites plus 7.5 pg/mL of LDL.

MCF-7 MCF-7vrH
\ 4OHtEm 1M N AOHtam 2pM 7\ 40Ht@m 100M /e
a) | JfendoxiTum{© ";‘,‘ endoxi  2uM [/ ‘I endoxi  10nM |J )
/. _ ‘M\‘ ) ) [ T— ——— _ ——,
~— > 0dis N // 15 dias ‘\\.4_;_,,,.,/ 45 dias \\7/
MCF-7
.~ LbL 75pg/mL —_ LDL 7.5pg/mL.
b) .\ 4-OHtam 1yM /. =\ 4-OH tam 10nM /

J endoxi 1pM [
-~ 30 dias

) endoxi  2uM [ )l endoxi  10nM |(

15 dias 45 dias

Figure 2. Chemoresistance variant generation. a) Generation of H variant, b) Generation of I variant.

We determinate the half -inhibitory concentration (IC50) for the generated variants and parental cell using
the MTT cell viability technic. A range of 0.25 -16 uM metabolites concentrations were used and
treatments were maintained for a 72-hour period. We measure the quantity of formazan reduced salt
generated spectrophotometrically at 595 nm. The IC50 were calculated using GraphPad Prism 8. IC50
values of both metabolites were higher for H variant tan for the parental cells. On the other hand, I variant
had a higher IC50 for 4-OHTam but a lower IC50 value of endoxi tan parental cells (Figure 3).
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Figure 3. Viability assay with MTT technic. a) Graphs for 4-Oh metabolite made in GraphPad Prism 8. b)
Graphs for Endo metabolite made in GraphPad Prism 8. c) Table with all results.

3. Treatment with tamoxifen metabolites favors changes in hormonal receptor status and LDL can influence
these variations.

Considering the relationship between the development of resistance and the change in the expression of
hormonal receptors in breast tumors described in various clinical studies (Nguyen et al., 2019), we decided
to evaluate the basal expression of hormone receptors: the Estrogen receptor alpha (ERa), Epidermal
growth factor 2 (HER2) and Progesterone receptor (PR) in resistant variants, compared with the parental
cells (Figure 4). The results suggest a significant decrease in the expression levels of the 3 hormone
receptors in the H variant, showing a TNBC-like phenotype.
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Figure 4. Evaluation of hormonal receptor status. 3-actine was used as charge control.

Meanwhile, I variant showed a slight increase in ERat and HER2 expression, as well as a decrease in PR expression.



4. Treatment with tamoxifen metabolites favors migratory capacity in MCF-7 cells.

Considering the marked decrease in hormone receptors in the H variant, making it similar to triple
negative cell lines that show a greater migratory capacity (such as MDA-MB 231), it was decided to
evaluate the migration in this variant from a wound closure assay (Figure 5).
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Figure 5. Wound clousure assay. Comparation of MCF-7 parental cells and H variant migration capacity in vitro.

As can be seen, it was possible to observe a higher migration for the H variant compared to the parental
cells when 10% FBS is added to the medium.

4. Discussion

In this study, we evaluated the influence of high concentrations of LDL in the culture media in resistance
development to tamoxifen active metabolites, 4OH-Tam and endoxifen, in the breast cancer cell line MCE-
7 that is characterized by presenting ER expression and low metastatic capacity.

Flow cytometry showed that the selected cell model is capable of internalizing LDL, so the effects observed
in this study can be attributable to the presence of these lipoproteins in the culture media.

According to the results obtained in cell viability assays, a more resistant cell variant was generated in a
low concentration LDL media. Apparently, within mechanisms involved in chemoresistance generation
in this model were changes in hormonal receptor expression. Presence of high concentrations of LDL in
the culture media prevented drastic changes in receptor levels. Subtle changes were observed when
resistance was generated in a medium with high concentrations of LDL (I variant), while in a medium
with low concentration of LDL the changes in hormonal receptor expression were evident (H variant). In
addition, H variant acquired a higher migratory capacity compared to parental cells, probably associated
with EMT development.

Taken together, these results are suggestive of a more aggressive behavior and more metastasis capability
in variant H. It is required to evaluate in further studies migration and invasion phenomena with



complementary techniques to prove this theory. The phenomenon observed in H variant could be
associated with what has been reported in clinical studies related to the change in hormonal receptor
status in metastatic tumors [9].

Further studies are needed to determine why the differences observed between H variant and I variant.
Targets related to lipid metabolism that could be involved in the observed results are currently being
evaluated. It has been described that SERMS, such as tamoxifen, can affect negative regulation of SRBP2
and block the intracellular traffic of LDL-cholesterol, increasing cholesterol accumulation in various cell
lines[14]. Cholesterol accumulation can favor generation of oxysterols, some of them have been related
to chemoresistance generation [15]. A theory generated so far is that LDL overload achieved in I variant
reactivates the negative regulation of SRBP2 in this cells, preventing cholesterol accumulation and
resistance development. What was described above could indicate that the use of cholesterol-lowering
drugs, like statins, in patients treated with tamoxifen could be contraindicated. More studies are required
to prove this hypothesis.

Elucidating the role of LDL in tamoxifen chemoresistance development and the molecular mechanism
involved bring us closer to propose new strategies and/or pharmacological targets to prevent or counteract
chemoresistance, avoiding complications in ER-positive tumor treatment.

5. Conclusions

High LDL concentration in culture media during tamoxifen metabolites chemoresistance development
prevents hormonal receptor status drastic changes in MCF7 cell line. Also prevents the emergence of more
aggressive characteristics possibly related to the EMT process, that is associated with metastasis process.
More studies are required to clarify the phenomenon observed. It is also necessary to evaluate in other
cellular models the effects of high LDL concentrations.
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