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1. RESUMEN

El cancer es una enfermedad caracterizada por alteraciones epigenéticas que modifican la
expresion génica sin cambios en la secuencia del ADN. Entre los mecanismos epigenéticos
mas relevantes destacan las modificaciones postraduccionales de histonas, reguladas por
enzimas como las histona desacetilasas (HDACs), cuya actividad aberrante favorece una
cromatina mas compacta y la represién de genes implicados en la homeostasis celular.
Paralelamente, la matriz extracelular (ECM) y sus componentes fibrilares, particularmente el
colageno tipo I, desempenan un papel fundamental en la progresiéon tumoral al influir en la
rigidez tisular, la senalizacion mecanotransductiva y la capacidad invasiva de las células
malignas. En este contexto, el receptor de estrégenos acoplado a proteina G (GPER1) ha
surgido como un modulador critico del microambiente tumoral debido a su capacidad para
regular la proliferacion celular, la apoptosis y la sintesis de ECM. El presente trabajo evalué la
interaccion entre la inhibicion de HDACs, la remodelacion de la ECM y la modulacion de
GPER1 en modelos tumorales experimentales. Se realizaron andlisis histolégicos,
cuantificacion de colageno, evaluacion de la expresion génica y proteica, asi como
determinacion de la actividad de HDACs. Los resultados demostraron que la inhibicion
epigenética induce modificaciones estructurales en el tejido tumoral, reduce la proliferacion
celular, altera la deposicién de colageno e impacta la expresion de GPER1, sugiriendo una
relaciéon funcional entre estos procesos. En conjunto, los hallazgos destacan el papel
integrador de la regulacion epigenética y del microambiente tumoral en la progresion del
cancer, y respaldan el potencial terapéutico de los inhibidores de HDAC como moduladores

de la ECM y de vias de sefializacion asociadas a GPER1.
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2. ABSTRACT

Cancer progression involves complex epigenetic mechanisms that regulate gene expression
independently of DNA sequence alterations. Among these mechanisms, histone deacetylases
(HDACSs) are essential modulators of chromatin architecture, and their dysregulated activity
promotes transcriptional repression and facilitates oncogenic transformation. Concurrently, the
extracellular matrix (ECM), particularly fibrillar components such as type | collagen, exerts a
significant influence on tumor behavior by modifying tissue stiffness, affecting
mechanotransduction pathways, and enhancing invasive and metastatic potential. Within this
framework, the G protein—coupled estrogen receptor (GPER1) has emerged as a relevant
mediator of tumor—microenvironment interactions, given its involvement in cellular proliferation,
apoptosis, and ECM remodeling. This doctoral research investigated the interplay between
HDAC inhibition, ECM modulation, and GPER1 expression in experimental tumor models.
Comprehensive analyses—including histopathological evaluation, collagen quantification,
gene and protein expression profiling, and HDAC activity assays—were conducted to
determine the biological consequences of epigenetic modulation on tumor progression. HDAC
inhibition led to marked histological alterations, reduced proliferative activity, and significant
changes in collagen deposition. Furthermore, HDAC modulation influenced GPER1
expression, suggesting that epigenetic regulation may intersect with estrogen-related signaling
pathways within the tumor microenvironment. Overall, the findings reveal a functional
association between chromatin remodeling, ECM dynamics, and GPER1-mediated signaling.
These results underscore the therapeutic relevance of HDAC inhibitors as agents capable not
only of modifying gene expression but also of reshaping the structural and signaling landscape
of the tumor microenvironment. The study contributes to a deeper understanding of the
epigenetic—microenvironmental axis in cancer and supports the exploration of combined

strategies targeting HDACs and GPER1 for advanced oncological interventions.
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3. INTRODUCCION
3.1. Cancer

Una neoplasia (o tumor) es una masa de tejido anormal con un crecimiento practicamente
auténomo que excede al de los tejidos normales. Las neoplasias pueden ser benignas o
malignas y su nomenclatura se basa en las caracteristicas de su presunto origen histogenético.
Respecto a los tumores malignos, estos reciben la denominacion de cancer y se dividen en 2
categorias generales: |) Carcinomas, que se originan de células epiteliales; Il) Sarcomas, que se
originan de células mesenquimales (Mitchell, Kumar, Abbas, & Aster, 2017). El cancer surge de
una serie de cambios genéticos (mutaciones) y epigenéticos, que usualmente involucra
proteinas asociadas al ADN que influyen en la expresion génica y que dan a la célula cancerosa
su comportamiento maligno, los cambios en los genes responsables de la carcinogénesis
pueden ser heredados o ser adquiridos de novo (mutaciones somaticas), generalmente producto
de la exposicion a sustancias del ambiente o conductuales, como la radiacién ultravioleta o
productos quimicos en el humo del tabaco, o agentes bioldgicos como algunos virus (Weitzel,
Blazer et al. 2011, Mitrus, Bryndza et al. 2012, Centro Nacional de Equidad de Género y Salud
Reproductiva 2019).

Para que estas mutaciones iniciadoras o promotoras de tumores logren persistir en una célula
y dar origen a un clon tumoral, a nivel de la célula y su microambiente deben darse dos eventos
fundamentales, que son comunes a todos los tipos de tumor: la inestabilidad genémica que
favorece la adquisicién de mutaciones y la inflamacién tumorigénica (Sanchez 2013). En el
desarrollo tumoral las células adquieren una serie de caracteristicas que les ayudan a sobrevivir,
proliferar, invadir y crecer, estos cambios incluyen la inmortalidad replicativa permitida,
induccion de la angiogénesis, resistencia a la muerte celular, sefalizacién proliferativa
sostenida, evasion de los supresores de crecimiento, activacion de la invasion y metastasis
(Figura 1). Otras dos caracteristicas etiquetadas como emergentes involucran la capacidad
para modificar, o reprogramar, el metabolismo celular con el fin de apoyar mas eficazmente la
proliferacion neoplasica, y la otra permite a las células cancerosas evadir la destruccion
inmunoldgica, en particular por linfocitos T y B, macréfagos y células natural killers (Hanahan
and Weinberg 2011).
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Figura 1. Caracteristicas de una célula cancerosa. Tomada de Sanchez, Rev. Med. Clin. Condes, 2013.

3.1.1. Cancer de mama (CM)

El cancer mamario (CM) es una neoplasia de desarrollo y progresion heterogénea (Ng, Ong et
al. 2017), debido a que el proceso invasivo esta asociado a una variedad de alteraciones
moleculares, dichas alteraciones conducen a diferentes subtipos de la enfermedad (Claude-

Taupin, Boyer-Guittaut et al. 2015). Asi, el cancer de mama se clasifica en:

a) Tumores mamarios tipo Luminal A y Luminal B, los cuales representan el 50% de todos
los CM, estan relacionados con un buen prondstico ya que expresan receptores
estrogénicos (ER), los cuales estan relacionados con la proliferacién, supervivencia y
capacidad invasiva celular (Mohamed, Krajewski et al. 2013), y son empleados como

blancos terapéuticos.

b) Los canceres de mama HER2*, que sobreexpresan el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER-2), estos tumores no poseen receptores de estrogenos (ER
negativos), lo que los diferencia de los Luminal B, haciendo las terapias hormonales

ineficientes (Claude-Taupin, Boyer-Guittaut et al. 2015).

c¢) Cancer de mama triple negativo (CMTN), los cuales son negativos a receptor a estrégeno
(RE) y receptor a progesterona (PR), con la expresién de proteina HER- 2 normal, estan
asociados a un mal prondstico (Prat, Parker et al. 2010, Claude- Taupin, Boyer-Guittaut
et al. 2015).
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3.2. Epidemiologia

Actualmente el cancer de mama es el cancer femenino mas comun entre mujeres en etapa
reproductiva (>20 afos), con una incidencia de mas de 2 millones de nuevos casos, lo que
representa el 26.7% y con una prevalencia de 6.5 millones (31.6%) de todos los canceres en
mujeres a nivel mundial, con una mortalidad de 569 mil muertes en 2018 (Sung et al., 2020;

Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva 2019) (Figura 2).

Figura 2.Incidencia y mortalidad por cancer a nivel mundial. A) se muestra la incidencia de los diversos tipos de
cancer, destacando el cancer de mama con un 25.6% en mujeres >20 afios a nivel mundial. B) se observa la elevada
tasa de mortalidad por estas patologias, de la cual el 15.7% corresponde a cancer de mama. Adaptada de
GLOBOCAN, 2020.

En México, 50 de cada 100 mil mujeres mayores de 20 afos padece cancer de mama, en el
ano 2018 se han reportado mas de 219 mil nuevos casos de cancer de mama (29%), con una
mortalidad de mas de 50 mil muertes en mujeres mayores de 20 afos (16.9%) (Sung et al.,
2020; Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva 2019). De manera general,
unicamente en el cancer de mama y en el de células germinales las tasas de mortalidad de las

mujeres son superiores a las de los hombres (Fig. 3).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad por cancer a en México. A) se muestra la incidencia de los diversos tipos de cancer,
destacando el cancer de mama con un 29% en mujeres >20 afios a nivel mundial. B) La elevada tasa de mortalidad
por procesos cancerosos, de los cuales el 16.9% de las muertes es debido a cancer de mama. Adaptada de
GLOBOCAN, 2020.

3.3. Cancer de mama triple negativo (CMTN)

Considerado el subtipo mas agresivo y peligroso, debido a su complejidad y resultados
terapéuticos deficientes. Dentro de este subgrupo, el 70% representa tumores basaloides
(Dogu, Ozkan et al. 2010), los cuales presentan un perfil epidemiolégico diferente, ya que se
presentan con mayor frecuencia en mujeres afroamericanasy latinas, que en caucasicas (Carey,
Perou et al. 2006). Comparado con otros subtipos de cancer mamario, como el dependiente
de hormonas, la conducta biolégica del CMTN suele ser mas agresiva y con una mayor
tendencia a desarrollar metastasis, predominando las metastasis viscerales a higado, pulmon
y sistema nervioso central, asimismo, el curso clinico es mas agresivo, con recurrencias

tempranas y con mayor riesgo de muerte (Dent, Trudeau et al. 2007).

El CMTN presenta una conducta bioldgica diferente, su epidemiologia aun no esta clara
(National Comprehensive Cancer Network 2018). Ademas, representa un reto para los
oncologos clinicos, ya que, a pesar de la alta tasa de resultados iniciales favorables cortos y un
desarrollo de mecanismos de resistencia precoz, siendo esta una paradoja del CMTN (Carey,
Dees et al. 2007). Por otro lado, estos tumores no responden a la terapia endocrina y no existe

una terapia blanco eficaz disponible (Zaharia and Gomez 2013).

El CMTN es altamente heterogéneo ya que se obtienen resultados diferentes al mismo
tratamiento anticancerigeno, lo cual derivo a analisis moleculares de los perfiles de ARN
mensajero de este subtipo, permitiendo subclasificarlo de la siguiente manera: 1) Tipo basal con
una mayor frecuencia que va del 71-91% de los casos de CMTN; 2) el segundo grupo con

mayor frecuencia presenta una baja expresion de Claudina (Low-Claudin), con una frecuencia
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del 30%, 3) el HER-2 enriquecido, es menos frecuente, 4) el luminal A y luminal B, que son
tumores con expresion normal de receptores, con un 9, 5, 6 y 1% de los casos de CMTN

respectivamente (Oakman, Viale et al. 2010, Perou 2010, Prat, Adamo et al. 2013).

En la poblacion latina, CMTN presenta una alta incidencia; los registros en México, indican una
frecuencia del 23,1% (Vallejos, Gomez et al. 2010, Lara-Medina, Perez-Sanchez et al. 2011,
Marquez, Lacruz et al. 2012). Otros datos indican que las tasas mas altas de CMTN ocurre en
mujeres jovenes y que podrian estar asociados con una mayor probabilidad de mutacién en el
gen BRCA1 (Foulkes, Stefansson et al. 2003).

3.4. Etiologia

Aligual que el cancer de mama dependiente de hormonas, se considera al CMTN una patologia
de origen multifactorial sin embargo, sus factores de riesgo aun no estan identificados con
precision, lo que dificulta el implementar estrategias de prevencion e intervencion claras, se ha
encontrado que, la gestacion juega un papel de riesgo importante, tal como se describié por
Phipps y colaboradores (2011), quienes sefialan que las mujeres que llevaron a término 3 o
mas embarazos tenian 1.4 veces mas riesgo de desarrollar CMTN, sin embargo, las mujeres
multiparas tuvieron 22% menos riesgo de padecer cancer dependiente de hormonas (Phipps,
Chlebowski et al. 2011). La relacion de la obesidad con el elevado riesgo desarrollar cancer
dependiente de hormonas, proviene de la asociacion de la conversion (aromatizacion) de los
depdsitos adiposos a estrégenos (Calle and Kaaks 2004). Dado que el CMTN no es
dependiente de hormonas, su relacion con el sobrepeso no ha sido esclarecida. Pieboron y
Frankenfeld (2013), realizaron una revision sistematica de once estudios epidemioldgicos que
incluyeron a mas de 24 mil pacientes con cancer de mama. Encontrando que las mujeres
premenopausicas y obesas tienen 1,4 veces el riesgo de enfermar de un CMTN (Pierobon and
Frankenfeld 2013). Otro estudio realizado con mas de 140 mil mujeres mostré que no existia
asociacion entre el fenotipo triple negativo con el consumo de alcohol o tabaco, pero si una
asociacion sugerente entre el consumo de alcohol y tabaco con los tumores de mama

dependientes de hormonas (Kabat, Kim et al. 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Factores de riesgo del cancer de mama triple negativo. Adaptado de Calle y Kaaks, 2004: Kabat, Kim et
al., 2011; Pierboron y Frankenfeld, 2013.

3.5. El estroma mamario y sus implicaciones en cancer

Una gran variedad de los tejidos corporales esta constituidos por un epitelio que se asocia con
un estroma; éste comprende una variedad de componentes proteicos de la matriz extracelular
(MEC) como proteoglicanos, acido hilaurénico, fibronectina, colageno y laminina; componentes
celulares como adipocitos, fibroblastos, células endoteliales, neuronales e inmunes, ademas de
varios factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas,anticuerpos, y metabolitos (Cunha, 2008;
Kalluri & Zeisberg, 2006; Puri & Hebrok, 2010; Wiseman & Werb, 2002).

La organizacion de una glandula mamaria adulta conserva la estratificacion de las capas
celulares y MEC en la arborizacion de los I6bulos y ductos que componen la mama. La capa de
células mioepiteliales que rodean el epitelio mamario, compuesto por células productoras de
leche y células laminales, son responsable de crear y mantener la membrana basal; ésta es
una estructura extremadamente densa aunque delgada (0.2 mm) compuesta por
proteoglicanos, colagena IV, lamininas, fibronectina y tenacina, la cual esta rodeada por una
MEC estromal compuesta principalmente por colageno | (Polyak & Kalluri, 2010). La MEC no
so6lo da soporte a la estructura de la mama, funciona como un puente en la comunicacion entre
el epitelio y su microambiente durante el desarrollo del tejido (Bissell, Hall, & Parry, 1982; L. Li
et al., 2017)

Las alteraciones histologicas en el estroma y en tejido adyacente a lesiones malignas,
conocidas como desmoplasia, pueden presentar caracteristicas diversas como un estroma

celular predominantemente celular y poca matriz hasta un minimo contenido celular y un
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maximo de matriz (TIsty & Coussens, 2006; Walker, 2001).

La relacién entre la biologia estromal, el desarrollo y progresion tumoral fue establecida
fuertemente por Boyd y colaboradores (2002), quienes encontraron un aumento de 2-6 veces
en la susceptibilidad de padecer cancer de mama en mujeres con una elevada densidad
mamaria (mamografia), y altos niveles de IGF-1 y TIMP-3 (Boyd et al., 2002). Martin y Boyd
(2008) relacionaron el aumento en la densidad mamografica con un aumento en el nimero de
células y deposicién de colageno en el estroma mamario, siendo mas significativa la correlacion
con la deposicion de colageno (Martin & Boyd, 2008). Se ha demostrado, ademas, que los
tumores surgen mas frecuentemente en zonas de mayor densidad, en tejidos mamarios

heterogéneos (T. Li et al., 2005; Ursin, Hovanessian-Larsen, Parisky, Pike, & Wu, 2005).

El crecimiento y la migracion celular también son regulados positivamente por la rigidez de la
matriz, esto sucede mediante dos vias una mecanosensorial (propiedades biofisicas) por la
tension extracelular (Calvo et al., 2013; Dupont et al., 2011; G. Hu, Li, & Xu, 2017; Levental et
al., 2009; Swift et al., 2013) y por una via bioquimica basada en la organizacion precisa de los
ligandos en la matriz para integrar senales complejas de una forma ordenada (Barcus, Keely,
Eliceiri, & Schuler, 2013; G. Hu et al., 2017; Malanchi et al., 2011; Zhang et al., 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Vias de sefalizacion por las que la MEC participa en la progresion tumoral.

Via de senalizacion Evento iniciador Modulador (es) Efecto a nivel estromal/celular
Aumento en el ensamblaje de adhesiones
Dureza de la focalizadas (Rho), malignizacion celular
\g ERK MEC/Agrupamiento de EGF
S S integrinas Activacion de la via de PI3K: Regulacién de la
© % capacidad invasiva y progresion tumoral
N =
© O YAP/TAZ (no Rigidez de la matriz YAP/Rho QTPasa/Tensnon en Regulacnon de- ANLN y DIAPHSI (reguladores de
=Sy HIPPO/LATS) el citoesqueleto citoesqueleto): Mantienen la rigidez de MEC.
[}
n SRF Cambios en elasticidad Lamininina A’YAP/SRF Traslocacion del receptor de acido retinoico al
tisular nucleo, aumento en la sintesis de laminina
Via de seiializacion Evento iniciador Modulador (es) Efecto a nivel estromall/celular

Mantenimiento de las células madre cancerosas,
Sobreexpresion de periostina | ==l induccion de metastasis.
Wnt : . Periostina/ligandos Wnt
en tejido secundario

Reclutamiento de ligandos de Wnt induciendo la via
de sefializacion

Activacion de receptor a

Seializacion
bioquimica

SNAIL1/ ERK2 Acumulacion de SNAIL1 en nucleo, promocion de la
Col1 (DDR2) capacidad invasora y migracién celular
ERK
Rigidez de la matriz Prolactina/SRC/FAK/pERK1-2 Aumento de la expresion y actividad de MMP-2

Diversos componentes de la MEC, entre ellos el colageno fungen como un andamio que
favorece la migracion y metéstasis de células tumorales, sin embargo, su funcion va mas alla
de lo mecanico y estructural. Los cambios quimicos y mecanicos en el microambiente celular,

afectan en primera instancia al metabolismo celular (Kamel et al., 2014). Es bien sabido que
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las células cancerosas regulan al alta la glucolisis aerdbica (Efecto Warburg) con el fin de
obtener energia de una forma mas rapida y acelerar su proliferacién (Vander Heiden, Cantley,
& Thompson, 2009) y que el metabolismo de las células tumorales se modifica dependiendo
sus necesidades y las de su microambiente (Choi, Kim, Jung, & Koo, 2013; Gordon et al., 2015;
Xie et al., 2014) Un estudio realizado por Dupuy y colaboradores (2015) mostré la necesidad
de cambios diferenciales en el perfil metabdlico de las células del mismo tumor primario con el
fin de conseguir colonizar exitosamente otros érganos (Dupuy et al., 2015). Se ha encontrado
ademas un aumento de la fosforilacion oxidativa en células tumorales en circulacion con

respecto a las células del tumor primario (LeBleu et al., 2014)

A pesar de que la influencia del microambiente tumoral en el metabolismo de las células tumoral
aun no ha sido establecida por completo, diversos estudios indican que los cambios estromales
pueden aumentar el metabolismo, favoreciendo la metastasis y proliferacion celular mediante
alteraciones en la densidad del colageno en MEC. Morris y colaboradores (2016) realizaron un
estudio en lineas celulares de carcinoma mamario encontrando que a una mayor densidad de
colageno se favorece una morfologia celular aberrante y una reprogramacién del metabolismo
permitiendo que la célula tumoral se adapte a su entorno y es posible que la matriz extracelular
sea internalizada y degradada para funcionar como combustible en el ciclo de los acidos

tricarboxilicos (Morris et al., 2016).

3.5.1. Fibroblastos asociados a cancer (FACs)

Los fibroblastos son el tipo celular mas abundante del estroma tumoral. En condiciones
fisiolégicas, sus funciones incluyen la deposicion y remodelacion de la matriz extracelular
(MEC) mediante la sintesis de componentes estructurales y el control de su recambio a través
de proteasas (Arendt et al., 2010; Kalluri & Zeisberg, 2006).

En el microambiente tumoral, estos fibroblastos adquieren un fenotipo activado, conocido como
miofibroblasto, que constituye la poblacion predominante de los fibroblastos asociados a cancer
(FACs). Estas células muestran una morfologia alargada, delgada, cruciforme o estrellada; un
tamafo mayor que los fibroblastos normales; nucleo dentado; citoplasma basdfilo; reticulo
endoplasmico rugoso abundante; ribosomas libres; un aparato de Golgi desarrollado y un gran
numero de fibras de tension (Anderberg & Pietras, 2009; Gascard & Tlsty, 2016; Kalluri, 2016;
Liu et al., 2019).

13|Pagina



Los FACs promueven el crecimiento tumoral, incrementan la invasividad, fomentan la
angiogénesis y reducen la apoptosis de células epiteliales (DeFilippis et al., 2012; Gaggioli et
al., 2007; Pietras et al., 2008). Su activacién es inducida principalmente por factores paracrinos
secretados por células tumorales, como TGF-f3, considerado uno de los inductores mas
importantes de la transformacién fibroblasto-miofibroblasto (Kalluri & Zeisberg, 2006;
Kuperwasser et al., 2004; Olumi et al., 1999).

Aunque su mecanismo no ha sido descrito por completo, se sabe que los FACs pueden
derivarse de diversos tipos celulares como fibroblastos normales, adipocitos, células de musculo
liso vascular, células madre mesenquimales, fibrocitos de la médula 6sea o pericitos, entre otros
(LeBleu & Kalluri, 2018; Y. T. Lee, Tan, Falasca, & Oon, 2020; Sahai et al., 2020) (Figura 5).

Figura 5. La estructura del microambiente celular y el diverso origen de los FACs. a) El estroma tumoral esta
compuesto de diversos tipos celulares (macréfagos, adipocitos, fibroblastos), MEC, asi como vasos sanguineos. b)
Los FACs puede derivarse de diferentes precursores como son células epiteliales, células de musculo liso vascular,
células endoteliales, entre otras. Adaptado de Lee y colaboradores en Cancers, 2020.

Esta diversidad impacta en su funcionalidad segun el tipo y estadio tumoral (Biffi & Tuveson,
2021; O’Connell et al., 2011).

3.5.2. Fibroblastos asociados a cancer en cancer de mama (FACMs)

Aproximadamente el 80% de los fibroblastos normales se transforman en fibroblastos
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asociados a cancer de mama (FACMs), aunque su origen puede derivarse de otros precursores,
como se menciond antes (Kalluri & Zeisberg, 2006; Y. T. Lee et al., 2020; Qiao, Gu, Guo, Zhang,
& Fu, 2016).

La actividad de los FACMs tiene diferentes efectos en la tumorogénesis del cancer de mama como
regular el metabolismo, reprogramacion de las células tumorales y remodelacién de la MEC.
Se sabe que a largo plazo, todos estos eventos tiene un efecto negativo en el pronéstico del
paciente, ya que aumentan la proliferacion de células malignas, su capacidad invasiva y de
metastasis (Buchsbaum & Oh, 2016; Kadel et al., 2019; Qiao et al., 2016; Ruocco et al., 2018).
Oftra evidencia de que el estroma funciona activamente a favor del desarrollo y progresion
tumoral, en este caso los FACMs, es la diferencia en la diversidad de compuestos presentes en
co-cultivos de células de cancer de mama y FACMs, los cuales promueven la proliferacion,
angiogénesis, metastasis, resistencia farmacoldgica e invasibilidad celular, por ejemplo hay una
regulacién a la alta de TGF-p, PDGF-f, interleucinas 6 y 8, metaloproteinasas de matriz
(MMP2 y MMP11), inhibidor tisular de MMP1 (TIMP1), factor de crecimiento del endotelio
vascular A (VEGFA), entre otros, los cuales no se encuentran en monocultivos de células

cancerosas (Eiro et al., 2018; Ostman, 2014).

El proceso de formacion de los FACMs comprende tres pasos: 1) reclutamiento de células
distantes por células cancerosas; 2) reprogramacion y transformacion de células precursoras
sanas a FACMs mediante sefalizacion paracrina; y 3) mantenimiento constitutivo del fenotipo
pro-tumorogénico en la transicion epitelio-mesénquima (TEM) de los fibroblastos activados; y

el consecuente mantenimiento de la progresion tumoral (Heneberg, 2016).

Para que un FACM adquiera la capacidad promotora de tumores, requiere realizar cambios en
su perfil de expresion génica, estas alteraciones pueden darse por cambios epigenéticos (M. Hu
et al., 2005; Peng et al., 2013) o alteraciones genéticas (Kurose et al., 2002; Patocs et al., 2007).
Bauer y colaboradores identificaron la modificacion de 22 genes relacionados migracion y
adhesion celular, regulacion de la transcripcidn y vias de sefalizacion paracrina e intercelular
(Bauer et al., 2010). Los cambios de expresion no sélo se realizan a la alta, se ha encontrado
que los FACMs carecen de expresion de supresores tumorales como p21, p53, y de proteinas
como CAV1y PTEN (Y. T. Lee et al., 2020; Martinez-Outschoorn et al., 2010; Qiao et al., 2016).

Se tiene evidencia de que las diversas respuestas del tumor a la actividad de los FACMs pueden
deberse a diferentes subtipos. Como se comenté anteriormente, los FACs son una poblacion

celular heterogénea, esta heterogeneidad depende de varios factores como su rol funcional, la
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etapa del cancer y la evolucién del linaje celular (Biffi & Tuveson, 2021; O'Connell et al., 2011).

Se han descrito diversas subpoblaciones de FAMCs. Costa y colaboradores (2018), evaluaron
muestras de tumor mamario humano, consideraron tanto la expresion de biomarcadores (FAP,
a-SMA, FSP1, PDGFR, ITB1/CD29, CAV1), asi como el subtipo de cancer de mama en el que

son mas prevalente. Se clasificaron como FAC-S1 a FAC- S4(Costa et al., 2018).

Bartoschek y colaboradores (2028) lograron caracterizar 4 subpoblaciones mas mediante la
técnica de scRNA-seq, a partir de 768 transcriptomas de FACs aislados de células
mesenquimales aisladas de un modelo tumoral de raton (MMTV-PyMT). Las subpoblaciones
se identificaron con el analisis diferencial de la expresion de genes mediante la base de datos
Gene Oncology Knowledgebase Basados en la expresion de biomarcadores, origen vy
funcionalidad, y fueron nombradas como vFAC, mFAC, cFAC y dFAC (Bartoschek et al., 2018)

Finalmente, un tercer estudio realizado por Friedman en 2020 con tejido tumoral de raton
inducido con la linea celular triple negativo, 4T1 utilizando la técnica de scRNA-seq,
caracterizaron dos nuevas subpoblaciones, sFAC y pFAC, evaluando los biomarcadores
diferenciales S100A4 y PDPN, encontrando ademas que, la cantidad y funcionalidad de éstas
subpoblaciones varia con el estatus mutacional de BRCA y la etapa en la que se encuentra el

tumor (Friedman et al., 2020). Las subpoblaciones descritas se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Subpoblaciones de FACs y sus caracteristicas.

Subpoblacion

de FACs Biomarcadores Caracteristicas de la subpoblacién
FAP
FAC-S1 o-SMA Potencialmente derivados de pericitos, tienen funcién en inmunosupresion, se han
; CXCL12 encontrado en ganglios linfaticos en pacientes con cancer de mama metastasico.
IL6
FAC-S2 BZja exprezic’;n de Presentes en tejido sano y en cancer de mama luminal.
iomarcadores
FAC-S3 PDGFRp Presentes en tejido sano y en cdncer de mama luminal
FAC.S4 a-SMA Presentan un perfil contractil y pro-metastasico, estan presentes en ganglios linfaticos,
; CD29 cancer luminal, enriquecido con HER2 vy triple negativo.
NID2 . - . . s
FACs vasculares Derivados de pericitos, tienen funcion en la angiogénesis y desarrollo vascular y se
(VFAC) CD31 localizan principalmente en el centro tumoral.
o-SMA PDGFRB

Se derivan de fibroblastos normales residentes, su funcion es la sintesis de
FACs de matriz  PDGFRq FBLN1 componentes de la matriz extracelular y tre.msicién epitglio-mesénquima. CXQL14
(MFAC) sugiere un papel regulador en la respuesta inmune asociada a tumor. Se localizan
principalmente en los limites del tumor.
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Facs relacionados
con ciclo celular Ki67 PDGFRp
(cFAC)

Participacion en el ciclo celular regulando la divisién celular y angiogénesis.
Comparten similitudes en con los VFAC, por lo que se argumenta que pueden
derivados de estos.

FACs relacionados SCRG1 SOX9
al desarrollo (dFAC)

Se originan a partir de células endoteliales malignas que inician TEM. Su funcién se
asocia con la diferenciacion y desarrollo celular. Se han localizado en epitelio en
tumores en etapa temprana y tanto en epitelio como estroma en etapas tardias

Incluye 6 subgrupos que intervienen en diferentes etapas y funciones en la

pFAC PDPN tumorogénesis: reguladores inmunes tempranos, reguladores inmunes tardios,
cicatrizacion de heridas, organizacion de las fibras extracelulares, inflamacion.
sFAC S100a4 Participan en el doblamiento de proteinas y en la regulacion metabdlica.

a-SMA, alpha actina de musculo liso; CXCL12, Quimiocina 12 con motivo C-X-C; IL6, interleucina-6; PDGFR, receptor a factor de
crecimiento derivado de plaquetas beta; CD29, cluster de diferenciacion 29; NID2, nidogen-2; CD31, cluster de diferenciacion 31;
PDGFRa, receptor a factor de crecimiento derivado de plaquetas alpha; FBLN1, fibulina-1; Ki-67, antigeno Ki-67; SCRG1, gen sensible a
scrapie 1, SOX9, factor de transcripcion SRY Box 9; NID2, nidogen 2: FAP, proteina de activacion de fibroblastos; S100A4, proteina

de union a calcio S100 A4; PDPN, podoplanina.

3.5.3. Papel de los FACs en la resistencia a tratamientos

Anteriormente se relacionaba la resistencia quimioterapéutica a factores genéticos (Majidinia &
Yousefi, 2017), sin embargo, nuevos hallazgos indican su relacion con los tejidos adyacentes,
al TEMy alarelacion en la cantidad y activacion de células estromales, especialmente los FACs
(Dasgupta, Lim, & Ghajar, 2017). Una vasta variedad de mecanismos, directos e indirectos se
ven involucrados en la generacion de la resistencia farmacoldgica, desde modificaciones
genéticas y epigenéticas, diversidad celular del tumor, metabolismo alterado, inclusive cambios
en el estroma tumoral (Das, Mandal, & Kogel, 2018; Jena, Das, Bharadwaj, & Mandal, 2020)
(Figura 6).

Figura 6. Mecanismos implicados en la resistencia a farmacos. Los FACs y su interaccion con el tumor permiten
desarrollar algunos mecanismos de resistencia, mediante la creacion de una MEC mas densa o fungiendo como
barrera fisica. Otros mecanismos son: cambios en la importacién y exportaciéon de farmacos, alteraciones en el
metabolismo de los farmacos, inhibicién de apoptosis, entre otros. Adaptado de Jena y colaboradores, Rev. Cancer,
2020.
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La participacion de los FACs en la resistencia farmacologica en carcinoma mamario puede
darse por diferentes mecanismos. La induccion de la TEM con la expresion de factores de
transcripcion (como Snail1/2, Twist1, Zeb1/2) y marcadores (N-caderina, vimentina, aSMA,
fibronectina, etc) (Baulida, 2017; Noe et al., 2001; Roman-Perez et al., 2012; Yang et al., 2012);
el aumento en la densidad y rigidez de la MEC por proteinas derivadas de FACs, formando
una barrera fisica que impide la entrada de quimioterapéuticos, ademas dificultar la difusion de
oxigeno, nutrientes y metabolitos (Henke, Nandigama, & Ergun, 2019; Senthebane et al., 2017);
la reprogramacion metabdlica mediada por FACs (Martinez- Outschoorn et al., 2011; Tavares-
Valente, Baltazar, Moreira, & Queiros, 2013; Yu et al., 2017). La resistencia a la quimioterapia
puede ser inducida por alteraciones en la respuesta inmune generada por los macréfagos
asociados a cancery FACs (Ireland et al., 2018). Otro mecanismo inductor de resistencia es el
mediado por autofagia de los FACs via HMGB1 (Zhao et al., 2017) o estimulando glucolisis
(Capparelli et al., 2012). El dafo al ADN por la generacién de especies reactivas de oxigeno
induce una inestabilidad genédmica que favorece el desarrollo del cancer, asi como la progresion
mediante la resistencia (Chen et al.,, 2018; Jena et al.,, 2020). El potencial intrinseco de
transportar material genético y no genético de los exosomas de los FACs a las células
tumorales, le brinda un papel importante en la generacién de la resistencia a los tratamientos

(Boelens et al., 2014; Jena et al., 2020). Mecanismos resumidos en la tabla 3.

Tabla 3. Mecanismos de induccién de resistencia a quimioterapéuticos mediada por FACs.

Mecanismo Factores involucrados Regulacion Respuesta celular/tisular

FACs activados por TGFf disparan la sobreexpresion de
factores de transcripcién involucrados con TEM.

En asociacion con Snail1 suprime la expresién de E-caderina y
favorece la sintesis de N-caderina

TGFB, Twist 1

L L SET8
Transicion epitelio- Positiva
mesénquima (TEM) El aumento en la densidad de la matriz induce hipoxia y estrés
metabolico conduciendo derivando en un aumento en la

MMPs . . A o I - .
expresion de proteinas anti-apoptoéticas y vias de sefializacion
que promueven la quimio-resistencia.

El aumento en |la densidad de la matriz induce hipoxia y estrés
Remodelacion de la HIF-1a., presion de fluidos Positiva metabdlico conduciendo derivando en un aumento en la
matriz extracelular (MEC) intratumorales expresion de proteinas anti-apoptoéticas y vias de sefializacion

que promueven la quimiorresistencia.

El lactato secretado por FACs disminuye el pH extracelular, y
pH se ha asociado a un aumento en la migracion y resitencia a
quimioterapéuticos (doxorrubicina y paclitaxel)

Negativo

Metabolismo celular Proteinas inductoras de Aumento del metabolismo mitocondrial inducido por el estroma
alterado apoptosis (FACs) inhibe apoptosis.

Via de sefalizacion Positiva A umento en la actividad glucolitica de los FACs para proveer de

GPER/cAMP/PKA/CREB piruvato y lactato a las células cancerosas.
Respuesta inmune MATs / IGF-1/2 Positiva _Re_gulaqpn al alta dg la sefializacion de _I,GF, aumentando la
alterada infiltracion de macroéfagos y la progresion tumoral
HMGB1/TLR4 Au tofagia de FACs I|bfara HMGB1 que activa su receptor TLR4
aumentando la tumorigenicidad.
Autofagia de FACs Positiva Los FACs que entran en autofagia producen 3-hidroxibutirato,
Glucolisis estimulando el metabolismo mitocondrial de las células

tumorales.
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Inestabilidad genémica en FACs, secretan factores SASP que
Daio al ADN ROS Positiva conduce a un fenotipo celular mas agresivo de las células
tumorales.

ARN contenido en los exosomas de FACs induce la activaciéon
de la via de sefalizacién antiviral dependiente de STAT1
mediante RIG- 1, facilitando las respuestas transcripcionales
y expandiendo las células quimioresistentes.

Formacién de exosomas Exosomas/RIG-1 Positiva

TGFB, factor de crecimiento trasnformante beta; Twist1, factor de trasncricpion de TEM; SETS8, histona-metiltransferasa; MMPs,
metaloproteinasas de matriz; HIF-1a., factor inducible por hipoxia 1a; GPER, receptor estrogénico acoplado a proteinas G; cAMP, adenosin
monofosfato ciclico; PKA, protein quinasa A; CREB, elemento de unidn de respuesta a cAMP; MATs, macrofagos asociados a cancer;
IGF1/2, factor de crecimiento similar a insulina 1/2; HMGB1, High Mobility Group Box 1 (proteina no histona asociada a cromatina); TLR4,
receptor tipo Toll 4; ROS, especies reactivas de oxigeno; RIG-1, gen 1 inducido por acido retinoico antiviral; STAT1, transductor de sefiales
y activado de transcripcion.

3.6. Epigenética

La epigenética se define como el estudio de cambios hereditarios en la expresion génica que
ocurren sin modificacion de la secuencia de ADN (Sharma, Kelly et al. 2010). Estas marcas,
esenciales para mantener identidades celulares estables, pueden alterarse y activar o inhibir
vias que favorecen enfermedades como el cancer (Jones and Baylin 2002, Egger, Liang et al.
2004). En tumores, las alteraciones epigenéticas son frecuentes, ocurren tempranamente y
pueden superar en numero a las mutaciones genéticas, ademas de ser dinamicas y
potencialmente reversibles, lo que las convierte en blancos terapéuticos relevantes (Geutjes,
Bajpe et al. 2012; Bjornsson, Sigurdsson et al. 2008). Los mecanismos epigenéticos incluyen
la metilacién del ADN, la regulacion por microARN y las modificaciones postraduccionales de
histonas, las cuales modulan la estructura de la cromatina y, con ello, la accesibilidad al ADN y
la activacion o represion génica (Dawson, Kouzarides et al. 2012; Yang and Schwartz 2011).
Las colas de histonas pueden sufrir acetilacién, metilacion, ubiquitinacién, sumoilacién o
fosforilacion, conformando un “cédigo de histona” que regula procesos como transcripcion,
reparacion y replicacion (Jenuwein and Allis 2001; Kouzarides 2007). En conjunto, alteraciones
genéticas y epigenéticas interactuan para promover la carcinogénesis en todas sus etapas

(Jones, Veenstra et al. 1998; Jones and Martienssen 2005).

Las células presentan multiples modificaciones de histonas con funciones activadoras o
represivas que conforman una red esencial para la regulacion génica (Bernstein, Meissner et
al. 2007; Kouzarides 2007). El analisis gendmico ha permitido identificar patrones definidos de
estas marcas y entender como actuan de manera combinatoria para establecer perfiles globales
de expresion y determinacion de identidad celular (Barski, Cuddapah et al. 2007; Wang, Zang
et al. 2008; Sharma, Kelly et al. 2010).
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En cancer, la secuenciacién de alto rendimiento ha mostrado alteraciones epigenéticas
tempranas, destacando la pérdida global de H4K16ac y H4K20me3 (Weisenberger, D
Siegmund et al. 2006). La disminucion de acetilacion, mediada por histona desacetilasas
(HDACs), favorece la represion génica. Estas enzimas suelen estar sobreexpresadas en
tumores y constituyen blancos relevantes para terapia epigenética (Fraga, Ballestar et al. 2005;
Zhao, Rank et al. 2009). En contraste, las HATs también pueden modular genes asociados a

la progresion tumoral (Baylin and Ohm 2006; De Souza and Chatterji 2015).

3.6.1. Histona desacetilasas (HDACS)

Las HDACs clasicas se agrupan en dos clases principales: clase | (HDAC1, 2, 3 y 8),
homologas a RPD3 de Saccharomyces cerevisiae, y clase Il (HDAC4, 5, 6, 7, 9 y 10),
estructuralmente relacionadas con HDAC11 (Bjerling, Silverstein et al. 2002; Fischle, Dequiedt
et al. 2002). Mientras las enzimas de clase | presentan expresién amplia en la mayoria de los
tejidos, las de clase Il muestran un patron mas restringido, lo que sugiere funciones especificas
en diferenciacion y desarrollo (Buggy, Sideris et al. 2000; Galasinski, Resing et al. 2002; de

Ruijter, van Gennip et al. 2003).

La actividad de las HDACs depende de su localizacién nuclear, facilitada por sefales NLS o
por interaccion con otras proteinas. Las HDACs de clase | residen casi exclusivamente en el
nucleo, como se demostré para HDAC8 mediante su sobreexpresion (Van den Wyngaert, de
Vries et al. 2000). Su funcién catalitica consiste en remover grupos acetilo de lisinas en
histonas, promoviendo la compactacion de la cromatina y la represion transcripcional (Strahl
and Allis 2000; Wade 2001). El sitio activo posee un bolsillo catalitico tubular, dependiente de
un ion Zn* esencial para un sistema de relevo de carga; los inhibidores de HDAC actuan

desplazando dicho ion (Finnin, Donigian et al. 1999; Buggy, Sideris et al. 2000).

Alteraciones en el equilibrio entre la actividad de HATs y HDACs se han asociado con
tumorigénesis. En tumores sodlidos se han identificado mutaciones e inactivaciones de HATs
(Minucci, Nervi et al. 2001) y pérdidas globales de H4K16ac y H4K20me3 en regiones
repetitivas, paralelas a la hipometilacion del ADN, un sello epigenético del cancer (Fraga,
Ballestar et al. 2005). Aunque la acetilacion reducida no permite predicciones clinicas por si

sola, suele correlacionarse con peor pronostico.

20|Pagina



La expresion de HDACs es variable entre tumores de la misma entidad; en general, las HDACs
de clase | estan aumentadas en tejido tumoral, mientras que las de clase Il suelen estar
disminuidas y asociadas a mejor supervivencia (Weichert 2009). La evidencia funcional mas
soélida sobre su relevancia en cancer proviene del uso de inhibidores de HDAC, que revelan

diferencias sustanciales entre células normales y malignas (Minucci and Pelicci 2006).

3.6.2. Histona desacetilasa 1 (HDAC1)

La HDACH1, es una proteina HDAC clase | dependiente de zinc que contiene 482 aminoacidos
con un peso molecular teérico de 55.18 kDa, se expresa de forma ubicua y se localiza en el
nucleo celular principalmente. Es responsable de alteraciones genéticas que conducen a la
modulacion de la estructura de la cromatina y a la regulacion transcripcional mediante la
desacetilacién de los residuos de lisina del extremo N-terminal de las histonas H2A, H2B, H3 y
H4. Ha mostrado un papel importante en la regulacion del ciclo celular y en la hematopoyesis
(Dovey, Foster et al. 2010).

Dentro de las 18 isoformas de HDACs identificadas en el humano, las de clase | (HDAC1, 2, 3
y 8) han mostrado ser las mas importantes, a pesar de que todas se expresan en el nucleo, sus
funciones y valor pronéstico varian en diferentes tipos de cancer (Weichert 2009). Varios
estudios correlacionan la expresién de la HDAC1 con la progresién y mal prondstico en diversos
tipos de cancer, incluido el cancer de mama (Zhang, Yamashita et al. 2005). Senese y
colaboradores (2007), reportaron que una sobreexpresion de HDAC1 puede conducir a la
proliferacion de células tumorales (MCF7, MCF-10A), mientras que un silenciamiento de la
enzima (mediante siRNA HDAC1) puede inhibir el crecimiento de las mismas, al debilitar la
transicion de G2/M, induciendo un aumento en el porcentaje de células en apoptosis y una
disminucion en las células en mitosis (Senese, Zaragoza et al. 2007). También se ha
demostrado el importante rol de HDAC1 en la diferenciacion, invasion y apoptosis de células
tumorales, mediante la inhibicién transcripcional de genes supresores de tumores, y, de esta
manera, influenciando en el ciclo celular (Glozak and Seto 2007, Tang, Yan et al. 2013). Tang
y colaboradores han reportado que la HDAC1 induce proliferacién y migracion de células cancer

de mama mediante la activacion de la sefializacion de Snail/lL-8 (Tang, Ding et al. 2017).

Si bien, todos los miembros de las HDACs son importantes en la regulacion transcripcional, la
HDAC1 ha sido descrita su papel como factor epigenético crucial. Se ha sugerido la importancia

de muchos inhibidores de HDAC (HDACi) como posibles tratamientos no sélo en cancer, si no
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en diferentes patologias (Qiu, Xiao et al. 2017, Zhang, Shang et al. 2017). Ademas, se ha
descrito a HDAC1 como un regulador clave de p21 y p27, inhibidores de cinasas dependientes
de ciclina (CDK) (Lagger, Meunier et al. 2010). Una inhibicion especifica de esta enzima puede
suprimir la capacidad invasiva de las células de cancer de mama al regular a la baja la
metaloproteasa de la matriz extracelular 9 (MMP-9)(Park, Jun et al. 2011). Se ha encontrado
ademas que, la HDAC1 forma complejos con la proteina adaptadora RbAp48 y el co-represor
transcricpional mSi3A para mediar la expresidén génica de manera desacetilacion-dependiente
(Hassig, Tong et al. 1998).

La reparacion del material genético se realiza mediante diversos mecanismos, en los que las
HDACSs juegan un papel primordial, al participar como reguladores centrales en la remodelacién
de la cromatina y en el nivel de acetilacion de proteinas relacionadas a dafio al ADN (Li and Zhu
2014). Por ejemplo, la HDAC1 interactua con la proteina ataxia telangiectasia mutada (ATM),
la cual es una serin-treonina cinasa, que se activa en respuesta al dano al ADN, dicha
interaccion es aumentada con la radiacion ionizante (Kim, Choi et al. 1999). Demas evidencia
demuestra que HDAC1 y 2 son rapidamente reclutadas hasta los sitios de dafio al ADN para
promover la hipoacetilacion de H3K56. La deplecién de estas enzimas induce una mayor
sensibilidad de las células tumorales a agentes que dafian el ADN y disminuye la habilidad de

reparacion de la doble cadena (Miller, Tjeertes et al. 2010) (Figura 7).
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Figura 7. Papel de las HDAC en la regulacion de la reparacion del ADN. Las HDACs interactuan con factores de
respuesta de dafio al ADN y promueven la reparacion del mismo. Los HDACIi inducen dafio al ADN mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por la supresion de las proteinas que reparan el ADN. Obtenido
de Liy Zhu, Int J Biol Sci, 2014.

3.6.3. Blancos terapéuticos dirigidos a la epigenética de FACMs

El cambio fenotipico de fibroblastos normales a FACs son procesos coordinados y dirigidos por
activadores y represores transcripcionales, microARNs y enzimas que participan en las
modificaciones postranscripcionales que reprograman la epigenética del genoma,

especialmente las histonas-desacetilasas (HDACs) (Massague, 2012).

Es bien sabido que las HDACs se sobreexpresan en diversos tipos de cancer, ya sean
sanguineos o tumores sélidos (Bolden, Peart, & Johnstone, 2006) y que los inhibidores de
algunas isoformas de estas enzimas (iHDACs) y otras drogas que modifican la epigenética
prometen convertirse en nuevas terapias para evitar la progresién con menos efectos adversos
en pacientes. La mayoria de los nuevos tratamientos estan disefiados para atacar blancos
epigenéticos que contribuyan a la proliferacion y supervivencia de las células cancerosas, sin
embargo, pocos estudios se han enfocado en los subtipos celulares presentes en la MEC y que
son de importancia farmacoldgica debido a sus multiples efectos, como son los FACs
(Barbarotta & Hurley, 2015; Damaskos et al., 2016; Kim et al., 2018; J. H. Lee, Choy, Ngo,
Foster, & Marks, 2010; Libby et al., 2015; Mann et al., 2007; Woo, 2016).

23|Pagina



Un estudio realizado por Kim y colaboradores (2018), muestra que la actividad in vitro del
Scriptaid (iIHDAC) antagoniza la expresién genética mediada por TGF en FACs, reduciendo
el depdsito de proteinas de matriz extracelular, asi como su contractilidad y rigidez, ademas de
retrasar el crecimiento tumoral en un modelo in vivo. Potencialmente, Scriptaid puede revertir
el microambiente tumoral que favorece la progresion de la enfermedad al prevenir los procesos
mecanosensoriales intrinsecos en los FACs y células tumorales (Kim et al., 2018). Aunque
estos nuevos blancos terapéuticos resultan promisorios, se requiere conocer mas el papel que
desempenan los diferentes isotipos de estas enzimas en la progresion tumoral, ya que se ha
sugerido que algunos iHDAC, especialmente de la isoforma HDAC2 pueden incrementar la
expresion de factores que pueden fomentar la progresion del tumor (Nguyen et al., 2017; Pazolli
et al., 2012).

El Vorinostat (pan-iHDAC) en células 4T1, inhibe la actividad de la MMP-9 y reprime la
migracion e invasibilidad celular. MMP-9 participa en la degradacion de colageno IV y su
sobreexpresion se ha asociado con la capacidad invasiva, metastasica y diversos tipos de
carcinoma (Cupi¢, Tesar, llijas, Nemrava, & Kovacevi¢, 2011; X. Hu etal., 2012; Y. Li, Wu, Zhang,
Yao, & Yin, 2012; Tang, Chiang, & Sun, 2008; Wang et al., 2015). El uso de Vorinostat en
combinacién con radiacion ionizante muestra una inhibicion del crecimiento tumoral en un
modelo de carcinoma mamario ortotépico en ratén indicando una posible sensibilizaciéon tumoral
a la radioterapia, ademas de una disminucion significativa de la metastasis pulmonar,
probablemente por la inhibicién de la actividad de MMP-9 (Chiu et al., 2013).

3.6.4. Inhibidores de HDACs

Los inhibidores de histona desacetilasas (HDACI) ejercen actividad anticancerigena al modular
procesos alterados en células neoplasicas, principalmente mediante la induccion de
diferenciacion, la detencion del ciclo celular y la activacion de apoptosis. Adicionalmente,
pueden contribuir a la regresion tumoral in vivo mediante la activacion de la respuesta

inmunitaria y la inhibicion de la angiogénesis (Johnstone, 2002).

Estructuralmente, los HDACi se agrupan en cuatro clases principales: hidroxamatos, péptidos
ciclicos, acidos alifaticos y benzamidas. El Tricostatin A (TSA) fue el primer hidroxamato natural
identificado como inhibidor de HDAC. Vorinostat (SAHA), analogo estructural del TSA, fue el
primer HDACi aprobado por la FDA para el tratamiento del linfoma cutaneo de células T. Los
HDAC:i alifaticos, como butirato, fenilbutirato y acido valproico, muestran una potencia inhibitoria

menor, requiriendo concentraciones milimolares para su actividad (Hyun-Jung & Suk-Chul,
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2011) (Figura 8).

Figura 8. Clasificacién general de inhibidores de la HDAC. El acido hidroxamico de suberoilanilida (SAHA) muestra
actividad a concentraciones uM. El acido valproico presenta especificidad por HDAC clase | y clase lla. Adaptado de
Hyun- Jung & Suk-Chul, American Journal of Translational Research, 2011.

Los inhibidores de histona desacetilasas (HDACIi) ejercen efectos anticancerigenos al
modificar la acetilacion de histonas y proteinas no histonas, regulando la expresion génica,
promoviendo apoptosis, deteniendo el ciclo celular, induciendo diferenciacién e inhibiendo la
angiogeénesis. También poseen actividad inmunomoduladora y pueden inducir muerte celular

tanto en células proliferativas como no proliferativas (West & Johnstone, 2014).

Los HDACI incrementan la expresion de multiples genes reprimidos en cancer, efecto que varia
segun el tipo de inhibidor, el tiempo de exposicion y el linaje celular estudiado. Algunos cambios
transcripcionales son directos, mientras que otros corresponden a respuestas posteriores
(Ungerstedt et al., 2005; Peart et al., 2005).

En modelos celulares, los HDACI inducen apoptosis, disminuyen la proliferacion y promueven
el arresto del ciclo, en parte mediante la reduccién de proteinas como FLIP y factores
antiapoptéticos, asi como la disminucién de VEGF, clave en la angiogénesis tumoral (Stearns
et al., 2007) (Tabla 4).
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Tabla 4. Efectos biolégicos multiples de los inhibidores de las histona-desacetilasas.

ViA DE SENALIZACION EFECTO
Tp53

TDR4

TBax, Bak
JFLIP

JIAPs
{Bcl-2, Bel-x!
Tp21

Tp27
Induccion de arresto celular dCiclina D
JCDk4
JTimidilato sintasa
{BCR/abl
JHER2/neu
JEGFR
JFLT-3
JpAKT
JER
JVEGF
{Ang2

ITie2

JHIF-1

Induccién de apoptosis

Desestabilizacion de oncogenes

Antiangiogénesis

3.6.4.1. Acido valproico

El acido valproico (VPA) es un acido graso ramificado de ocho carbonos, sintetizado por
primera vez en 1882. Farmacologicamente, es un anticonvulsivante de amplio espectro y
constituye uno de los farmacos de primera eleccién para epilepsias generalizadas vy
parciales. Ademas, se emplea en el manejo de trastornos bipolares, migrafia y dolor
neuropatico. A pesar de su eficacia clinica, el VPA presenta un riesgo teratogénico
significativo, asociado principalmente a defectos del tubo neural en exposicion temprana.
Durante la ultima década, se ha demostrado que varios de los mecanismos implicados en su
teratogenicidad incluyendo la inhibicion de histona desacetilasas también contribuyen a sus
propiedades antitumorales, lo que ha impulsado su estudio como agente con potencial

terapéutico en oncologia (Blaheta et al., 2002).

El acido valproico (VPA) regula vias clave de control celular mediante la induccion de
p21WAF1/CDKN1A (Cheng, Lin et al. 2007), favoreciendo el arresto del ciclo en G1/S. A nivel
apoptético, sensibiliza a las células a la apoptosis mediada por TRAIL/Apo2L al incrementar la
expresion de los receptores DR4 y DRS5, y al reducir proteinas antiapoptéticas como c-FLIP,
componentes del DISC y Bcl-2/Bcl-xL. Esta modulacion se traduce en una mayor activacion de

caspasa-3 y ha sido confirmada en diversos tipos de cancer, incluyendo leucemias y tumores
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sélidos (Schuchmann, Schulze- Bergkamen et al. 2006, Ziauddin, Yeow et al. 2006, Lagneaux,
Gillet et al. 2007, lacomino, Medici et al. 2008, Chateauvieux, Morceau et al. 2010).

El VPA también induce la expresion de caspasa-11, Fas y Fas-L, potenciando la apoptosis
dependiente de la via Fas y reduciendo la expresion de Bcl-2. En cancer de mama, inhibe el
crecimiento de lineas celulares independientes de receptores hormonales y potencia la eficacia
de agentes endocrinos como tamoxifeno, raloxifeno, fulvestrant y letrozol, favoreciendo la
regresion tumoral incluso en modelos resistentes (Phillips, Bullock et al. 2003; Angelucci,
Valentini et al. 2006; Olsen, Meussen-Elholm et al. 2004, Mongan and Gudas 2005; Hodges-
Gallagher, Valentine et al. 2007).

El acido valproico (VPA) ejerce parte de sus efectos antitumorales y teratogénicos mediante
la activacion de PPAR®S y la modulacion de la via Wnt, ademas de su actividad como inhibidor
de HDACs de clase | (HDACH1, 2, 3 y 8) en concentraciones milimolares, sin efecto relevante
sobre las HDACs de clase Il (Géttlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001). Aunque ha sido
evaluado en diversos tipos de cancer, su uso se ha limitado por hepatotoxicidad y baja
potencia antiproliferativa (Miller et al., 2003; Khan et al., 2008). En células MCF-7, VPA
disminuye el crecimiento celular e induce apoptosis (activacioén de caspasas-3 y -9) y arresto
en G1, probablemente mediante el aumento de p21 y la reduccién de ciclina D1, efectos

dependientes de la dosis y el tiempo de exposicién (Ma et al., 2017).

3.6.4.2. Acido hidroxamico de suberoilanilida (SAHA)

El acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) fue el primer inhibidor de HDAC aprobado por la
FDA para el tratamiento del linfoma cutdaneo de células T avanzado. Forma parte de los
compuestos hibridos polares (CHP), caracterizados por dos grupos polares separados por una
cadena apolar de 5-6 carbonos, derivados del prototipo HMBA. SAHA fue disefado para
mejorar la potencia y reducir la toxicidad mediante la incorporacién de un grupo fenilo terminal,

y su estructura se relaciona con la de tricostatin A (Richon et al., 1998) (Figura 9).

SAHA induce diferenciacion y apoptosis en células transformadas in vitro e in vivo (De Souza
& Chatterji, 2015). Su actividad se atribuye a la inhibicion de HDACs (Figura 15), provocando
la acumulacion de proteinas acetiladas y la alteracion de la expresion génica, asi como
efectos no transcripcionales como el arresto del ciclo celular (Marks, 2007). SAHA regula
multiples genes, induciendo p21, TBP-2, metalotioneina Il y H2B, y reprimiendo ciclina D,
ErbB2, timidilato sintasa e importina B (Richon, 2006).
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Dado el efecto antitumoral de los HDACi y la hepatotoxicidad del acido valproico (VPA),
Prestegui-Martel et al. (2016) disefiaron in silico el derivado arilado HO-AAVPA, combinando el
nucleo arilamida de SAHA con sustituyentes en el carboxilo para incrementar la inhibicion y
reducir la toxicidad. El disefio mantuvo la capacidad de interaccion del VPA con el “acetyl-
shuttle site” (ASL) de HDACS8 descrito por Vannini et al. (2007), cercano al sitio estérico. La
afinidad mejorada dependio de interacciones débiles generadas por los nuevos sustituyentes,
gue modulaban la interaccion con el Zn?* catalitico. Los derivados arilados mostraron un modo
de union distinto al del VPA original, semejante al reconocimiento observado para SAHA, lo que
explica sus mayores afinidades (Bermudez-Lugo et al., 2012; Prestegui-Martel et al., 2016) (Fig.
11).

Figura 9. Interacciones de diversos compuestos aril derivados de VPA, incluido el N-(2-hidroxifenil)-2-
propilpentanamida. (A) Los ligandos son capaces de adoptar la misma posicién de unién. (B) N-(2-hidroxifenil)- 2-

propilpentanamida se coordina con el atomo de Zn*3, (C) y (D) se muestra la cavidad en la HDAC8 alcanzado por los
ligandos. Prestegui-Martel et al., Journal of enzyme inhibition and medical chemistry, 2016.

De los estudios in silico se obtuvo el compuesto mas prometedor, llamado N-(2-hidroxifenil)- 2-
propilpentanamida (HO-AAVPA), cuyo efecto inhibitorio fue probado in vitro en diversas lineas
celulares de cancer de mama, mostrando que el compuesto HO-AAVPA es capaz de inhibir el
crecimiento celular de células sensibles a estrogeno, actuando de forma dependiente de la

concentracion (Prestegui-Martel, Bermudez-Lugo et al. 2016).

4. JUSTIFICACION
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El cancer de mama (CM) es una enfermedad de gran prevalencia en mujeres mayores de 20
afnos y graves repercusiones médicas y econdmicas y abarca todos los niveles sociales. A nivel
latinoamericano, se estima que el 29% de casos de cancer corresponden a cancer de mama.
Existen tratamientos como la quimioterapia y radioterapia con resultados muy variables y en las
ultimas dos décadas, el tamoxifeno ha sido el tratamiento predilecto para para pacientes que
padecen cancer de mama. El uso de este y otros compuestos, entre ellos los inhibidores de las
histonas desacetilasas (HDACi), como el acido valproico como adyuvante en el tratamiento
temprano del cancer mamario mejora la supervivencia y se piensa que su uso ha contribuido
de manera significativa a la reduccion de la mortalidad, sin embargo, a pesar de los beneficios
evidentes de estos tratamientos, es muy comun la resistencia al tratamiento, desarrollo de
metastasis en el 40% de los pacientes, en el caso del tamoxifeno debido a la baja sensibilidad
de las células tumorales por el aumento de matriz extracelular (MEC) en el tumor y de

hepatotoxicidad para el acido valproico.

La evidencia de que las modificaciones epigenéticas, hablando especificamente de la sobre
expresion de la enzima HDAC1, y su funcién en la conversion de fibroblastos normales a CAFs
ocurre mediante la accion coordinada de represores/activadores transcripcionales, ademas de

la reprogramacion gendmica mediada por miRNAs.

La generacion de compuestos dirigidos especificamente a las enzimas, como el HO- AAVPA,
abre un panorama alentador, ya que se piensa, pueden ser utilizados cuando los tumores
presentan una resistencia a la terapia, ya sea como monoterapias o como adyuvante con una
mayor potencia y menor toxicidad. Sin embargo, el efecto anticanceroso del HO-AAVPA, ha sido
estudiado in vitro, posee efectos antitumorales en lineas celulares de cancer de mama como

de cérvix, sin embargo, pero su efecto antifibrético no ha sido probado.
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5. HIPOTESIS

El compuesto HO-AAVPA, un inhibidor de la HDAC1, disminuye la deposicion de la matriz

extracelular de un tumor mamario triple negativo inducido en ratones hembra.
6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar histopatoldgica y molecularmente el efecto antifibrético del compuesto HO-AAVPA en

un modelo de cancer murino.
7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Induccién de tumor mamario triple negativo en ratones hembra, cepa Balb-C.

2) Evaluar la evolucion del desarrollo tumoral en base a su tamafo.

3) Estudiar el efecto antifibrético del compuesto HO-AAVPA a diferentes dosis en grupos
de ratones inoculados con la linea celular 4T1.

4) Analizar la modificaciéon en la expresion proteinas relacionadas a fibrosis como

respuesta al tratamiento con OH-AAVPA.
8. METODOLOGIA
8.1.  Sintesis del N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (HO-AAVPA)

Por goteo, en atmosfera de nitrégeno, se afadié cloruro de oxalilo (6 mL, 70.91 mmol) al
acido valproico (5 g, 34.67 mmol) y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 4h.
Se adicioné 8.33 mk de una solucién de trietilamina al 20% en tetrahidrofurano (THF) a 0°C
y se dejo agitar por 15 min, posteriormente, se adiciond por goteo el 2-aminofenol (3.67 g,
33.63 mmol) en 5 mL de THF a 0°C, una vez disuelto, se dejoé en agitacién a temperatura
ambiente por 8 h. La reacciéon se neutralizé con 25 mL de una solucién saturada de
bicarbonato de sodio. Se realizd la extraccion del crudo de reaccion con 33.3 ml de

diclorometano y se realizaron 3 lavados con 42 mk de diclorometano (Figura 10).
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Figura 10. Ruta sintética de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (HO-AAVPA).

8.2.  Purificacién de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (HO-AAVPA)

La purificacion del producto se realizé por cromatografia en columna utilizando silica gel
como soporte y una mezcla de hexano/acetato de etilo 95:5 como fase movil. El monitoreo
de la purificacion y reaccién se realizé por cromatografia en capa fina. Finalmente se realizé
una recristalizacion con una mezcla de hexano/diclorometano 2:1, buscando obtener el

producto deseado en forma de cristales hexagonales blancos con un rendimiento 260 %.
8.3. Caracterizacion quimica de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (HO-AAVPA)

Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (México) y se usaron sin purificacion
adicional. Las reacciones se controlaron mediante cromatografia en capa fina (TLC) sobre
laminas de aluminio con gel de silice 60 GF254 y un indicador fluorescente (visualizado con |uz
UV de 254 nm). La cromatografia Flash se realizé usando gel de silice 60 (malla 230- 400). Los
puntos de fusion se determinaron en tubos capilares abiertos con el fusiometro analogo Stuart
SMP11. Los espectros de RMN 'H y 3C se registraron en un espectrémetro Bruker Ascend 750
usando dimetilsulféxido deuterado (DMSOqd6) como disolvente y TMS como patrén interno.
Para asignaciones completas de datos, se usaron espectros 2D HSQC y HMBC. Los
desplazamientos quimicos (3) se informan en ppm campo abajo del estandar interno (CH3) 4Si
y las constantes de acoplamiento en hercios (Hz). Los espectros de IR se obtuvieron en un
espectrometro FT IR Perkin-Elmer (Spectrum GX). Solo se muestran bandas de absorcion
significativas, con valores de absorcion expresados como numeros de onda (cm™). La
espectrometria de masas de alta resolucidon de ionizacion por electrospray se realizé con un
instrumento Bruker micrOTOF-Q Il y Agilent 6545 Q-TOF LC / MS.

8.4. Induccion de cancer mamario triple negativo

Se realizd el subcultivo de la linea celular 4T1, de acuerdo con las especificaciones del
American Type Cell Culture (ATCC ®), en medio RPMI 1640 enriquecido al 10% con suero fetal
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bovino (GIBCO®), una vez alcanzada la confluencia del 70-80%, se cosecharon las células con
EDTA (Sigma-Aldrich ®) en PBS 1x, se realiz6 el conteo de las células viables y se re-suspendio
el pellet en 1 mL de medio RPMI. Previa anestesia con vapores de Sevorane, con una jeringa
de insulina se inocularon, subcutaneamente en el dorso en el dorso, a la altura de la escapula,

750 mil células/50uL de medio RPMI de ratones Balb-C hembras de 8-9 semanas de edad.
8.5. Tratamientos

Se prepararon diferentes soluciones: valproato de sodio en PBS 1x (600mg/kg de peso en
20uL), vehiculo mezcla 1:1 de etanol y aceite de ricino (20uL) y el compuesto HO-AAVPA a
dosis de 20, 40, 80 mg/kg de peso. Cada dosis de HO-AAVPA se disolvié en el vehiculo
(solucidn alcohol etilico:aceite de ricino, 1:1) y se inyectaron via subcutanea por 21 dias. Al dia
22 los animales fueron sacrificados con sobredosis de pentobarbital sddico (150 mg/kg), se
colocaron en decubito ventral sobre la mesa de operaciones, se fijaron por las patas. Se disecé
el tejido tumoral del torso del animal, retirando del tejido muscular y piel. Los animales fueron
pesados semanalmente: Antes de la inoculaciéon y cada 8 dias hasta la terminacion del
experimento. El numero final de animales incluidos en los estudios histologicos,
inmunohistoquimicos y bioquimicos fueron los siguientes: tumor inoculado (n=8), vehiculo
(n=9), VPA 600mg/kg (n=5), HO-AAVPA 20mg/kg (n=7), HO-AAVPA 40mg/kg (n=7) y HO-
AAVPA 80mg/kg (n=7),

8.6. Histologia

Una vez fijadas las muestras tisulares de higado y tumor, los tejidos fueron incluidos en
parafina, se cortaron, se montaron en lamillas histoldgicas, se tifleron con las técnicas de
hematoxilina y eosina (H-E) para el tejido hepatico y por las técnicas de Hy E, acido periddico
de Schiff (PAS), tricrémica de Masson y rojo Sirio, y se procedid a estudiar la histopatologia
utilizando el microscopio de luz (modelo Optiphot-2 de la marca Nikon), tomandose fotografias
representativas de cada condiciéon experimental. Ademas, las laminillas tefidas con rojo Sirio
fueron estudiadas bajo luz polarizada para cuantificar la cantidad de colagena de los tumores
por unidad de area. Para esto, se fotografiaron 7 campos por laminilla excluyendo las zonas
con tejido muscular remanente. Posteriormente, las imagenes fueron analizadas con el

programa Fiji version 1.0.
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8.7. Inmunofluorescencia

Los cortes tisulares adheridos a laminillas silanizadas se desparafinizaron 1 H a 56°C.
Posteriormente se rehidrataron en xilol (2x25 min) y en etanol a varias concentraciones: 100%
(2x3 min), 96% (2x3 min), 70% (1x3 min), 50% (1x3 min), agua destilada (1x3 min) y finalmente
PBS (1x3 min). Para el desenmascaramiento de antigenos, en olla convencional BIOCARE®
con buffer de citratos a pH6, se colocaron en la olla 400-450mL de agua destilada y se calenté
tapada por 6 min, colocar la Coplin con la solucién de citratos y laminillas rehidratadas en el
centro de la olla. Se colocaron por 5 min en el microondas y se dejo “campanear” por 1 min. Se
colocé la coplin en hielo para enfriarlo. Una vez fria la coplin, se lavd con PBS (1X) 5 min/3
veces. El siguiente paso consistié en permeabilizar membrana incubando con solucion PBS-
TRITON al 1% o PBS-TWEEN al 2% durante 25 min. Para bloquear uniones inespecificas, se
incubd con solucién de suero de caballo al 5% o albumina 1% en PBS 1X durante 1 H en camara
humeda a temperatura ambiente (TA). Se realizaron lavados con PBS (1X) 5 min/3 veces. Se
incubd con anticuerpo primario toda la noche a TA o durante 1 Ha 37°C (HDAC1 1:500 y a-
SMA 1:700) y se lavo con PBS (1X) 3veces/5 min. Posteriormente se incubd con anticuerpo
secundario conjugado fluorocromo (Alexa 488 1:500 o rodamina 1:500) por 1 h a 37°C en
camara humeda y oscura, se lavé con PBS 3veces/5 min. Se realizé la tincion nuclear con
Hoescht por 10 min (1:1000), se lavé con PBS 3veces/5 min y finalmente se monté con glicergel

y se observo al mocroscopio de epifluorescencia.

Para marcaje de dos proteinas de interés, se realizé una fijacion con PFA (paraformaldehido)
2% por 15 min, se lavdo PBS 3x5 min para posteriormente incubar con anticuerpo primario
durante toda la noche a TA o durante 1h a TA y 30 min a 37°C. Se lavé con PBS 3x5 min, se
incubd con el anticuerpo secundario (diferente fluorocromo) 1 H a 37°C, se lavé con PBS (1X)

3x5 min y se procedio con la tincidn nuclear y el montaje como se mencioné antes.
8.8. Western Blot

8.8.1. Extraccién de proteinas.

A partir de tejido tumoral congelado en nitrégeno liquido y conservado en congelacién a - 80°C,
se peso el tejido y coloco en un tubo eppendorf de 2mL, adicionando enseguida el volumen en
una relacion 1:12 m/v de buffer RIPA conteniendo 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP-40,
0.5% desoxicolato de sodio y 0.1% SDS, suplementado con un Mini cOmplete ®. El tejido con

el buffer se homogenizé con ayuda del sonicador hasta la disgregacién del tejido en bano de
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hielo para mantener la temperatura. Una vez disgregado el tejido, se colocé en agitacion a 4°C
por 45 minutos, posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm por 20 minutos a 4°C. Finalmente,
se recupero el sobrenadante y se coloco en tubos eppendorf de 2mL limpios y almaceno a -

20°C hasta su cuantificacion.
8.8.2. Cuantificacién de proteinas.

Se realizo la cuantificacion de proteinas con el kit comercial Pierce® BCA (Thermo- Scientific,
cat. 23225) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Una vez obtenida la cantidad de
proteina extraida (ug/uL) se preparé la muestra con buffer de carga, evitando hervirla para no

degradar la muestra.
8.8.3. Inmunobloting

Las muestras para GPER fueron desnaturalizadas a temperatura ambiente para prevenir la
agregacién, mientras que las muestras para GAPDH y COL1 fueron hervidas a 95°C por 5 min.
Se cargaron 40ug de proteina en un gel de poliacrilamida-SDS al 7% utilizando el estandar de
proteina pretefido PageRuler ® Plus de 10-250 kDa (Thermo-Fisher, cat. 26219), realizando
la electroforesis a 80V por 2.5h. Una vez alcanzado la separacion de las bandas deseada, se
realizé la inmunotransferencia de las proteinas a una membrana de Immun-Blot® PVDF
activada con metanol, transfiriendo toda la noche en bafo de hielo a 12A. Una vez transferida,
la membrana se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seca, se cortaron las bandas de
interés de acuerdo al peso molecular, se reactivd la membrana con metanol absoluto y se
colocaron en leche descremada al 5% en TTBS 0.1% por 1h en agitacion constante a
temperatura ambiente. Al finalizar el bloqueo, se coloca la membrana en el anticuerpo primario
especificos COL1A1 (cat. GTX112731, dilucion 1:1500, GeneTex, GeneTex Inc., Irvine, CA,
USA), GPR30 (cat. GTX107748, dilucion 1:500 dilucién, GeneTex, GeneTex Inc., Irvine, CA,
USA) y GAPDH (cat. G9545, dilucion1:10000, Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) diluidos en leche descremada 5% en TTBS 1% toda la noche a 4°C en agitacién
constante. Finalizado el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se
lavaron con agua destilada (1x5 minutos), posteriormente con TTBS 0.01% (2x10 minutos) y
finalmente con TBS (1x5 minutos). Las membranas lavadas se colocaron en los anticuerpos
secundarios anti-conejo (Sigma Aldrich, A0545, dilucién 1:2000) y anti-raton (Zymed, 62-6520,
dilucién 1:15000) en leche descremada 5% en TTBS 0.1% por 2h a temperatura ambiente.
Finalizado el tiempo de incubacién en el anticuerpo secundario, se lavaron las membranas

con TTBS 0.01% (2x10 minutos, 5x5 minutos), en el caso de las membranas incubadas con
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el anticuerpo anti-ratén, se realizé un lavado con una solucion de NaCl 0.5M y Tris-HCI 20mM
pH 7.4 para romper cualquier union inespecifica a la proteina, se realizé un lavado con TBS
(1x5 minutos). El revelado se realizé con el kit comercial de quimioluminiscencia Immobilon
(Millipore, WBKLS) de acuerdo al fabricante.

8.9. Analisis estadistico.

Para cada uno de los grupos de estudio se determind la distribucién de los datos haciendo uso
de la prueba D’Agostino y asi determinar si los datos tienen distribucion normal o no. Una vez
determinada la normalidad el analisis de los datos se llevé a cabo haciendo uso de un analisis
de varianza de una o dos vias (ANOVA de 2 vias) en el que se evaluaron el peso corporal y los
dias de tratamiento entre los diferentes grupos experimentales. Para las comparaciones entre
los diferentes grupos experimentales y una sola variable se realizaron las pruebas de Kruskal-
Wallis (para datos no paramétricos) o ANOVA de una via (para datos paramétricos) y sus
correspondientes pruebas pos-hoc (Dunn o Tukey respectivamente). Las pruebas estadisticas
se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 6.0. Los asteriscos indican las
diferencias significativas entre los grupos. La P menor a 0.05 fue considerada como

significativa en todos los casos.
9. RESULTADOS
9.1. Caracterizacion de la N-(2-hidroximetil)-2-propilpentanamida (HO-AAVPA)

Después de la re-cristalizacion del compuesto, se obtuvieron 3.5 g (70% de rendimiento) de la
N-(2-hidroximetil)-2-propilpentanamida como un cristal hexagonal, con un Rf=0.56 (Hex/AcOEt
7:3), PF=5412°C. FT IR (ATR) Umax 3309, 2958, 2932, 2872, 1606, 1549, 1447, 775, 687 cm '
(Figura 11). "H NMR (400 MHz, DMSO0-d6) 5 9.73 (s, 1H, OH), 9.36 (s, 1H, NH), 7.60 (dd, J =
8.0, 1.6 Hz, 1H, H-6’), 6.97 (ddd, J = 8.0, 7.3, 1.7 Hz, 1H, H-5’), 6.86 (dd, J =8.1, 1.4 Hz, 1H,
H-3’), 6.77 (ddd, J=7.9, 7.3, 1.5 Hz, 1H, H-4"), 2.58 (m, 1H, H-2), 1.54 (m, 1H, H-3), 0.7 (t, J=3
Hz, 6H, 2H-5). *C NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 175.5 (CO), 148.7 (C-2’), 126.8 (C-1’), 125.4
(C-4),123.1 (C-6’), 119.5 (C-5'), 116.7 (C-3’), 46.0 (C-2), 35.5 (2C-3), 20.7 (2C-4), 14.5 (2C-5)
(Figura 12). ESI-MS calculado para C14H21NO2: [M+H]+236.1482 obtenido: 236.168 (Figura
13).
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9.1.1. Espectroscopiade infrarrojo (IR)

Figura 11. Anélisis de espectroscopia de infrarrojo (IR) de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida.
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9.1.2. Resonancia magnética nuclear de carbono 13 (13C).
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Figura 12. Espectro de RMN 13¢ de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida
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9.1.3. Espectrometria de masas

Figura 13. Andlisis de espectrometria de masas. Peso molecular experimental= 236.1684

9.2. Evaluacion del efecto de HO-AAVPA en el volumen tumoral

Después de la inoculacion con la linea celular 4T1 en un grupo de 12 ratones hembra, el 91.6%
presentd crecimiento tumoral, a la semana 1, uno de los animales se encontré muerto y a lo
largo de la semana 4, otro animal fallecio, el resto de los ratones fueron sacrificados 4 semanas
post-induccién, obteniéndose un aumento de volumen tumoral (Figura 14). Los crecimientos
mas significativos comprenden a los animales 2, 4 y 12, los cuales, para la semana 4
mostraron un volumen tumoral 1 800, 112 y 538 veces mayor, respectivamente, versus la
semana 1 post-inoculacion. Este grupo fue utilizado para establecer el tiempo de inicio del
tratamiento, el cual sera considerado a la semana 1, ya que, para este dia, es faciimente
medible sin presentar molestia al animal para su alimentacion o zonas de necrosis tisular per

se. Por lo que se considera el momento propicio para iniciar con el tratamiento.
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Figura 14. Desarrollo tumoral del grupo control. Representa el crecimiento tumoral de cada animal perteneciente al
grupo control en el transcurso de las 4 semanas del protocolo. Se muestran diferencias significancias en el volumen
tumoral de los animales del grupo en la semana 1 vs semana 3, con un valor de *p<0.1; semana 3 vs semana 4,
semana 2 vs semana 4 y semana 1 vs semana 4 con valor ****p<0.0001.

La figura 15 presenta la grafica del porcentaje de cambio en el volumen tumoral entre la
semana 1 y semana 4 (3 semanas de tratamiento), no se observan diferencias significativas

entre los tratamientos.

10000

% Cambio volumen tumoral

Control Vehiculo VPA HO-AAVPA HO-AAVPA HO-AAVPA
inoculado 600 mglkg 20 mg/kg 40mg/kg 80 ma/kg

Figura 15. Cambios en el volumen tumoral. Se representan los grupos control inoculado y tratamientos con VPA e HO-
AAVPA (20, 40 y 80 mg/kg) con respecto al % de cambio del volumen al final del protocolo (4 semanas post-
inoculacion), no se observan diferencias significativas entre El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
ANOVA de 1 via con una poshoc de Tukey.
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9.3.

Evaluacion del efecto de HO-AAVPA en el estroma tumoral

La figura 16 muestra los cambios tisulares en respuesta al tratamiento vs los
controles, observandose zonas de muerte celular amplias rodeadas de células
tumorales viables en los grupos control VPA (Figura 16.1c) y las diversas dosis de HO-
AAVPA (Figura 16.1d-1f). Siendo evidentes cambios morfolégicos con picnosis
nuclear, vacuolizacion citoplasmatica y areas acelulares en respuesta al tratamiento
(fig.16.2c- 2f).
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Figura 16. Cambios estromales y morfologicos en respuesta a HO-AAVPA. Los cambios estromales son evidentes
en la tincion de hematoxilina y eosina (1a- 1g) observandose areas de muerte celular rodeadas de zonas con células
viables. Las modificaciones morfologicas incluyen vacuolizacién citoplasmatica (flechas), nucleos picnéticos
(cuadrados), caridlisis (triangulo) and cariorrexis (circulo) (2a-2g). Magnificacion 10x y 20x.

9.4. Cambios morfolégicos de tejido hepatico en respuesta a VPA y HO-AAVPA.

La figura 17 muestra las microfotografias obtenidas mediante tinciones de H&E y PAS
de tejido hepatico muestran cambios morfolégicos contrastantes entre los tratamientos
evaluados. En el grupo tratado con VPA se observaron infiltrados inflamatorios mixtos,
visibles alrededor de la triada portal (Figura 17.1), asi como alteraciones hepaticas
marcadas, caracterizadas por esteatosis macro y microvesicular (Figura 17.2) (flechas
negras). Estas caracteristicas reflejan un dano hepatico significativo asociado a la
exposicion al farmaco. En contraste, los tejidos provenientes de los grupos tratados con
HO-AAVPA mostraron una esteatosis minima o de bajo grado y ausencia de infiltrados
relevantes, lo cual sugiere un perfil de seguridad hepatica mas favorable (Figura 17.1).
En las tinciones PAS, se evidencid un aumento en los depdsitos de glucogeno
(senalados con flechas amarillas), particularmente en las dosis de 40 y 80 mg/kg
(Figuras 17.2). Este patron indica una modificacién en el metabolismo hepatico sin

llegar a representar un dano estructural comparable al observado con VPA.
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Figura 17. Cambios morfoldgicos en el tejido hepatico. Los hepatocitos muestran esteatosis micro y macrovesicular
(flechas negras) en el tratamiento con VPA, asi como depdsitos de glucdgeno (flechas amarillas) en los grupos
tratados con 20, 40 y 80 mg/kg de HO-AAVPA, evidenciando espacios entre la membrana celular y el ntcleo.

9.5. Cambios en la fibrosis del estroma tumoral por efecto de VPA y HO-AAVPA

La Figura 18 muestra la evaluacion comparativa de la fibrosis mediante tres técnicas

histologicas: tincion tricromica de Masson, rojo sirio bajo luz blanca y rojo sirio bajo luz
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polarizada. En la tincidon tricromica de Masson (Figura 18.1) se observan fibras colagenas
tefiidas en tonalidades azules, distribuidas de manera dispersa a lo largo del tejido. En
contraste, la tincion con rojo sirio bajo luz blanca (Figura 18.2) evidencia las fibras colagenas
en tonos rojos, permitiendo una delimitacion mas clara de las areas con mayor deposicion. Por
su parte, el analisis con rojo sirio bajo luz polarizada (Figura 18.3) muestra las fibras de
colagena con birrefringencia caracteristica, evidenciandose en tonalidades rojo brillante y verde
sobre un campo oscuro, lo que facilita la diferenciacién entre colagena tipo | (rojo-anaranjado)

y tipo Il (verde).

En los grupos control inoculado y vehiculo, las tres técnicas revelan una abundante presencia
de fibras colagenas distribuidas en forma de racimos, observandose extensas areas de
depdsito tanto de colagena tipo | como tipo Il (Figura 18.2a-b). En contraste, los animales
tratados con VPA (600 mg/kg) y con HO-AAVPA en dosis de 20, 40 y 80 mg/kg (Figura 18c-f)
presentan una disminucion notable en la deposicion de colageno. Esta reduccién es
especialmente evidente en las tinciones con rojo sirio bajo luz polarizada, donde la intensidad
y extension de las fibras birrefringentes es considerablemente menor en comparacién con los
controles (Figura 18.3c-f). La disminucion en la fibrosis resulta mas marcada en los grupos
tratados con VPA y con HO-AAVPA en el rango de 20 a 80 mg/kg, donde se aprecia una
reduccion sustancial en la distribucién de fibras colagenas dispersas en el tejido, lo que sugiere

un efecto antifibrético dependiente de la dosis.
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Figura 18. Evaluacién de fibrosis tumoral. La tincién de tricromica de Masson (1a-f), rojo sirio con luz blanca (2a-f) y
rojo sirio con luz polarizada (3a-f) muestran una disminucién de los depésitos de colageno intratumoral en los grupos
20, 40 y 80 mg/kg.

La figura 19 muestra las unidades relativas de fibrosis, se observa una disminucién significativa
del 95.1, 95.3, 93.5, 93.2% en los grupos VPA, 20, 40y 80 mg/kg HO-AAVPA con respecto
al control vehiculo y del 80, 80.6, 99.9 y 72.2% versus el control inoculado. En conjunto, estos

hallazgos demuestran el potencial antifibrético de HO-AAVPA en comparacién con la alta
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produccion de fibrosis inducida por el vehiculo (Figura 28).
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Figura 19. Evaluacion del efecto de HO-AAVPA y VPA en la fibrosis tumoral. La cuantificacion de la fibrosis en los
grupos experimentales (unidades relativas) mostré una reduccion significativa de la fibrosis en los grupos tratados
con VPA y HO-AAVPA en comparacion con el grupo control con tumor. Ademas, todos los tratamientos (VPA y HO-
AAVPA a 20, 40 y 80 mg/kg) presentaron niveles de fibrosis significativamente menores en comparacion con el grupo
vehiculo. HO-AAVPA a 20 y 40 mg/kg redujo la fibrosis 8.76 y 8.79 veces, respectivamente, en comparacion con el
grupo tumor inoculado. Por su parte, VPA y HO-AAVPA (20, 40 y 80 mg/kg) mostraron reducciones de 9.58, 9.65,
9.66 y 9.31 veces, respectivamente, en comparacion con el grupo vehiculo, mostrando significancia con valores de

K*kkk

p < 0.0001. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida del analisis post hoc
de Dunn.

9.6. Efecto de VPA y HO-AAVPA en la expresion de HDAC1 y a-SMA en tejido
tumoral

Inmunofluorescencia evidencia la expresion de diferentes proteinas de interés, la imagen

compuesta por los tres canales (merge) (Figura 20a), la tincion de Hoechst (azul) para

evidenciar nucleos celulares (Figura 20b), la expresion de HDAC1 (puntilleo color verde

brillante) (Figura 20c), asi como la a-SMA en el citoplasma de los fibroblastos activados

(FACs) (rojo) (Figura 20d) en los diferentes grupos experimentales.
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Tumor inoculado

Vehiculo
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HO-AAVPA
(20mg/kg)
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Figura 20. Expresion de HDAC1 y a-SMA en una muestra tisular. a) Merge de los tres canales usados. b) Tincion
nuclear con Hoechst. ¢) Fluorescencia especifica del fluorocromo Alexa 488 en el ntcleo celular evidenciando la
expresion de HDAC1. d) Fluorescencia en color rojo caracteristica de la rodamina, mostrando la expresion de |-
SMA en la membrana de fibroblastos activados, que presentan una morfologia alargada y dentada. Magnificacion

20x.
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La figura 21 muestra un aumento significativo en el numero de células que expresan La enzima
HDAC1 en los grupos control vehiculo, VPA, 20, 40 y 80 mg/kg HO-AAVPA respecto al control
y del grupo 160 mg/

Figura 21. Numero de células que expresan HDAC1 en tejido tumoral. Se observaron diferencias significativas entre
el grupo control inoculado y los grupos vehiculo y HO-AAVPA (****p < 0.0001), asi como entre el grupo control
inoculado y el grupo tratado con VPA (***p < 0.0005). El andlisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba post hoc de Tukey.

La figura 22 muestra el efecto de los inhibidores de HDAC (VPA e HO-AAVPA) sobre el nimero
de fibroblastos asociados a cancer que expresan a-SMA (FAC®SM**)  disminuyéndolo de
manera significativa en todos los grupos tratados con iHDAC con respecto al grupo vehiculo y
control inoculado.

Figura 22. Numero de células que expresan a-SMA en tejido tumoral. Se observa un decremento significativo en la
expresion de a-SMA en los grupos VPA y HO-AAVPA (20, 40 y 80 mg/kg) vs el vehiculo y del grupo 20 mg/kg vs el
control inoculado. ****p< 0.0001, ***p<0.005 y *p<0.05. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
Kruskal-Wallis y un post hoc de Dunn.
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9.7. Efecto de VPA y HO-AAVPA en la expresion de colageno 1 y GPER

Se evaluo la expresion de COL1A1 y GPER1 en los tejidos tumorales (Figura 23a). Los analisis
por Western blot mostraron que los tratamientos con HDACI disminuyeron de manera
significativa la expresion de COL1A1 (Figura 23b). En cuanto a GPER1, su expresion se redujo
de forma mas pronunciada con las dosis de 40 y 80 mg/kg de HO-AAVPA en comparacién con
la dosis de 20 mg/kg, aunque sin diferencias significativas respecto a los demas grupos (Figura
23c).

Figura 23. Expresion de GPER1 y COL1 analizada por Western blot en tejido tumoral. a) Inmunodeteccién de los
lisados totales obtenidos de los tejidos tumorales de los distintos grupos experimentales. Para el ensayo de Western
blot se emplearon anticuerpos anti-GAPDH, anti-COL1 y anti-GPER1. b) Cambios de expresion (fold change) de
COL1. ¢) Cambios de expresion (fold change) de GPER1, analizados con el programa Image-Lab™. Los datos se
presentan como media + D.E. de los grupos experimentales. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de
una via y la prueba de Tukey. Los valores de ***p < 0.001, **p < 0.005 y *p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

10. DISCUSION

10.1. Sintesis, purificacion y caracterizaciéon del compuesto HO-AAVPA

En este estudio se logroé la sintesis, purificacion y caracterizacion estructural del compuesto
HO-AAVPA, siguiendo la ruta sintética descrita previamente por Prestegui-Martel (2016)
(Prestegui-Martel et al., 2016) (Figura 10). El producto obtenido presenté una morfologia
cristalina en forma de agujas delgadas y opacas, coherente con lo reportado para sus analogos

arilamidicos. La identidad quimica del compuesto fue confirmada mediante los andlisis de
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espectroscopia infrarroja (IR) (Figura 11), resonancia magnética nuclear (RMN) (Figura 12) y
HPLC-MS (Figura 13), cuyos resultados corroboraron la presencia de los grupos funcionales
esperados y la integridad de la estructura propuesta. Estos hallazgos validan la correcta
obtencion del HO-AAVPA y sientan las bases para la evaluacion de sus propiedades bioldgicas

en los modelos experimentales empleados.

10.2. Evaluacion del efecto de VPA e HO-AAVPA en el tejido tumoral

Los cambios morfolégicos observados en las células tumorales y en el estroma constituyen
indicadores relevantes de malignidad. Para evaluar el grado tumoral se empleé la escala SBR
(puntaje maximo: 9), mediante la cual se confirmd que los tejidos analizados presentaron
caracteristicas propias de un carcinoma de alto grado. Este sistema considera tres criterios:
formacion de tubulos (<10%, 3 puntos), pleomorfismo nuclear (variacién marcada = 3 puntos)
e indice mitético (>10 mitosis atipicas en 10 campos = 3 puntos) (Amat et al., 2002; Elston y
Ellis 1991). El tratamiento con VPA y HO-AAVPA provocé modificaciones celulares y
estromales; sin embargo, las diferencias en el tamafo de las zonas de muerte celular y en el
crecimiento tumoral entre las distintas dosis no fueron significativas. Aun asi, los resultados
sugieren una correlacion entre la dosis, la duracion del tratamiento y los efectos
antiproliferativos y proapoptéticos de los HDACis. En un estudio in vitro, Prestegui-Martel et al.
(2016) reportaron un efecto antiproliferativo dependiente de la concentracion de OH-AAVPA en
diversas lineas celulares de cancer de mama. Las discrepancias entre los resultados in vitro e
in vivo podrian explicarse porque, en condiciones in vitro, el compuesto alcanza de forma
inmediata sus blancos bioldgicos, mientras que en modelos in vivo debe atravesar barreras
fisiolégicas para llegar al tumor. Adicionalmente, las variaciones genéticas, epigenéticas,

metabdlicas y fisiologicas influyen en la respuesta farmacoldgica observada (Figura 16).

10.3. Cambios en el parénquima hepatico en respuesta a HDAC..

Los HDACIis representan una estrategia consolidada en el tratamiento del cancer. Farmacos
como vorinostat (SAHA), romidepsina (FK228), belinostat (PXD101) y panobinostat (LBH589)
han sido aprobados por agencias regulatorias internacionales para el tratamiento de CTCL,
PTCL y mieloma multiple. De manera similar, la chidamida (CS055), aprobada en China, ha
mostrado eficacia en PTCL y cancer de mama avanzado (Liang et al., 2023). No obstante, se
han documentado efectos adversos importantes, entre ellos la hepatotoxicidad inducida por
VPA, la cual se relaciona con la generacion de especies reactivas de oxigeno derivadas de su

B-oxidacién mitocondrial (Abbott y Anari 1999; Ldscher 1999). Este proceso ocasiona
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agotamiento del glutation hepatico y estrés oxidativo. Estudios previos han descrito esteatosis
microvesicular en hepatocitos aislados y biopsias de animales expuestos a 4-ene-VPA (Tang
et al., 1995), asi como esteatosis macro y microvesicular en pacientes epilépticos bajo
tratamiento prolongado (Sato et al., 2005). En este estudio, los animales tratados con VPA
mostraron cambios microvesiculares en hepatocitos (Figura 17) y un incremento en la
mortalidad tras dos semanas de tratamiento, lo cual confirma su toxicidad hepatica. No
obstante, parte de las vesiculas observadas podrian deberse a acumulacion de glucégeno, ya
que la inhibicion de HDAC1 reduce la expresion de PEPCK y HNF-4a, ambos reguladores del
metabolismo glucidico (Oiso et al., 2011; Xie et al., 2009). La acumulacion de glucégeno
presenta caracteristicas histoldgicas distintas de la presencia de lipidos, lo que podria explicar

algunas de las observaciones realizadas (Hardisty y Brix, 2005).

10.4. Expresiéon de HDAC1 y a-SMA en respuesta a HO-AAVPA y VPA

El efecto inhibidor de HO-AAVPA sobre HDAC1 (Sixto-L6pez et al., 2020a; Sixto-Lopez et al.,
2020b) redujo el numero de fibroblastos positivos a a-SMA (Figura 22). Dado que los
fibroblastos activados promueven la EMT y la progresion tumoral (Kim et al.,, 2018), la
disminucion de esta poblacion sugiere un impacto directo sobre el microambiente tumoral. Kim
et al. (2018) demostraron que el HDACIi Scriptaid antagoniza la sefalizaciéon mediada por TGF-
B en CAFs, disminuye la deposicion de proteinas de la MEC vy, con ello, reduce la rigidez del
estroma y retrasa el crecimiento tumoral. Asimismo, se ha reportado que Trichostatin A, un
inhibidor de HDAC de clase | y Il, suprime la EMT en células epiteliales renales (Yoshikawa et
al., 2007). En este estudio, la inhibicion de la fibrosis observada con HO-AAVPA (Figuras 21)
sugiere una reduccion de la actividad de los CAFs (Guo et al.,, 2009), contribuyendo
posiblemente a revertir el microambiente protumoral mediante una disminucion en los procesos

mecanosensoriales de CAFs y células tumorales.

10.5. Cambios en la fibrosis intratumoral en respuesta a tratamientos con HDACi

La disminucion del efecto antifibrético en la dosis mas alta de HO-AAVPA (80 mg/kg) podria
explicarse por la induccién de P-glicoproteina (P-gp), proteina capaz de expulsar farmacos
anticancerigenos, cuya expresion puede aumentar tras el uso de inhibidores de HDAC1
(Figuras 18-19) (Kim et al., 2009; Wang et al., 2016). De acuerdo con lo descrito por Ramirez-
Farias et al. (2021), la interaccion entre células tumorales y CAFs puede favorecer un
incremento de fibrosis, o que coincide con lo observado (Figuras 22). La acumulacién de

colageno se ha asociado también con resistencia al tamoxifeno (Jansen et al., 2005; Ramirez-
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Farias et al., 2021). Ademas, genes relacionados con la MEC, como COL1A1, se encuentran
alterados en cancer de mama avanzado, fenébmeno vinculado con mayor capacidad invasiva y
mayor reclutamiento de células estromales (Jansen et al., 2005; Kim et al., 2014; Matossian et
al., 2018). Por ello, la disminucién de COL1A17 inducida por HO-AAVPA podria constituir una
estrategia terapéutica util en pacientes resistentes a terapias de primera linea debido a una
elevada rigidez estromal. En concordancia, Chiu et al. (2013) demostraron que SAHA
combinado con radiacioén inhibié el crecimiento tumoral y redujo las metastasis pulmonares en
un modelo de TNBC.

10.6. Efecto de HO-AAVPA en la expresion de GPER1

El papel de GPER1 en la progresion del cancer de mama permanece poco claro; sin embargo,
su participacion en la biologia del TNBC lo posiciona como un posible blanco terapéutico.
Estudios previos han documentado un aumento de su expresion en CAFs, lo cual favorece su
proliferacion, migracién y cambios asociados con EMT (Hsu et al., 2019). No obstante, otros
estudios han mostrado que la activacion de GPER1 por G-1 suprime la proliferacion tumoral y
la EMT de manera dependiente de la concentracion (Chen et al., 2016; Weilkenborn et al.,
2014). En este trabajo, los tumores tratados con HO-AAVPA mostraron un aumento en la
expresion de GPER1 en el grupo de 20 mg/kg, seguido de una disminucion en las dosis
superiores (Figura 23a-b). Cabe destacar que algunos HDACis han demostrado reducir la
expresion de GPER1 en estudios in vitro (Imesch et al., 2013; Prestegui-Martel et al., 2024). A
pesar de ello, su modulacién podria tener beneficios sobre la EMT, como lo proponen De
Francesco et al. (2018), aunque también se ha reportado que la sobreexpresion de GPER1
puede asociarse con rutas pro-metastasicas (De Francesco et al., 2018; Xu et al., 2022). Las
diferencias entre los modelos in vitro e in vivo podrian deberse al metabolismo diferencial del
compuesto. En consecuencia, se requieren estudios adicionales que permitan esclarecer el
papel de GPER1 en la modificacion de la EMT, la progresiéon del TNBC y la posible

resensibilizacion terapéutica.

11. CONCLUSIONES

El modelo animal de TNBC mostré desarrollo tumoral cinco dias después de la inoculacion,
acompafnado de una disminucién progresiva del peso corporal. Tras 21 dias de tratamiento con
HDAC:is se observo un efecto antifibrotico, posiblemente asociado con la inhibiciéon de la via del

TGF-B. El efecto antiproliferativo pudo relacionarse con manifestaciones morfoldgicas propias
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de apoptosis, como picnosis, caridlisis y cariorrexis. HO-AAVPA no generd alteraciones

hepaticas y, ademas, parecio sensibilizar las células tumorales.

El efecto antiproliferativo relacionado con la activacion de GPER1 podria aprovecharse como
herramienta terapéutica en etapas tempranas de TNBC. Asimismo, los agonistas de GPER1

podrian inducir efectos anticancerigenos al aumentar la expresion del receptor.

Finalmente, aunque la cantidad de células positivas a HDAC1 aumento, esto podria representar
un mecanismo compensatorio. La disminucion de CAFs positivos a a-SMA y la reduccién de
fibrosis apoyan que, pese al incremento en la expresion de la enzima, su actividad continta

inhibida, como lo evidencia la menor deposicion de colageno.
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