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Resumen de la tesis que presenta Claudia Alcira Espinoza Gonzalez como requisito parcial para la
obtencién del grado de Doctor en Ciencias en Nanociencias.

Efectos del derivado de adenosina IFC-305 en la progresion y metastasis del cancer de mama triple
negativo

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Judrez Camacho
Directora de tesis

El cdncer de mama triple negativo (CMTN) es una forma agresiva de cancer sin receptores
hormonales, lo que limita las opciones de tratamiento. Por eso, la busqueda de nuevas terapias es
fundamental. En este contexto, el compuesto IFC-305, un derivado de adenosina ha mostrado un
potencial prometedor. Esta tesis se enfoca en evaluar el efecto del IFC-305 en la viabilidad y
migracion de las células de CMTN, su impacto en una via de sefializacion clave para la metastasis, y
su eficacia en el tratamiento de metdstasis dseas. Se realizaron experimentos in vitro para analizar la
toxicidad de IFC-305 en células sanas y cancerosas. A diferencia de las células sanas, que no
mostraron cambios significativos en su viabilidad, las células de CMTN experimentaron una reduccion
notable. A concentraciones de 10 y 20 mM, el compuesto disminuyé significativamente la viabilidad
de las células cancerosas después de 24, 48 y 72 horas de tratamiento. Ademas, se evalud el efecto
del compuesto en la capacidad de las células de CMTN para migrar. A concentraciones de 5, 10y 20
mM, el IFC-305 redujo la migracion celular. Este hallazgo es importante, ya que la migracion es un
paso crucial en la diseminacidon metastdsica del cancer. Para entender el mecanismo de accién de
IFC-305, se estudid su impacto en la via de sefalizacion de TGF-B, que juega un papel clave en la
progresion tumoral y la metastasis. Los resultados mostraron que el IFC-305, a altas concentraciones,
inhibe la activacion de esta via al reducir la fosforilacion de las proteinas SMAD2/3, que son
mediadoras de la sefializacion del TGF-P. Se sabe que la via de TGF-$ también regula la expresion del
gen PMEPA1, que se ha relacionado con la progresion del tumor y la metastasis dsea. El tratamiento
con IFC-305 disminuyd los niveles de mRNA de este gen, lo que apoya la idea de que el compuesto
interrumpe la sefializacién del TGF-B. Finalmente, se evalud el efecto terapéutico del IFC-305 en un
modelo de ratdn con metastasis dsea. Se indujo la metastasis en los ratones y luego se les administré
IFC-305 siguiendo tres esquemas de dosificacién. Todos los esquemas mostraron una reduccion
significativa del area de las lesiones osteoliticas. El tratamiento mas efectivo fue la administracion de
100 mg/kg en dias alternos, que logré una reduccion del 68.9 % en el tamafio de las lesiones.
Curiosamente, la dosificacién de 50 mg/kg en dias alternos fue mas eficaz que la dosificacién diaria
de la misma cantidad, lo que sugiere que la frecuencia de la dosis es un factor importante en la
efectividad del compuesto. En conclusidn, este estudio demuestra que el IFC-305 inhibe la viabilidad
y migracion de células de CMTN, interrumpe la via de sefializacién de TGF-B y reduce eficazmente las
lesiones 6seas en un modelo animal. Estos hallazgos validan el potencial del IFC-305 como un agente
terapéutico prometedor para el tratamiento de la metdstasis dsea en el cdncer de mama triple
negativo.

Palabras clave: Derivado de adenosina, IFC-305, Cancer de mama, TGF-§, Metastasis dsea



Abstract of the thesis presented by Claudia Alcira Espinoza Gonzalez as a partial requirement to
obtain the PhD of Science degree in Nanoscience.

Effects of the adenosine derivative IFC-305 on the progression and metastasis of Triple-Negative
Breast Cancer

Abstract approved by:

Patricia Juarez Camacho, Dra.
Thesis Director

Triple-negative breast cancer (TNBC) is one of the most aggressive subtypes of breast cancer,
distinguished by its high metastatic potential and the absence of hormone receptors, which severely
limits available therapeutic options. Consequently, the search for novel compounds with therapeutic
potential is of critical importance. IFC-305, an adenosine derivative, has demonstrated promising
anti-tumor activity in preclinical models of hepatocellular carcinoma. In this study, both in vitro and
in vivo models were employed to evaluate the effect of IFC-305 on the viability of healthy and cancer
cells, its impact on cell migration, its modulation of the TGF-B signaling pathway—a key driver of
metastatic progression—and its potential therapeutic efficacy in the treatment of breast cancer bone
metastasis. The effect of IFC-305 on cell viability was tested in vitro. In healthy cells, no significant
reduction in cell viability was observed even at the highest concentrations (10 and 20 mM) after 24 h.
In contrast, TNBC cells exhibited a marked decrease in viability at these concentrations across all time
points tested (24, 48, and 72 h). Additionally, wound healing assays revealed that IFC-305
significantly inhibited cancer cell migration, particularly at concentrations of 5, 10, and 20 mM after
24 h, suggesting an anti-migratory effect relevant to metastatic dissemination. At the molecular level,
Western blot analysis was conducted to assess the phosphorylation of SMAD2/3, key cytoplasmic
mediators of the canonical TGF-B signaling pathway. In the absence of TGF-B1, SMAD2/3
phosphorylation remained at basal levels; however, upon TGF-f stimulation, a robust increase in
phosphorylation was observed. Treatment with IFC-305 at higher concentrations (10 and 20 mM)
significantly attenuated SMAD2/3 phosphorylation, indicating that IFC-305 may inhibit the activation
of the TGF-B/SMAD signaling axis in TNBC cells. TGF-B signaling has been shown to contribute to the
maintenance of cancer stem cells (CSCs) in breast cancer, in part by upregulating the expression of
PMEPA1, a TGF-B-responsive gene involved in modulating this pathway. In the present study, IFC-305
treatment resulted in decreased mRNA levels of Pmepal, supporting its role in downregulating this
signaling cascade associated with tumor progression and bone metastasis. /In vivo, a mouse model of
bone metastasis was established via intracardiac inoculation of 4T1 cells. Mice were treated with IFC-
305 at different dosing schedules: 50 mg/kg daily, 50 mg/kg every 2 days, and 100 mg/kg every 2
days. All treatment groups showed a significant reduction in osteolytic lesion area compared to
controls. Notably, the most substantial reduction (68.9%) was observed in the group receiving 100
mg/kg every 2 days. Interestingly, the 50 mg/kg every 2 days regimen proved more effective than
daily administration, suggesting that dosing frequency modulates the therapeutic activity of IFC-305.
Collectively, these findings highlight the therapeutic potential of IFC-305 in mitigating bone
metastases in TNBC and underscore the relevance of targeting the TGF-B signaling pathway in this
context.

Keywords: Adenosine derivative, IFC-305, Breast cancer, TGF-§, Bone metastases.
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Capitulo 1. Introduccidn

El cancer es un problema de salud publica de gran magnitud a nivel mundial. En 2022, se registraron
aproximadamente 20 millones de nuevos casos y la enfermedad fue responsable de casi una de cada seis
muertes (16.8 %) en general, asi como de una de cada cuatro (22.8 %) entre las enfermedades no
transmisibles (Bray et al., 2024). Entre los diversos tipos de cadncer, el de mama es el mas frecuente en
mujeres, con un nuevo diagndstico estimado cada 18 segundos en el mundo (Harbeck et al., 2019). En
2018, se reportaron aproximadamente 2.1 millones de casos nuevos, con una incidencia anual superior a
1.6 millones (Bray et al., 2018). A pesar de los avances en diagndstico, tratamiento y prevencién, el
cancer de mama continda siendo una de las principales causas de mortalidad femenina, con mas de

500,000 muertes al afio a nivel global (Jin & Mu, 2015).

El cancer de mama es una enfermedad molecularmente heterogénea (Harbeck et al., 2019),
caracterizada por distintas alteraciones genéticas y moleculares. Estas diferencias moleculares han
permitido clasificar al cancer de mama en tres subtipos principales: 1) receptor hormonal positivo y
ERBB2 negativo (HR+/ERBB2-), caracterizado por la expresion de receptores de estrégeno y/o
progesterona sin sobreexpresion de HER2; 2) ERBB2 positivo (ERBB2+), con sobreexpresiéon o
amplificacion del gen HER2, independientemente del estado de los receptores hormonales; y 3) cancer
de mama triple negativo (CMTN), definido por la ausencia de expresion de receptores de estrogeno,

progesterona y HER2.

El CMTN representa aproximadamente el 15 % de los casos de cadncer de mama y se asocia con un peor
prondstico debido a su agresividad y alto riesgo de recurrencia, especialmente en los primeros afios tras
el diagndstico (Lara-Medina et al., 2011). Ademds, tiene una mayor tendencia a desarrollar metdstasis en
drganos vitales como el cerebro, pulmones, higado y huesos, lo que contribuye significativamente a la

mortalidad asociada a esta enfermedad (Foulkes et al., 2010).

El tratamiento del cadncer de mama es multidisciplinario y se adapta a las caracteristicas individuales de
cada paciente. Entre las principales estrategias terapéuticas se incluyen: cirugia, radioterapia,

guimioterapia, terapia endocrina, inmunoterapia, entre otras (Waks & Winer, 2019).

Aungue existen diversas estrategias terapéuticas, el CMTN presenta un desafio clinico debido a la falta

de dianas terapéuticas especificas. La ausencia de expresion de los receptores hormonales y HER2 limita
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el uso de terapias dirigidas, lo que aumenta la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas

para mejorar el prondstico de estos pacientes.

Mas del 90 % de las muertes por cancer de mama metastdsico se deben a la propagacion de células
tumorales a drganos distantes (Massagué & Obenauf, 2016). Las metdastasis comprometen drganos
vitales y generan multiples tumores, los cuales son dificiles de extirpar quirdrgicamente y desarrollan
resistencia a las terapias sistémicas (Harbeck et al., 2019; Massagué & Obenauf, 2016). La metastasis
dsea es una complicacién frecuente del cancer de mama avanzado, presente en mas del 80 % de los
pacientes con enfermedad avanzada (Suva et al., 2011). El hueso proporciona un microambiente
favorable para la proliferaciéon de células tumorales, lo que puede generar complicaciones como dolor
0seo, fracturas patoldgicas, hipercalcemia y compresién nerviosa (Weber & Kominsky, 2018). La
destruccidn dsea en estas metdastasis esta mediada principalmente por osteoclastos, y diversos factores
de crecimiento liberados de la matriz ésea, como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B),

pueden promover la progresion metastasica (Yin et al., 1998; Massagué, 2012; Batlle & Massagué, 2019).

Se ha demostrado que el TGF-B desempefia un papel clave en la metastasis del cdncer de mama al actuar
directamente sobre las células tumorales, lo que facilita el desarrollo de metastasis dseas osteoliticas
(Yin et al., 1998; Ganesh & Massagué, 2021; Thordur et al., 2014). Por lo tanto, comprender los
mecanismos moleculares involucrados en la metastasis 6sea en CMTN es crucial para el desarrollo de

nuevas estrategias terapéuticas que mejoren la supervivencia y calidad de vida de los pacientes.

El derivado de adenosina IFC-305 ha demostrado tener efectos prometedores en la prevencién y
tratamiento del cadncer. Estudios previos han revelado que el IFC-305 inhibe el desarrollo de lesiones
preneoplasicas en un modelo de hepatocarcinogénesis in vivo. De igual manera, se observd una
reduccion significativa en el drea nodular positiva para y-glutamil transferasa (GGT), un marcador

tumoral en la carcinogénesis hepatica quimica (Velasco-Loyden et al., 2017).

En el presente trabajo, se evalud la eficacia de IFC-305 como agente terapéutico para la metastasis dsea
en el cancer de mama. Nuestra investigacién explora la capacidad de IFC-305 para modular la via de
sefializacion candnica de TGF-B y su impacto directo en las células cancerosas, ademas de evaluar sus
efectos in vivo utilizando un modelo murino de metastasis dsea. Los hallazgos obtenidos ofreceran
nuevas perspectivas para el desarrollo de estrategias de tratamiento dirigidas a uno de los aspectos mas

complejos del cancer de mama triple negativo: la metdstasis.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Cancer de mama

El cadncer de mama es una de las neoplasias malignas mas frecuentes a nivel mundial y constituye la
principal causa de muerte por cancer en mujeres (Bray et al.,, 2024). Se origina a partir de una
proliferacién descontrolada de células epiteliales en el tejido mamario, y aunque los avances en el
diagndstico y tratamiento han permitido detectar la enfermedad en etapas tempranas, sigue
representando un problema de salud publica de gran magnitud debido a su alta incidencia, recurrencia y
mortalidad (Harbeck et al., 2019). Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afo
2020 se diagnosticaron mas de 2.3 millones de nuevos casos a nivel global, lo que equivale
aproximadamente a uno de cada ocho casos de cdncer. A pesar de los avances terapéuticos, las
desigualdades en el acceso a servicios médicos siguen condicionando una elevada tasa de mortalidad en
regiones con recursos limitados, donde el diagndstico tardio y la falta de tratamientos efectivos son adn
una constante (Waks & Winer, 2019). Especificamente en México, los decesos por cancer de mama en
mujeres representan el 17 % del total de muertes relacionadas con cancer, consoliddndose como un

problema prioritario de salud publica (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2022).

El cdncer de mama no constituye una entidad clinica homogénea, sino que comprende un espectro de
subtipos con caracteristicas moleculares, clinicas y prondsticas diferenciadas (Bianchini et al., 2016). Esta
heterogeneidad influye directamente en su comportamiento bioldgico y en la respuesta al tratamiento,
lo que ha impulsado el desarrollo de terapias dirigidas de acuerdo con el perfil molecular de cada tumor
(Bianchini et al., 2016). Entre estos subtipos, el cdncer de mama triple negativo (CMTN) representa un

desafio particular en la practica clinica (Zardavas et al., 2015).

El CMTN se caracteriza por la ausencia de expresion de receptores hormonales de estrégeno (ER) y
progesterona (PR), asi como del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), lo que
limita las opciones terapéuticas a quimioterapia citotdxica y confiere a este subtipo un fenotipo mas
agresivo, con mayor capacidad de invasion, metdstasis temprana y peor pronéstico general (Zardavas et
al., 2015). Se estima que el CMTN representa entre el 10% y el 20% de todos los canceres de mama vy
afecta de forma desproporcionada a mujeres jdovenes, particularmente aquellas de origen

latinoamericano y afrodescendiente (Lara-Medina et al., 2011; Justo et al., 2013). Diversos estudios
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epidemioldgicos han sefialado que estas poblaciones no solo presentan una mayor prevalencia del

subtipo triple negativo, sino también una mayor mortalidad asociada (Lara-Medina et al., 2011).

Ademas, la biologia del CMTN en mujeres latinas y afrodescendientes muestra perfiles moleculares mas
agresivos, con alteraciones en vias de sefializacidon involucradas en la proliferaciéon celular, la plasticidad
tumoral y la evasidén inmune (Lara-Medina et al., 2011). Este patrén molecular no solo contribuye a su
comportamiento clinico mas invasivo, sino que también ha dificultado el desarrollo de terapias efectivas
qgue mejoren la supervivencia a largo plazo (Bianchini et al.,, 2016). A pesar de los esfuerzos en
investigacion, la ausencia de blancos terapéuticos especificos continda siendo un obstaculo importante,
subrayando la necesidad urgente de identificar nuevos compuestos con potencial terapéutico que

puedan responder a las particularidades de este subtipo.

La atencién actual en el campo de la oncologia traslacional se ha centrado en la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento del CMTN, incluyendo compuestos que puedan interferir en

vias de sefializacion implicadas en su progresion y diseminacion (Zardavas et al., 2015).

1.1.1.1 Caracteristicas bioldgicas del cancer de mama

Las caracteristicas bioldgicas del cancer han sido ampliamente descritas en el modelo conceptual
propuesto por Hanahan y Weinberg, quienes identificaron una serie de propiedades funcionales
denominadas “hallmarks of cancer” o caracteristicas especificas. Estas capacidades permiten a las células
malignas sobrevivir, proliferar y diseminarse dentro del organismo (Hanahan & Weinberg, 2011). En el
contexto del cdncer de mama, estas caracteristicas especificas incluyen la autosuficiencia en senales
proliferativas, evasion de supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular programada,
potencial replicativo ilimitado, induccion de angiogénesis, activacion de mecanismos de invasion y
metadstasis, evasion del sistema inmunolégico, desregulacion del metabolismo celular, inflamacién
tumoral sostenida e inestabilidad gendmica (Hanahan & Weinberg, 2011). Estos procesos, aunque
descritos de forma individual, estan profundamente interconectados y funcionan de manera coordinada

para promover la transformacién maligna, la progresidn tumoral y la resistencia terapéutica.

En el cancer de mama, la expresién y predominancia de estas caracteristicas especificas varian
significativamente entre los distintos subtipos moleculares, lo que refleja su notable heterogeneidad

bioldgica (Zardavas et al., 2015). Por ejemplo, en los subtipos luminales se observan alteraciones
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predominantes en vias hormonales y proliferativas, mientras que en el cancer de mama HER2 positivo
destaca la amplificacién del gen ERBB2, asociada con una activacién constante de rutas mitogénicas
(Waks & Winer, 2019). Sin embargo, es en el cancer de mama triple negativo (CMTN) donde estas
caracteristicas adquieren una expresién mas agresiva y multifactorial (Foulkes et al., 2010). La ausencia
de receptores hormonales y HER2 en el CMTN excluye el uso de terapias dirigidas convencionales, lo que
hace evidente la dependencia de este subtipo a multiples mecanismos adaptativos y compensatorios

que favorecen su progresion (Zardavas et al., 2015).

Numerosos estudios han demostrado que las células de CMTN presentan una elevada plasticidad
fenotipica, lo que les permite transitar entre estados epiteliales y mesenquimales (Lara-Medina et al.,
2011). Esta transicion, conocida como Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés),
potencia la capacidad migratoria, invasiva y de resistencia a tratamientos, favoreciendo la formacién de
metadstasis en érganos distantes como el hueso, el pulmén y el cerebro (Jin & Mu, 2015). Asimismo, la
EMT estd estrechamente relacionada con la adquisicion de propiedades similares a células madre
tumorales, lo que incrementa su capacidad de autorrenovacidn, evasidon inmune y resistencia a

guimioterapias citotoxicas (Hanahan & Weinberg, 2011).

Por otro lado, en el CMTN se ha documentado una elevada actividad de la via de sefializacién de TGF-§,
un regulador clave en la progresién tumoral y la formacion de metastasis (Xie et al., 2018). En fases
iniciales, esta via puede actuar como supresor tumoral, pero en etapas avanzadas promueve la invasién,
angiogénesis, remodelacién del microambiente y evasion inmunoldgica (Imamura et al., 2012). Su
sobreactivacidon en el contexto del cancer de mama triple negativo ha sido vinculada a una mayor carga
metastdsica, particularmente en sitios 6seos, donde establece un circulo vicioso entre las células

tumorales y el microambiente dseo (Leivonen & Kahari, 2007).

Ademas, las alteraciones epigenéticas, como la hipermetilacion de promotores tumorales o la
desregulacion de microRNAs, también contribuyen a la reprogramacién funcional de las células de CMTN
(Harbeck et al., 2019). Estas modificaciones no solo promueven la expresidon de genes implicados en la
proliferacién, migracién y angiogénesis, sino que también limitan la efectividad de los tratamientos
convencionales, incrementando la probabilidad de recurrencia tumoral (Leivonen & Kahéri, 2007). Esta
complejidad bioldgica ha impulsado la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas que vayan mas alla
del enfoque genético cldsico, integrando mecanismos epigenéticos y metabdlicos en el desarrollo de

nuevas terapias (Di et al., 2019).
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Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer. Representacién de las caracteristicas especificas del cancer segun
Hanahan y Weinberg, que describen las propiedades bioldgicas clave que permiten la progresion tumoral y la
metastasis. Modificado de Hanahan & Weinberg (2011).

1.1.2 Metastasis y cascada metastasica en el cancer

La metdstasis representa uno de los procesos mas complejos y letales en la progresidn del cancer, siendo
responsable de mas del 90% de las muertes asociadas a esta enfermedad (Nguyen et al., 2009). Lejos de
ser un evento aleatorio, la metdstasis es el resultado de una serie de pasos altamente organizados que
forman parte de la denominada cascada metastdsica (Nguyen et al., 2009). Este proceso inicia
localmente en el tumor primario y culmina con la colonizaciéon exitosa de células tumorales en tejidos
distantes, donde forman lesiones secundarias que comprometen la funcidn de érganos vitales (Chiang &

Massagué, 2008).

La primera etapa de esta cascada es la transicién epitelio-mesenquimal, un programa celular que
permite a las células tumorales perder sus caracteristicas epiteliales —como la adhesién celular— y
adquirir un fenotipo mesenquimal, caracterizado por una mayor motilidad e invasividad (Zhang &
Stuelten, 2024). Este cambio fenotipico otorga a las células tumorales la capacidad de desprenderse del
tumor primario, invadir el estroma circundante y acceder a vasos linfaticos o sanguineos, un proceso

conocido como intravasacién (Esposito et al., 2018). Una vez en la circulacion, las células deben resistir el
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estrés mecanico del flujo sanguineo, evitar el reconocimiento y ataque del sistema inmunoldgico, y

sobrevivir en un entorno hostil hasta alcanzar sitios anatémicos distantes (Massagué & Obenauf, 2016).

Posteriormente, las células metastasicas deben adherirse al endotelio, atravesar la barrera vascular
(extravasacién) y adaptarse al microambiente del nuevo tejido para establecer micrometdstasis (Nguyen
et al., 2009; Luzzi et al., 1998). Este proceso no siempre culmina en la formacion inmediata de una lesion
visible, ya que muchas células pueden entrar en un estado de latencia tumoral, permaneciendo viables
pero no proliferativas por periodos prolongados (Esposito et al., 2018). La reactivacién de estas células
latentes representa un riesgo persistente de recaida, incluso afios después de haber controlado el tumor
primario, y constituye uno de los principales retos en el tratamiento del cancer avanzado (Fares et al.,

2020).

La cascada metastdsica es regulada por una interaccién compleja entre sefiales intrinsecas del tumor y
factores extrinsecos del microambiente (Guise, 2002). Diversas citoquinas, factores de crecimiento y
componentes de la matriz extracelular participan activamente en este proceso. Entre ellos, destaca la via
de sefializacién de TGF-B, la cual desempefia un papel dual en el cancer: mientras que en etapas
tempranas puede actuar como supresor del crecimiento tumoral, en fases avanzadas promueve la EMT,
la migracién celular, la inmunosupresion y la remodelacidn del microambiente, facilitando la metastasis
(Esposito et al., 2018). En el contexto del cancer de mama, y particularmente en el subtipo triple
negativo, la activacion sostenida de TGF-B se ha asociado con una mayor agresividad y capacidad

metastasica, especialmente hacia el tejido éseo (Xie et al., 2018).

Ademas, estudios recientes han revelado que la plasticidad celular es un componente esencial en la
metadstasis. Esta plasticidad permite a las células tumorales adaptarse a distintos nichos metastasicos,
modificar su metabolismo, evadir |la respuesta inmune y resistir tratamientos antineoplasicos (Liu et al.,
2021). En el CMTN, este fendmeno es particularmente relevante, dado que estas células carecen de
blancos terapéuticos especificos y muestran una elevada heterogeneidad intra-tumoral (Leivonen &
Kahari, 2007). La capacidad de alternar entre estados epiteliales y mesenquimales, asi como de adquirir
propiedades similares a células troncales, les confiere una ventaja evolutiva que dificulta su eliminacién

(Searcy & Johnson, 2024).

Por otra parte, se ha propuesto que las células tumorales no viajan exclusivamente como unidades
individuales, sino también como grupos celulares o clusters metastdsicos, los cuales presentan una

mayor eficiencia metastasica al preservar interacciones celulares beneficiosas (Schuster et al., 2021).
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Estos clusters son menos susceptibles a la apoptosis inducida por pérdida de anclaje (anoikis) y parecen

tener una mayor capacidad para iniciar colonias tumorales en érganos secundarios (Schuster et al.,
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Figura 2. Cascada metastasica en el cancer. Representacion esquematica de la cascada metastasica, que describe
las etapas clave desde la diseminacién de las células tumorales hasta la formaciéon de metdstasis en dérganos
secundarios. Modificado de Jin & Mu (2015).

1.1.3 Metastasis dsea y ciclo vicioso osteolitico

En el cancer de mama, el hueso constituye uno de los sitios preferenciales para el desarrollo de
metastasis, particularmente en etapas avanzadas de la enfermedad (Akhurst & Hata, 2012). Se estima
que mas del 80 % de las pacientes con cancer de mama metastdsico desarrollan lesiones dseas, lo que
convierte a la metdstasis dsea en una complicacion clinica de gran relevancia (Suva et al., 2011). Esta
forma de diseminacidn secundaria no solo compromete la integridad estructural del esqueleto, sino que
también agrava el prondstico, reduce la supervivencia y deteriora significativamente la calidad de vida de

las pacientes (Fares et al., 2020).

El tejido éseo proporciona un microambiente altamente dindmico y especializado, compuesto por
células dseas, matriz extracelular mineralizada y una abundante red de factores de crecimiento, como el
TGF-B, IGF-1, PDGF y BMPs (Guise, 2002). Durante el proceso metastasico, las células tumorales que han
migrado al hueso logran aprovechar este entorno rico en sefiales trdficas para promover su
supervivencia, proliferacion y expansion (Esposito et al., 2018). La metdstasis dsea derivada del cancer de

mama suele ser de tipo osteolitico, es decir, se caracteriza por una destruccidén progresiva del hueso
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debido a la activacidn exacerbada de osteoclastos, las células responsables de la resorcion dsea (Guise,

2002).

El fendmeno osteolitico en este contexto ha sido descrito mediante el modelo del ciclo vicioso, en el cual
las células tumorales establecen una interaccion patoldgica con el microambiente dseo (Guise, 2002). En
este proceso, las células cancerosas secretan una serie de factores osteoliticos —entre ellos, la proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP)— que inducen la diferenciacion y activacion de los
osteoclastos. Esta activacién incrementa la resorcion de la matriz ésea, liberando al mismo tiempo
factores de crecimiento que se encuentran almacenados en el hueso, como el TGF-B (Esposito et al.,

2018).

La liberacién de TGF-B desde la matriz 6sea reabsorbida no es un evento pasivo; por el contrario,
alimenta directamente la agresividad tumoral al promover la expresiéon de genes que aumentan la
produccién de PTHrP en las células tumorales, reforzando asi la activacion osteoclastica (Guise, 2002).
Esta retroalimentacién positiva intensifica tanto la destruccion dsea como la progresion del tumor,
generando un circuito de dafo constante que potencia la carga metastasica en el esqueleto (Esposito et
al., 2018). Ademas, se ha observado que el TGF-B participa en la regulacién de la plasticidad tumoral,
favoreciendo la transicidn epitelio-mesenquimal y la adquisicion de un fenotipo mas invasivo por parte

de las células metastasicas (Searcy & Johnson, 2024).

Este ciclo vicioso osteolitico no solo tiene consecuencias a nivel celular y molecular, sino que también se
traduce en una serie de manifestaciones clinicas que impactan profundamente en las pacientes (Esposito
et al., 2018). Entre las mas comunes se encuentran las fracturas patoldgicas, el dolor éseo croénico, la
hipercalcemia maligna, la compresiéon medular y la limitacién funcional, todos ellos eventos que
disminuyen la calidad de vida y aumentan la morbilidad. Estas complicaciones suelen requerir
intervenciones ortopédicas, radioterapia paliativa y terapias dirigidas a preservar la masa dsea, lo que

incrementa la carga clinica y econémica de la enfermedad (Guise, 2002).

En el contexto del cancer de mama triple negativo (CMTN), la metdstasis dsea representa un desafio aun
mayor (Foulkes et al., 2010). Este subtipo, caracterizado por su alta agresividad y falta de blancos
terapéuticos, muestra una marcada capacidad de colonizar el hueso y de activar de manera sostenida el
ciclo vicioso osteolitico (Guise, 2002). Las células del CMTN presentan una fuerte activacién de la via
TGF-B, lo que potencia su capacidad de adaptacién al microambiente dseo y su resistencia a terapias

convencionales (Leivonen & Kahari, 2007). La identificacion de este eje como un modulador central del
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proceso metastasico ha impulsado el desarrollo de estrategias terapéuticas que buscan interrumpir

dicha retroalimentacion (Massagué, 2008; Ganesh & Massagué, 2021; Batlle & Massagué, 2019).

En conjunto, la metdstasis 6sea y el ciclo vicioso osteolitico representan un eje central en la
fisiopatologia del cancer de mama avanzado (Guise, 2002). Su entendimiento detallado permite no solo
una mejor caracterizacidon del comportamiento metastdsico del tumor, sino también la identificacién de
blancos moleculares estratégicos para el desarrollo de nuevas terapias que puedan mejorar el prondstico

y la calidad de vida de las pacientes afectadas.

CIRCULO VICIOSO DE LA METASTASIS OSEA
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Figura 3. Mecanismos del circulo vicioso en la metastasis dsea. Las células metastasicas en el hueso estimulan la
actividad de los osteoclastos y osteoblastos, generando un entorno que favorece la resorcion ésea y la liberacion
de factores de crecimiento que potencian la progresidon tumoral. Modificado de Juarez & Guise (2010).

1.1.4 Tratamientos actuales en clinica

El tratamiento del cdncer de mama ha evolucionado de forma significativa en las ultimas décadas,
integrando multiples modalidades terapéuticas con el objetivo de mejorar la supervivencia y reducir la
recurrencia (Waks & Winer, 2019). Actualmente, el abordaje clinico se basa en un enfoque
multidisciplinario que incluye cirugia, radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia, terapias dirigidas e

inmunoterapia (Cleator et al., 2007). La seleccidn del tratamiento depende de diversos factores clinicos,
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como el estadio de la enfermedad, la edad y la condicién general de los pacientes, asi como de las
caracteristicas moleculares del tumor, que definen los subtipos biolégicos del cancer de mama (Waks &

Winer, 2019).

En tumores luminales, caracterizados por la expresion de receptores hormonales de estrégeno (ER) y/o
progesterona (PR), la hormonoterapia constituye uno de los pilares del tratamiento (Waks & Winer,
2019). Farmacos como el tamoxifeno, los inhibidores de aromatasa y los supresores de la funcién ovarica
han demostrado ser efectivos en reducir el riesgo de recaida y mejorar la supervivencia a largo plazo.
Estos tratamientos pueden utilizarse en monoterapia o en combinacidn con quimioterapia dependiendo

del riesgo clinico y la carga tumoral (Waks & Winer, 2019).

Por su parte, los tumores que sobreexpresan el receptor HER2 se benefician de terapias dirigidas que
han modificado el curso natural de este subtipo. Agentes como trastuzumab, pertuzumab y lapatinib, asi
como conjugados del tipo anticuerpo-farmaco, como el trastuzumab-emtansina (T-DM1), actdan
bloqueando la sefializacién mediada por HER2 y han mostrado un impacto positivo en la tasa de
respuesta, en la supervivencia libre de progresion y en la supervivencia global (Waks & Winer, 2019).
Estos tratamientos se utilizan tanto en el contexto adyuvante como en enfermedad metastdsica, y su

eficacia ha quedado demostrada en multiples estudios clinicos internacionales (André & Zielinski, 2012).

En contraste, el cancer de mama triple negativo (CMTN), definido por la ausencia de ER, PR y HER2, no
cuenta con blancos terapéuticos especificos (Waks & Winer, 2019). Esta limitacién ha hecho que la
guimioterapia citotdxica siga siendo la principal opcidn terapéutica, tanto en etapas tempranas como en
la enfermedad avanzada (Waks & Winer, 2019). Farmacos como las antraciclinas, taxanos y compuestos
basados en platino han mostrado eficacia en el control inicial de la enfermedad; sin embargo, la tasa de
recaida sigue siendo alta, y la duracidn de la respuesta es frecuentemente limitada en pacientes con

enfermedad metastdsica (Cleator et al., 2007)(André & Zielinski, 2012).

La biologia agresiva del CMTN, junto con su heterogeneidad intratumoral, sugiere la participacién de
mecanismos de resistencia y plasticidad celular que comprometen la eficacia terapéutica (Harbeck et al.,
2019). A ello se suma su alta propensién a formar metdstasis, especialmente en érganos como el
pulmoén, cerebro y hueso (Brook et al., 2018). En este contexto, la inmunoterapia ha comenzado a
perfilarse como una alternativa viable en subgrupos seleccionados. En particular, el uso de inhibidores
de puntos de control inmunolégico, como los anticuerpos anti-PD-1 (pembrolizumab, nivolumab) y anti-

PD-L1 (atezolizumab), ha mostrado resultados alentadores cuando se combinan con quimioterapia en
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pacientes con expresion positiva de PD-L1, como fue evidenciado en el estudio IMpassion130 (Schmid et
al,, 2017; Waks & Winer, 2019). No obstante, la aplicabilidad clinica de esta estrategia aun esta
restringida por la necesidad de biomarcadores especificos y la respuesta limitada en ciertos perfiles

moleculares (Cleator et al., 2007).

Paralelamente, el estudio de rutas de sefializacién implicadas en la progresion del CMTN ha permitido
identificar posibles dianas moleculares emergentes (Bianchini et al., 2016). Una de las mas relevantes es
la via de seializacion del TGF-B, cuya activacion se ha asociado con una mayor capacidad invasiva,
regulacion del microambiente tumoral e induccidn de la transicidn epitelio-mesenquimal (Brook et al.,
2018). El papel de esta via en la promocién de la metdstasis ésea ha sido particularmente destacado,

abriendo la posibilidad de intervenir terapéuticamente en distintos puntos del proceso metastasico.

1.1.5 Funcién de |la via de sefializacién del TGF-B en cancer de mama y metastasis a

hueso

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una citocina pleiotrépica que regula numerosos
procesos celulares, incluyendo la proliferacion, diferenciacién, adhesién, movimiento, metabolismo,
apoptosis, reparacion tisular e inflamacién (Massagué, 2012; Massagué & Sheppard, 2023; David &
Massagué, 2018). En el contexto del cdncer, esta molécula desempefia un papel particularmente
complejo, ejerciendo funciones contradictorias que dependen del estadio de la enfermedad y del
microambiente tumoral (Massagué, 2012a). Inicialmente en las células normales y durante las fases
iniciales de la carcinogénesis, el TGF-f actla como un supresor tumoral al mantener la homeostasis
epitelial, promover la apoptosis en células premalignas que sufren estrés oncogénico, especialmente
aquellas con mutaciones en RAS (como KRAS o HRAS), el TGF-B puede desencadenar la apoptosis. Un
mecanismo clave es la transicion epitelio-mesenquimal, donde el TGF-B, en colaboracién con RAS/MAPK,
induce SNAIL, que reprime KLF5. La ausencia de KLF5 lleva a SOX4 a activar genes pro-apoptdticos como
BIM y BMF, también inhibe la proliferacion celular deteniendo el ciclo celular al inducir la detencidn del
crecimiento celular mediante el aumento de la expresién de inhibidores de cinasas dependientes de
ciclinas como p15INK4, p21CIP1, p27KIP1 y p57KIP2, y disminuyendo la expresion de MYC (Massagué,
2012; Akhurst & Hata, 2012; Batlle & Massagué, 2019)(Massagué & Sheppard, 2023).

Sin embargo, a medida que el cancer progresa, las células tumorales desarrollan mecanismos

sofisticados para evadir los efectos supresores del TGF-B (Massagué & Sheppard, 2023). Esto puede
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ocurrir de varias maneras. En primer lugar, mediante la inactivacion de componentes clave de la via de
sefializacion del TGF-B, como las mutaciones en sus receptores o en las proteinas Smad (especialmente
Smad4), lo que anula por completo su capacidad supresora (Massagué, 2012). En segundo lugar, las
células tumorales pueden realizar alteraciones posteriores que deshabilitan selectivamente solo el brazo
supresor del tumor, conservando otras funciones reguladoras del TGF-f que luego son "secuestradas" en
su beneficio (Batlle & Massagué, 2019; Lee & Massagué, 2022). Finalmente, cambios epigenéticos, como
la hipometilacién del promotor de PDGF-B o la regulacidon de micro-RNAs (miRNAs), pueden permitir que
el TGF-B estimule la proliferacidn celular y la transicion epitelio-mesenquimal (Massagué, 2012; Thordur

et al., 2014; Lee & Massagué, 2022).

Una vez que el tumor ha logrado evadir los efectos supresores del TGF-B, las células cancerosas pueden
sobreproducirlo, lo que activa una serie de procesos que favorecen la malignidad (Aggarwal & Massagué,
2012; Massagué, 2012). El TGF-B promueve la progresion tumoral al aumentar el fenotipo maligno de los
tumores, estimulando la proliferacion de ciertas células cancerosas y la generacion de miofibroblastos
que producen metaloproteinasas y citocinas pro-tumorales (Massagué, 2012; Batlle & Massagué, 2019).
Ademas, una de sus principales contribuciones es la induccién de la transicidn epitelio-mesenquimal
(EMT), un proceso clave donde las células epiteliales pierden su polaridad y adquieren caracteristicas
mesenquimales, lo que les confiere mayor motilidad e invasividad (Batlle & Massagué, 2019; Wang et al.,
2024). En el céncer avanzado, el TGF-B es un agente pro-metastatico crucial, ya que fomenta la
diseminacion a distancia y, en el contexto de las metdstasis dseas, impulsa un ciclo de retroalimentacion
positiva para el crecimiento tumoral (Massagué, 2012; Wang et al.,, 2024). También promueve la
angiogénesis, la formacién de nuevos vasos sanguineos, un proceso esencial para la metastasis.
Finalmente, el TGF-B derivado del tumor contribuye a la evasidon de la respuesta inmune al crear un
microambiente inmunosupresor, suprimiendo la funcién de células inmunes como los linfocitos T y las
células NK, y promoviendo el agotamiento de los linfocitos T CD8+, lo que contribuye a la resistencia a la

inmunoterapia (Thordur et al., 2014; Ganesh & Massagué, 2021; David & Massagué, 2018).

En el cancer de mama, la sefalizacién mediada por TGF-B esta particularmente implicada en la transicién
epitelio-mesenquimal, un proceso en el cual las células tumorales pierden sus caracteristicas epiteliales
—como la expresién de E-cadherina— y adquieren un fenotipo mesenquimal que les confiere mayor
motilidad, resistencia a la apoptosis y capacidad invasiva (Liu et al., 2021). Este cambio fenotipico es un
paso crucial en la diseminacién metastasica, y se ha demostrado que TGF-$ es uno de los inductores mas
potentes de EMT en distintos modelos de cancer (Harbeck et al., 2019). En el subtipo triple negativo de

cancer de mama, esta via se encuentra frecuentemente sobreactivada, contribuyendo a su fenotipo
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altamente agresivo, a la generacion de células con propiedades de células madre tumorales y a su

adaptacion a entornos hostiles, como los tejidos metastasicos (Xie et al., 2018).

Ademas de su papel en la progresion primaria del tumor, TGF-B desempefia un rol fundamental en la
metastasis dsea, una de las complicaciones mas frecuentes y devastadoras en el cdncer de mama
avanzado (Xie et al., 2018). Durante la resorcién del hueso inducida por osteoclastos activados, se libera
TGF-B desde la matriz ésea, donde normalmente se encuentra en forma latente (Juarez & Guise, 2011).
Una vez liberado, este factor actla sobre las células tumorales presentes en el hueso, estimulando la
expresion de genes como PTHrP (parathyroid hormone-related protein), que a su vez potencia la
diferenciacidn y activacidon de nuevos osteoclastos (Xie et al., 2018). Este mecanismo establece un ciclo
vicioso osteolitico, en el cual la actividad osteoclastica genera mas TGF-B, que estimula mds actividad

tumoral, perpetuando tanto la destruccién dsea como el crecimiento metastdsico (Guise, 2002).

Este eje patoldgico no solo amplifica la carga metastdsica en el hueso, sino que también contribuye al
deterioro clinico de las pacientes, provocando dolor dseo, fracturas patoldgicas, hipercalcemia y otros
eventos esqueléticos que afectan la movilidad, funcionalidad y calidad de vida (Suva et al., 2011).
Ademas, la activacion de la via del TGF-B en el microambiente éseo favorece la inmunosupresion local,
dificultando la respuesta del sistema inmunoldgico contra las células tumorales residuales y favoreciendo

la latencia tumoral o su posterior reactivacion (Yang et al., 2010).

La sefializacién del TGF-B se caracteriza por su notable complejidad, en parte debido a su capacidad para
interactuar con otras rutas moleculares claves implicadas en la progresion tumoral. Este crosstalk
funcional ocurre no solo con la via de Smads, sino también con otras rutas como PI3K/AKT, MAPK y
Whnt/B-catenina, lo que permite una regulacién mas dinamica y contexto-dependiente de procesos como
la proliferacidon, diferenciacion y migracién celular (Yan et al., 2009). Esta interconexiéon amplifica su
capacidad de modular la expresion génica, la remodelacidon del microambiente tumoral y la plasticidad
celular (Massagué, 2012). La sobreactivacion de TGF-B permite a las células de cancer de mama triple
negativo adquirir caracteristicas de alta malignidad, invadir tejidos, formar metastasis en érganos
especificos y evadir la respuesta inmune y la efectividad de las terapias. Por ello, contrarrestar esta via es
una estrategia clave para el desarrollo de nuevos tratamientos mas efectivos (Batlle & Massagué, 2019;

Liu et al., 2021; Massagué & Sheppard, 2023).

Entender el papel central del TGF-B en la progresion del cancer de mama y su metdstasis dsea es esencial

para delinear tratamientos mas efectivos (Juarez & Guise, 2011). Su participacion tanto en la induccion
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de EMT como en el establecimiento y perpetuacion del ciclo osteolitico lo convierte en un mediador
clave del comportamiento metastasico (Suva et al., 2011). Por ello, esta via representa un eje estratégico
para la intervencidn terapéutica en subtipos de alto riesgo como el CMTN, donde las opciones actuales

continuan siendo limitadas.

1.1.5.1 Mecanismo de la via de sefializacion del TGF-$

La via de senalizacidn del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) se inicia con la unién de la
citocina a su complejo de receptores en la membrana plasmatica (Massagué, 2012a). Estos receptores
pertenecen a la familia de cinasas de residuos de serina/treonina quinasas y se clasifican en dos tipos:
TGF-B receptores tipo | (TBRI) y tipo Il (TBRII) (Massagué, 2012a). Tras la unidn del ligando, el TBRII
fosforila y activa a TPRI, desencadenando asi una cascada intracelular de sefializacién (Massagué,
2012a). Esta activacidn permite la fosforilacion de las proteinas intracelulares SMAD2 y SMAD3, que

conforman el nucleo de la via candnica de TGF-B (Schmierer & Hill, 2007).

Una vez fosforiladas, SMAD2/3 forman un complejo con SMAD4, la Ginica SMAD comun, y este complejo
se transloca al nucleo celular, donde regula la transcripcion de genes diana (Schmierer & Hill, 2007). Esta
regulacién transcripcional estd estrechamente modulada por la disponibilidad de cofactores, la
cromatina accesible y el contexto celular, lo que determina si la sefializacién tendra un efecto supresor o
pro-oncogénico (Massagué, 2012). En condiciones fisioldgicas normales o en estadios tempranos de
transformacion celular, la via del TGF-B y sus mediadores SMAD promueven la detencién del ciclo celular
y la apoptosis, pero en células tumorales avanzadas, como las del cdncer de mama triple negativo, esta
sefializacion puede adquirir funciones que promueven la progresion de la enfermedad. Esta dualidad o
funcionalidad contextual del TGF-B es una caracteristica bien establecida (Schmierer & Hill, 2007;
Massagué, 2012). La inversion funcional de la via de TGF-B en tumores avanzados se debe, en parte, a
una combinacién de factores que alteran la seleccién de genes blanco por el complejo SMAD (Massagué
& Xi, 2012). Esto incluye mutaciones y reprogramacion epigenética que modifican la respuesta celular al
TGF-B (Massagué & Xi, 2012; Massagué, 2012b). Adicionalmente, la sobreexpresién de cofactores
también desempefia un papel crucial. En este contexto, la pérdida genética de genes diana supresores,
como CDKN2B en ciertos canceres, o la accion de oncogenes como HER2 en cdncer de mama o PI3K en
gliomas, pueden debilitar a los cofactores SMAD con funcién supresora (por ejemplo, FOXO y C/EBPB)
(Massagué, 2012; David & Massagué, 2018). Esta desregulacién permite que la via TGF-B, en lugar de

suprimir el tumor, active genes protumorales que, en condiciones normales, estarian silenciados
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(Schmierer & Hill, 2007). En este nuevo contexto tumoral, la sefializacion SMAD favorece la migracién
celular, la evasién inmune, la remodelacién del microambiente y la transicién epitelio-mesenquimal,
contribuyendo asi a la progresion metastdsica (Xie et al., 2018). Ademas, la interaccion de SMADs con
factores de transcripcién como AP-1 permite la activacidon de genes implicados en la metastasis dsea,
incluyendo IL-11, un mediador clave en la activacién osteocldstica y la promocién del ciclo vicioso

osteolitico (Guise, 2002).

Mas alld de su via candnica mediada por SMADs, el TGF-B también puede activar diversas rutas no
candnicas que contribuyen significativamente a su papel pro-oncogénico (Massagué, 2012). La capacidad
del TGF-B para promover la progresion del cancer en etapas avanzadas se debe a una reorientacién de su
sefializacion en un contexto celular alterado por mutaciones oncogénicas y cambios epigenéticos
(Ganesh & Massagué, 2018; Lee & Massagué, 2022). Esto permite que las vias de TGF-B, tanto las
candnicas (mediadas por SMADs) como las no candnicas (como las que involucran a PAR6 o a las vias
MAPK/PI3K en colaboracién), promuevan activamente procesos clave en el cancer, como la invasidn, la
metastasis y la inmunosupresion (Massagué, 2012; Batlle & Massagué, 2019; Lee & Massagué, 2022).
Entre ellas se incluyen las MAP cinasas (ERK1/2, JNK y p38), PI3K/AKT, las GTPasas tipo Rho y la via de
NF-kB. Estas vias adicionales amplifican su efecto bioldgico al modular proceso celulares fundamentales
como la supervivencia, el metabolismo, la dindmica del citoesqueleto y la respuesta inflamatoria. Estas
rutas paralelas no solo actlian en conjunto con la via SMAD, sino que también pueden operar de forma
independiente, generando respuestas celulares mas complejas, sostenidas y especificas segun el tipo

celular y el microambiente tumoral (Guise, 2002).

La activacién conjunta de vias candnicas y no candnicas por el TGF-B le confiere una notable plasticidad
funcional, permitiendo que esta citocina actle como un integrador de sefiales diversas que guian el
destino celular en funcion del contexto (Massagué, 2012a). En el caso del CMTN, esta red de sefializacion
contribuye a su elevada capacidad adaptativa, su agresividad bioldgica y su potencial metastasico,
especialmente hacia el hueso (Guise, 2002). Estas propiedades hacen de la via del TGF-B una de las rutas
mas relevantes y complejas en la biologia del cdncer de mama, con implicaciones clinicas que aun estan

siendo exploradas en profundidad.
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Figura 4. Via de seiializacion candnica de TGF-B. La via candnica de TGF-B se activa tras la unién del ligando a sus
receptores de tipo | y Il, promoviendo la fosforilacién de SMAD2/3, que forma un complejo con SMAD4 para
modular la transcripcion génica. Modificado de Juarez & Guise (2010).

1.1.6 Derivado de adenosina IFC-305: definicién, mecanismo de accién y aplicaciones

El compuesto IFC-305 es un derivado sintético de adenosina desarrollado en México, especificamente es
una sal de aspartato de adenosina, disefiado originalmente para intervenir en procesos epigenéticos
alterados en enfermedades hepaticas crénicas (Chagoya de Sanchez & Hernandez-Mufioz, 2004). Desde
su creacion, ha sido ampliamente evaluado en modelos preclinicos de fibrosis hepatica, cirrosis y
carcinoma hepatocelular, donde ha mostrado un perfil farmacolégico prometedor caracterizado por
propiedades antifibréticas, antiinflamatorias y antiproliferativas (Velasco-Loyden et al., 2017; Pérez-
Cabeza de Vaca et al., 2018; Garcia-Carrillo et al., 2024). Estos efectos lo han posicionado como un

agente terapéutico con potencial traslacional, inicialmente en patologias del higado, y mas
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recientemente, en otras enfermedades que comparten alteraciones epigenéticas y moleculares

similares, como el cancer (Velasco-Loyden et al., 2017).

A nivel molecular, el mecanismo de accién de IFC-305 se centra en la modulacidn del metabolismo de los
grupos metilo, especificamente mediante la regulacién del equilibrio entre S-adenosilmetionina (SAM) y
S-adenosilhomocisteina (SAH) (Lozano-Rosas et al., 2020). Este balance es crucial para mantener una
adecuada disponibilidad de donadores de metilo, lo cual permite la correcta metilacién del DNA, RNA y
proteinas (Garcia-Carrillo et al., 2024). La disrupcién de este metabolismo metilico es un evento comun
en procesos tumorales, donde se observa hipometilacion gendmica global junto con hipermetilacion
especifica de promotores tumorales, alterando la expresidn génica y facilitando la progresion maligna
(Velasco-Loyden et al., 2017). La capacidad de IFC-305 para restaurar este equilibrio confiere al
compuesto un mecanismo epigenético de accién, con implicaciones directas sobre la regulacién génica,

la estabilidad gendémica y la diferenciacién celular (Velasco-Loyden et al., 2010).

Adicionalmente, IFC-305 ha demostrado ser capaz de modular vias de sefalizacion relevantes para la
progresion tumoral, incluyendo la via de TGF-B, una de las rutas mds ampliamente implicadas en
procesos de fibrosis, inmunosupresién y metastasis (Velasco-Loyden et al., 2010). En particular, se ha
observado que IFC-305 induce la expresién de Smad7, un inhibidor endégeno de la sefializacidon candnica
mediada por Smad2/3 (Velasco-Loyden et al., 2010). Esta regulacion negativa interfiere con la
propagacion de seiales profibréticas y pro-oncogénicas derivadas de TGF-B, lo cual puede tener efectos
terapéuticos significativos en contextos donde esta via se encuentra desregulada (Velasco-Loyden et al.,

2017; Pérez-Cabeza de Vaca et al., 2018).

Los estudios preclinicos realizados en modelos animales de fibrosis hepatica han mostrado que IFC-305
es capaz de reducir significativamente la expresion de genes profibréticos como TGF-1, Collal y a-SMA,
ademas de atenuar el fenotipo miofibroblastico de las células estrelladas hepaticas, principales efectoras
del proceso fibrdtico (Pérez-Cabeza de Vaca et al., 2018). Este efecto reprogramador sugiere una
capacidad del compuesto para revertir parcialmente la activacidn celular asociada a la progresion de la
enfermedad. Asimismo, se ha descrito una disminucién de los niveles de la coldgena depositada y una
mejoria estructural del parénquima hepatico, lo cual refuerza su perfil antifibrético (Pérez-Cabeza de

Vaca et al., 2018).

En el contexto del hepatocarcinoma, investigaciones demostraron que el IFC-305 reduce la proliferacion

celular, disminuye la expresion de oncogenes como Glypican-3 (GPC3) y marcadores de proliferacion
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como Ki-67, al tiempo que promueve la restauracion de caracteristicas fenotipicas asociadas a una
mayor diferenciacion celular (Rodriguez-Aguilera et al., 2018). Estos hallazgos indican que el IFC-305 no
solo detiene la expansidn tumoral, sino que podria revertir, al menos parcialmente, el fenotipo
desdiferenciado de las células malignas, lo cual representa un objetivo importante en terapias dirigidas a

tumores sdlidos (Velasco-Loyden et al., 2017).

El conjunto de estos resultados sugiere que el IFC-305 posee un mecanismo de accién multifactorial,
combinando la modulacidn epigenética, la interferencia en vias de sefalizacién clave y la reversidn de
fenotipos patoldgicos (Rodriguez-Aguilera et al.,, 2018). Su estudio en modelos distintos al
hepatocarcinoma se ha ido expandiendo progresivamente, dado que muchos de los procesos biolégicos
que regula —como la metilacién del DNA, la sefializacion del TGF-B y la plasticidad celular— también
estan involucrados en otros tipos de cancer, incluyendo subtipos agresivos como el cadncer de mama
triple negativo (Garcia-Carrillo et al.,, 2024; Bianchini et al., 2016). Por lo tanto, este derivado de
adenosina representa un candidato terapéutico de interés para la investigacion oncoldgica actual,

particularmente en el desarrollo de enfoques dirigidos a cdnceres con limitadas opciones de tratamiento.

1.1.7 Efectos del IFC-305 en cancer y su posible aplicacién en metdstasis dsea

Hasta el momento, la mayoria de los estudios realizados con el IFC-305 han estado enfocados en
enfermedades hepadticas, particularmente en fibrosis y hepatocarcinoma, los mecanismos moleculares
que regula este derivado de adenosina sugieren un potencial terapéutico mas amplio que trasciende el
ambito de la hepatologia (Velasco-Loyden et al., 2017; Velasco-Loyden et al., 2010). La capacidad del
compuesto para intervenir en rutas epigenéticas, restaurar patrones de metilacién alterados y modular
vias de sefalizacion clave lo convierte en un candidato atractivo para el estudio en diversas
enfermedades con componentes epigenéticos, inflamatorios y proliferativos, como es el caso del cancer

(Rodriguez-Aguilera et al., 2018; Garcia-Carrillo et al., 2024).

En el contexto oncoldgico, el IFC-305 ha demostrado efectos antitumorales indirectos, especialmente a
través de la reprogramacion epigenética y la inhibicidn de rutas de sefializacién asociadas a la progresion
maligna (Velasco-Loyden et al., 2017; Velasco-Loyden et al., 2010). En modelos de hepatocarcinoma, el
compuesto ha reducido la expresién de oncogenes, disminuido la proliferacidn celular y promovido la
diferenciacién tumoral, lo cual evidencia una capacidad para contrarrestar algunos de los hallmarks del

cancer (Velasco-Loyden et al., 2017; Velasco-Loyden et al., 2010). Estos hallazgos respaldan la hipétesis
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de que el IFC-305 podria ser util en otras neoplasias sélidas, especialmente aquellas caracterizadas por
una fuerte activacion de vias como la del TGF-B, la plasticidad celular y la desregulacidon epigenética

(Velasco-Loyden et al., 2010; Rodriguez-Aguilera et al., 2018).

En este sentido, su posible aplicacién en cancer de mama triple negativo, particularmente en modelos
con metastasis 6sea, resulta especialmente relevante (Brook et al., 2018). Este subtipo de cancer de
mama carece de blancos terapéuticos definidos y presenta una elevada capacidad metastasica, siendo el
hueso uno de los principales sitios de diseminacion (Kdkénen & Mundy, 2003). En este microambiente,
las células tumorales interactian estrechamente con el tejido dseo y activan un ciclo vicioso osteolitico
mediado por la liberacidon del TGF-B, lo que perpetda tanto la destruccion ésea como la progresion
tumoral (Guise, 2002). La capacidad del IFC-305 para modular la sefalizacion de TGF-f3, promoviendo la
expresion de inhibidores endégenos como Smad7, podria ofrecer un enfoque terapéutico novedoso al

interferir en este circuito patoldgico (Velasco-Loyden et al., 2010).

A pesar de estos fundamentos, aun no existen estudios publicados que evallen directamente el efecto
del IFC-305 en modelos de cancer de mama, lo que representa una oportunidad importante en la
investigacion traslacional. No obstante, la eficacia ya documentada en modelos de fibrosis hepatica y
hepatocarcinoma, asi como su efecto regulador sobre rutas pro-oncogénicas, constituye un argumento
solido para extender su evaluacién a nuevos contextos oncolégicos. En particular, considerando que la
via del TGF-B desempefia un papel central en la transicion epitelio-mesenquimal, la migracidn celular, la
evasion inmune y la metastasis dsea, la exploracién de los efectos del IFC-305 en modelos preclinicos de

CMTN podria abrir nuevas perspectivas terapéuticas.

El presente trabajo tiene como propdsito evaluar, por primera vez, el efecto de IFC-305 en un modelo de
cancer de mama triple negativo con metastasis ésea en un modelo murino, abordando aspectos
fundamentales de la biologia tumoral como la viabilidad celular, la migracién, la modulaciéon de la
sefializacion de TGF-B y la formacidn de lesiones osteoliticas. Este enfoque permitirad, no solo determinar
la eficacia del compuesto en un entorno altamente agresivo y clinicamente desafiante, sino también
explorar su mecanismo de accion en un tipo de cancer que hasta ahora cuenta con opciones terapéuticas

limitadas y un prondstico desfavorable.

La validacion experimental de los efectos antimetastasicos del IFC-305 en este modelo podria
representar un paso relevante hacia el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, centradas en la
inhibicién de rutas clave implicadas en la progresion del CMTN y su diseminacién 6sea. De demostrarse

su eficacia, este derivado de adenosina podria posicionarse como una alternativa innovadora dentro del
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arsenal terapéutico oncoldgico, particularmente en pacientes con alta carga metastdsica y limitada

respuesta a los tratamientos convencionales.

1.2 Hipétesis

El compuesto derivado de adenosina IFC-305 disminuird la proliferacién, la migracién celular, y modulara
negativamente la via de sefalizacion de TGF-$ en el cdncer de mama triple negativo, lo que resultard en

una reduccidn de la metdstasis dsea in-vivo y, por lo tanto, promovera efectos antitumorales.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del derivado de adenosina IFC-305 sobre la proliferacién, migracion celular y la
regulacion de la via de sefializacién de TGF-3 en cancer de mama triple negativo, asi como su impacto en

la metastasis dsea in-vivo, con el propdsito de determinar su potencial terapéutico.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Analizar el efecto de IFC-305 en la viabilidad celular de lineas celulares de cdncer de mama
triple negativo y células sanas mediante el ensayo de MTT.

2. Evaluar el impacto de IFC-305 en la migracidon celular de células metastasicas a hueso
mediante ensayos de migracion in-vitro.

3. Examinar la modulacién de la via de TGF-3 por IFC-305 en células CMTN mediante Western
blot.

4. Confirmar la participacion de la via de TGF-B en los efectos de IFC-305 mediante analisis de
expresion génica por RT-qPCR in-vitro.

5. Evaluar el efecto del IFC-305 en la metastasis 6sea mediante estudios in-vivo.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Compuesto derivado de adenosina IFC-305

El IFC-305 es un compuesto derivado de la adenosina, especificamente la sal aspartato de adenosina
(acido-2-aminosuccinico-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-(hidroximetil)tetrahidrofurano-3,4-diol (1:1)). Fue
adquirido de Probiomed S.A. de C.V. (http://www.probiomed.com.mx, Ciudad de México, México) en
forma de polvo sdélido blanco con las siguientes propiedades fisicoquimicas: peso molecular de 400.34
g/mol, punto de fusion de 285 °C, y solubilidad en agua. La sintesis de este compuesto esta descrita en

las siguientes patentes: MX220780, MX207422, US8507 y US459B2.

2.1.1 Preparacién del compuesto IFC-305

Para los tratamientos in-vitro, el compuesto IFC-305 se disolviéd en medio de cultivo, dependiendo de la
linea celular utilizada y la concentracién requerida. Para lograr su completa disolucidn, la solucién se
mantuvo en bafio maria a 70 °C con agitacion magnética, y posteriormente se ajusté a pH= 7.4.

Finalmente, se afiadié suero fetal bovino y antibidtico/antimicdtico antes de su uso en los experimentos.

Para los tratamientos in-vivo, las dosis del IFC-305 se calcularon en funcion del peso corporal de los
ratones. El compuesto se disolvidé en solucidon salina al 0.9%, utilizada como vehiculo para su
administracién. Similar al protocolo in-vitro, la disolucidn se realizé en bafio maria a 70 °C con agitacion
magnética, y posteriormente se ajustod a pH fisioldgico. La solucion final se almacend a 4 °C hasta su uso

en los experimentos.

2.2 Cultivo celular

Se utilizaron tres lineas celulares en este estudio: 293T (células de rifién embrionario humano), MDA-
MB-231 (células de cancer de mama humano) y 4T1 (células de cancer de mama murino). Todas las
lineas celulares fueron adquiridas de la Coleccién Americana de Tipos Celulares (ATCC, por sus siglas en

inglés), garantizando su autenticidad y calidad.
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Las células 293T y MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Minimal
Essential Medium, Corning), mientras que las 4T1 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute, Corning). Ambos medios fueron suplementados con suero fetal bovino (SFB, 10 %
v/v, Biowest) para proporcionar los nutrientes esenciales para el crecimiento celular. Adicionalmente, se
afiadiéd una solucién de antibidtico/antimicético (1 % v/v, penicilina-estreptomicina/anforeticina B,

Corning) para prevenir posibles contaminaciones.

Para el subcultivo y resuspension de las células descritas anteriormente se utilizd una solucién de
tripsina-EDTA (0.05 % — 0.53 mM, Corning) debido a que son lineas celulares adherentes. Todas las
células fueron mantenidas en condiciones éptimas de cultivo, a 37 °C en una incubadora humidificada

con 5 % de CO,, asegurando un ambiente estable para su crecimiento y proliferacion.

2.3 Viabilidad celular en células CMTN in-vitro

Se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico de metil tiazol tetrazolio
(MTT). Para ello, se utilizaron las lineas celulares 293T, MDA-MB-231 y 4T1 se sembraron en placas de 96
pozos con densidades de 10,000, 8,000 y 5,000 células/cm?, respectivamente, asegurando una

confluencia del 70-80% a las 24 horas.

Una vez alcanzada la confluencia deseada, se afiadié el tratamiento con el compuesto IFC-305 en
concentraciones de 0 (como control), 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 mM, y se incubaron durante 24, 48 0 72
horas. Al finalizar cada tiempo de tratamiento, se adicioné MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro, 5 mg/mL) en cada pozo y se incubd durante 5 horas en condiciones
controladas (37 °C, 5 % CO,, atmoédsfera himeda). Este compuesto es reducido por enzimas
mitocondriales de células viables, generando cristales de formazdn purpura, cuya intensidad

colorimétrica es proporcional a la viabilidad celular.

Para detener la conversién de MTT a formazan, se agregd una solucién de 4acido clorhidrico (0.01 M) y
dodecilsulfato sédico (10 % p/v), incubandose por 16 horas. Finalmente, la absorbancia se midié a 570

nm utilizando un espectrofotémetro para microplacas Epoch (Biotek).
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2.4 Migracion celular de células metastasicas a hueso in-vitro

Para evaluar el efecto del compuesto IFC-305 en la migracién celular, se llevd a cabo un ensayo de
cicatrizacion de herida. En este experimento, se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama triple
negativo con potencial metastasico MDA-MB-231 y 4T1, las cuales fueron sembradas en placas de 12
pozos con densidades de 8,000 y 5,000 células/cm?, respectivamente, asegurando una confluencia del

75-85 % a las 24 horas.

Una vez alcanzada la confluencia deseada, las células fueron sometidas a un periodo de ayuno en medio
de cultivo sin suero fetal bovino durante 14 horas, con el objetivo de sincronizar el ciclo celular y
minimizar la proliferacion durante el ensayo. Posteriormente, se realizd trazé una linea sobre la
monocapa celular utilizando la punta de una micropipeta de 200 uL, generando un espacio libre que

permitio evaluar la migracion celular.

Tras la creacidn de la herida, se realizaron lavados con PBS para eliminar las células desprendidas y evitar
interferencias en la medicidn. Luego, se afiadid medio de cultivo completo suplementado con IFC-305 en
concentraciones de 0, 5, 10 y 20 mM. La progresién del cierre de la herida fue monitoreada mediante la
captura de imagenes continuas durante 24 horas utilizando un microscopio Etaluma™, lo que permitié

realizar un analisis cuantitativo de la migracién celular en respuesta al tratamiento.

2.5 Metastasis 6sea en modelo murino in-vivo

2.5.1 Mantenimiento de ratones

Los protocolos se llevaron a cabo conforme a la normativa federal para el cuidado y experimentacion con
animales, establecida en la NOM-062-Z00-1999. Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/C,
obtenidos de la empresa Circulo ADN S.A. de C.V. Los ratones fueron alojados en un cuarto con un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas y una temperatura controlada de 24 °C. Se mantuvieron en el sistema
Optimice® (Animal Care Systems), con un maximo de cinco hembras por caja, donde tuvieron acceso ad
libitum a agua y alimento (Laboratory Autoclavable Rodent Diet 5010, LabDiet). El sustrato de las cajas

consistié en madera triturada (Harlan, Teklad), el cual se reemplazé cada 14 dias al transferir a los
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ratones a cajas limpias con nuevo sustrato. Como material de enriquecimiento ambiental, se les

proporcionaron panuelos desechables para anidacidn y tubos de cartén.

Antes de iniciar los experimentos, todos los ratones pasaron por un periodo de aclimatacion de una
semana. Aquellos que recibieron inoculaciones de células cancerosas fueron monitoreados diariamente
para detectar signos de dolor o incomodidad. En caso de presentar estas sefiales, se les aplicd eutanasia

humanitaria y fueron excluidos del experimento correspondiente.

2.5.2 Preparacion de células para inoculacién intracardiaca

Se prepard una suspension de células individuales 4T1 (10° células en 100 pL de PBS) a partir de
monocapas confluentes. Un dia antes, se realizdé un cambio de medio para asegurar que las células se
mantuvieran en fase exponencial de crecimiento. Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y
centrifugadas (250 g, 10 min, 4 °C). Los pellets celulares se resuspendieron en PBS frio (4 °C) y todas las
células recuperadas de los tubos se combinaron en un tubo cénico de 50 mL, complementando con PBS
frio hasta alcanzar un volumen final de 40 mL. Se realizé una nueva centrifugacion (250 g, 10 min, 4 °C),
seguida de dos lavados adicionales con PBS frio. Finalmente, las células se resuspendieron en un
pequefio volumen de PBS frio (~5 mL). La cuantificacion de células viables se llevd a cabo mediante
dilucion con azul de tripano y conteo en una camara de Neubauer utilizando un microscopio éptico

invertido.

2.5.3 Inoculacién intracardiaca

Para la inoculacién intracardiaca, los ratones fueron pesados y marcados en la cola con un marcador
indeleble. Posteriormente, se anestesiaron mediante inyeccién intraperitoneal con una mezcla de
ketamina (100 mg/kg) y xilasina (5-10 mg/kg) utilizando una jeringa de insulina (1 mL, aguja 0.5 x16 mm).
Se verificéd la profundidad de la anestesia presionando entre los dedos de las patas traseras para
confirmar la ausencia de reflejos. A continuacién, se depild el drea toracica aplicando crema depilatoria
(Nair™, piel sensible) con un hisopo de algoddn, retirdndola después de 90 segundos con gasas humedas
(agua a 37 °C). Los ratones depilados se colocaron en un tapete térmico y se les aplicé ungliento
oftdlmico (Stye™) para prevenir la resequedad ocular, repitiendo la aplicacion hasta su recuperacion

anestésica.
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Para la inmovilizacion, se fijaron simétricamente con cinta adhesiva en las patas delanteras y la cintura,
asegurando la posicion de la caja tordcica con los dedos indice y anular. Se administrd una inoculacién de
100 pL (10° células) con una jeringa de 1 mL y aguja de 26 gauges, insertada en posicion vertical (90°)
entre la tercera y cuarta costilla izquierda. La presencia de flujo sanguineo en la aguja confirmé Ia
correcta insercidon en el ventriculo cardiaco izquierdo, tras lo cual se inyectaron las células. Luego, se

aplicé presidn en el sitio de puncién durante 30 segundos para prevenir la pérdida de sangre.

Finalmente, los ratones fueron colocados nuevamente en el tapete térmico y recibieron 250 pL de PBS
(37°C) para hidratacion y recuperacion. Se realizdé un pequefio corte en la oreja para su identificacién:
derecha (1°), izquierda (2°), ambas (3°), ambas en forma de "V" (4°) y sin corte (5°). Una vez que

recuperaron la movilidad, fueron trasladados a sus cajas.

2.5.4 Tratamiento con el compuesto derivado de adenosina IFC-305

El compuesto IFC-305 se resuspendid en solucién salina al 0.9% para su administracién. Los ratones
fueron divididos en grupos experimentales y recibieron, de manera intraperitoneal, ya sea solucién
salina como control o IFC-305 en tres diferentes dosis: 50, 100 y 150 mg/kg, el volumen administrado
variaba entre 200-300 uL, esto dependiendo del peso de los ratones. Las aplicaciones se realizaron en

dias alternados a lo largo del experimento.

El tratamiento inicid un dia después de la inoculacién de las células 4T1, asegurando que la
administracién del compuesto coincidiera con las primeras etapas del desarrollo tumoral. Durante todo
el protocolo, los ratones fueron monitoreados para evaluar su estado general, peso corporal y signos de

malestar asociados a la administracion del farmaco.

2.5.5 Colecta de huesos.

Diez dias después de la inoculacion intracardiaca, se realizé la eutanasia de los ratones siguiendo los
protocolos establecidos para el bienestar animal. Inmediatamente después, se procedio a la recoleccion

de los huesos de las extremidades inferiores, incluyendo el fémur y la tibia de ambos lados.
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Los huesos extraidos fueron depositados en una solucién de formalina al 10 % en disposicién de “L” para
su adecuada fijacidn. Las muestras permanecieron en formalina durante 48 horas para asegurar la
preservacion de los tejidos dseos. Posteriormente, se realizaron lavados con solucidon salina al 0.9 %
durante 2 horas para eliminar restos de fijador, y finalmente, los huesos fueron transferidos a etanol al
70 %. Cada muestra fue almacenada en frascos debidamente rotulados hasta su posterior

procesamiento.

Para el andlisis radiografico, los huesos se sometieron a rayos X utilizando el sistema de imagen In-vivo
Xtrem (Bruker). Este procedimiento se llevd a cabo en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada

del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, campus Cuernavaca, México.

2.5.6 Analisis de radiografias

La cuantificacion de las dreas osteoliticas se realizd en las extremidades inferiores, especificamente en el
fémur y la tibia de ambos lados. Para el analisis, se utilizaron imdgenes radiograficas procesadas
mediante el software Imagel. El estudio se llevd a cabo mediante un ensayo ciego, asignando a cada
radiografia un numero aleatorio generado con la herramienta random.org, lo que garantizé la

imparcialidad en la evaluacion.

Una vez completado el andlisis, los cddigos asignados a las imagenes fueron revelados para la agrupacién
de los datos. Posteriormente, se calculd el promedio de las areas osteoliticas por ratén en cada grupo
experimental. Finalmente, los datos fueron procesados y representados graficamente utilizando el
software GraphPad Prism, permitiendo la comparacién entre grupos y la interpretacion de los

resultados.

2.5.7 Obtencidn de lisados y cuantificacién de proteinas

En este experimento, se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231y
4T1, sembradas en placas de 12 pozos con densidades de 8,000 y 5,000 células/cm?, respectivamente,
para alcanzar una confluencia del 80 % en 24 horas. Posteriormente, las células fueron sometidas a un
periodo de ayuno en medio de cultivo sin suero fetal bovino (SFB) durante 8 horas, con el objetivo de

minimizar su proliferacion.
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A continuacion, se realizé un pretratamiento de 1 hora con IFC-305 en concentraciones de 0,1, 5, 10y 20
mM, seguido de la eliminacién del medio y dos lavados con PBS. Posteriormente, se afadié medio de

cultivo fresco con el mismo tratamiento y se adiciond TGF-B1 (5 ng/mL) por 1 hora.

Finalizada el tratamiento, las células fueron lavadas con PBS y lisadas en 100 puL de soluciéon
amortiguadora de lisis SDS, complementada con cOmplete™, un cdctel de inhibidores de proteasa, y
PhosSTOP™, un inhibidor de fosfatasa (Roche). Las muestras se incubaron en hielo durante 10 minutos y
posteriormente fueron centrifugadas a 14,000 g y 4 °C por 10 minutos para la recuperacion del

sobrenadante.

La concentracién de proteinas se determind mediante un ensayo colorimétrico Micro BCA (Thermo
Scientific™) en placas de 96 pozos, siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la cuantificacion, se
utilizé una curva estandar generada con diluciones de albumina de suero bovino, y la lectura de densidad

Optica a 562 nm se llevé a cabo en un lector de placas Epoch (Biotek).

2.5.8 Electroforesis y transferencia de proteinas

Las muestras de lisados celulares (45 pg de proteina) se prepararon afiadiendo tampdn de carga 5X
(Thermo Scientific™) suplementado con B-mercaptoetanol. Tras su homogeneizacion, las proteinas
fueron desnaturalizadas mediante incubacién a 95 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se separaron
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % (SDS-PAGE) utilizando un sistema Mini-PROTEAN
(BioRad) y se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, 0.45 um, Cytiva)

mediante un sistema de transferencia semi-seco (Trans-Blot SD Semi-Dry, BioRad).

Las membranas fueron bloqueadas con una solucién amortiguadora TBST 1X (0.1 M Tris-HCl, pH 7.6; 0.15
M NaCl; 0.1 % v/v Tween-20) suplementada con 5 % de leche semidescremada, manteniéndolas en
agitacién constante a 4 °C durante 1 hora. Posteriormente, se incubaron toda la noche con el anticuerpo
primario diluido en TBST con leche o BSA al 5 % (p/v) (Tabla 1). Luego de la incubacidn, se realizaron
lavados con TBST para eliminar el anticuerpo primario no conjugado y se procedié a una nueva
incubacién con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa durante 1 hora (Tabla 1), seguida de

lavados adicionales con TBST.
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La deteccion de proteinas se realizé mediante quimioluminiscencia utilizando el reactivo Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck) y el fotodocumentador ChemiDoc MP (BioRad). Para
analizar proteinas adicionales en la misma membrana, los anticuerpos fueron eliminados mediante
incubacion con solucién amortiguadora de stripping (glicina 0.75 % p/v, SDS 0.5 % p/v, pH 2.5) a 60 °C
durante 30 minutos. Luego, se realizaron lavados con TBST, seguidos de un nuevo bloqueo y la

incubacidén con el siguiente anticuerpo de interés.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software Fiji (Schindelin et al., 2012), y la cuantificacion

se realizéd mediante la medicién del valor medio gris de las bandas.

Tabla 1. Descripcion de anticuerpos utilizados en Western blot.

Anticuerpo Especie Dilucion Diluyente

Conejo 1:500
Anti-Smad2/3 fosforiladas Cell Signaling TBST — leche (5% p/v)
Conejo 1:1,000 TBST — BSA (5% p/v)
Anti-Smad2/3 Cell Signaling
Sigma Aldrich Cabra 1:40,000
Anti-Conejo 1gG-HRP TBST — leche (5% p/v)

2.6 Analisis de expresion de genes mediante RT-qPCR

2.6.1 Cultivo celular y extraccion de RNA total

En este estudio, se emplearon las lineas celulares de cdncer de mama triple negativo MDA-MB-231 y
4T1, las cuales fueron cultivadas en placas de 12 pozos con densidades de siembra de 8,000 y 5,000
células/cm?, respectivamente. Esta disposicion permitié alcanzar una confluencia aproximada del 80 %
en un periodo de 24 horas. Una vez lograda la confluencia deseada, las células fueron sometidas a un
periodo de inanicidon en medio de cultivo sin suero fetal bovino (SFB) durante 8 horas, con el propdsito

de reducir la proliferacién celular y sincronizar su estado fisioldgico antes del tratamiento.

Posteriormente, se aplicd un pretratamiento con el compuesto IFC-305 en concentraciones de 0, 1, 5, 10
y 20 mM durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo fue retirado y las células fueron

lavadas dos veces con PBS para eliminar posibles residuos del compuesto. Acto seguido, se afiadié medio
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de cultivo fresco con las mismas concentraciones de IFC-305 y se procedid a la adiciéon de TGF-B1 (5

ng/mL), durante un periodo de 18 horas.

Finalizada la incubacién con el TGF-B1, las células fueron lavadas nuevamente con PBS y se procedid a la
extraccion de RNA total utilizando el kit GeneJET RNA (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante para la purificacion de RNA a partir de células en cultivo. La concentracion
del RNA extraido fue determinada mediante espectrofotometria con un NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific), asegurando su calidad y pureza antes de su almacenamiento a -20 °C para su posterior

analisis.

Para evaluar la integridad del RNA purificado, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v)
tefiido con bromuro de etidio, permitiendo la visualizacién de las bandas correspondientes al RNA
ribosomal de las subunidades 28S (aproximadamente 5 kb) y 18S (aproximadamente 2 kb). La presencia
de estas bandas bien definidas confirmd la integridad del material genético, garantizando su idoneidad

para los analisis posteriores de expresion génica mediante RT-qPCR.

2.6.2 PCR cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR)

El andlisis de expresidn génica se llevd a cabo en dos etapas principales: la sintesis de DNA
complementario (cDNA) mediante transcripcidn inversa y, posteriormente, su cuantificacion a través de

PCR en tiempo real (QPCR).

Para la transcripcion inversa, se utilizd la enzima retrotranscriptasa SuperScript 1l (1.25 U/uL, Thermo
Fisher Scientific)) empleando un oligonucledtido poly-T anclado (25 ng/ulL, T40ligo) como
oligonucledtido. Cada reaccidn se llevé a cabo en un volumen final de 10 plL, utilizando 250 ng de RNA
total como molde. La reaccidn de transcripcion se realizd a 42 °C durante 75 minutos, seguida de la
inactivacidon de la enzima mediante una incubacion a 75 °C durante 15 minutos. Posteriormente, el cDNA
obtenido fue diluido en una proporcién de 1:4 con agua libre de nucleasas (grado biologia molecular) y

se almacend a -20 °C hasta su uso o se utilizé inmediatamente para los analisis de qPCR.

La cuantificacion de la expresidn génica se realizd mediante qPCR utilizando el sistema termociclador ABI
7500 (Applied Biosystems). Para cada reaccion, se empled la mezcla de PCR QuantiTect SYBR Green

(Qiagen) en un volumen final de 10 pL, que incluia 1 pL de la solucion de cDNA y una concentracién final
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de 0.4 uM de cada oligonucleédtido. La cuantificacién relativa de los niveles de mRNA se determind
mediante una curva estandar, y los valores obtenidos fueron normalizados utilizando el gen de
referencia RPL32. Los oligonucleétidos especificos para cada gen se disefiaron con la herramienta

Primer-BLAST y sus secuencias se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en PCR cuantitativa.

Oligonucledtido sentido (5’ — 3’) Oligonucledtido antisentido (3’ — 5’)

RPL32 (humano) CAGGGTTCGTAGAAGATTCAAGGG CTTGGAGGAAACATTGTGAGCGATC
RPL32 (ratén) CAGGGTGCGGAGAAGGTTCAAGGG CTTAGAGGACACGTTGTGAGCAATC
PMPEA1 (humano) AGAACACTCCGCGCTTCTTA GCTTGTGCATTCAGACCAGA
PMPEA1 (ratdn) CAGGAGGAGAGACGATGGAC AGGTAGGGGTAGGTGGGTTG

2.6.3 Anadlisis estadisticos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.
El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey o la prueba de Dunnett, segun correspondiera. Los datos
fueron procesados utilizando el software GraphPad Prism, versién 9.0.2 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, EE. UU.). Para la comparacién de tres o mas grupos que involucraban una Unica variable
independiente, se empled un andlisis de varianza de una via (one-way ANOVA), seguido de la prueba
post hoc de Dunnett. En los casos en que se analizaron dos variables independientes, se utilizd un
andlisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA), con la prueba post hoc de Siddk cuando fue
pertinente. Los resultados se presentan en forma de histogramas que indican la media, y se consideraron

estadisticamente significativos aquellos valores de p < 0.05.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Viabilidad celular en células CMTN in-vitro

Primeramente, se evalud el efecto del compuesto IFC-305 en el crecimiento de células sanas y de cancer
de mama mediante el ensayo MTT, como se muestra en la Figura 5. Para este experimento, se
emplearon tres lineas celulares distintas: 293T (rifidn embrionario humano sano), MDA-MB-231 (cancer
de mama humano) y 4T1 (cancer de mama murino). Las células fueron tratadas con IFC-305 en un rango

de concentraciones (0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 mM) y evaluadas a las 24, 48 y 72 horas de exposicion.

Los resultados del ensayo mostraron que el IFC-305 reduce la viabilidad celular de manera dependiente
del tiempo y de la concentracién. En el caso de las células 293T, no se observé una reduccidn significativa
en la viabilidad celular tras 24 horas de tratamiento (Figura 5A). Sin embargo, a partir de las 48 y 72
horas, comenzé a manifestarse una tendencia a la disminucién de la viabilidad celular conforme
aumentaba la concentracion del compuesto, lo que sugiere que un tratamiento prolongado con IFC-305

podria afectar también a células no cancerosas.

En contraste, las células MDA-MB-231 mostraron una reduccion mas evidente en la viabilidad celular
desde las primeras 24 horas de exposicion, con una disminucién del 20 % a concentraciones entre 0.625
y 20 mM (Figura 5B). Este efecto se intensificé con el tiempo, alcanzando una reduccion del 58 % a las 48
horas y del 80 % a las 72 horas en la concentracién de 20 mM, lo que indica una marcada sensibilidad de

estas células al compuesto.

Por otro lado, las células 4T1 presentaron mayor resistencia al tratamiento. A las 24 horas, solo la
concentracidon mas alta (20 mM) logré reducir la viabilidad en un 35 % (Figura 5C). Sin embargo, a las 48
y 72 horas, la viabilidad celular disminuyé a partir de la concentracién de 2.5 mM de IFC-305, la
reduccion a 20 mM es de aproximadamente un 65 % con la concentracién, lo que sugiere que el efecto
del IFC-305 en esta linea celular es mas lento, pero aun significativo con el tiempo a partir de 2.5 mM de

IFC-305.

En general, tras 48 y 72 horas de tratamiento con IFC-305, ambas lineas celulares cancerosas y las células

control experimentaron una reduccién pronunciada en la viabilidad celular en todas las concentraciones
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evaluadas en comparaciéon con el control sin tratamiento. Estos hallazgos sugieren que el IFC-305 tiene
un efecto inhibidor sobre la proliferacién de células de cancer de mama de manera dependiente de la
dosis y el tiempo. La notable reduccién en la viabilidad de las células cancerosas, observada con el uso de
IFC-305, subraya su prometedor potencial como agente terapéutico en el tratamiento del cancer de
mama. No obstante, para optimizar su aplicacién clinica y minimizar la incidencia de efectos adversos, es
crucial incrementar la especificidad de IFC-305 hacia las células tumorales, salvaguardando la integridad

de las células sanas circundantes.

Asi mismo investigaciones adicionales, incluyendo estudios moleculares y modelos in-vivo, seran
fundamentales para dilucidar con mayor precision su mecanismo de accién y su viabilidad como agente

terapéutico

A. B. C.
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Figura 5. Efecto del compuesto IFC-305, derivado de adenosina, sobre la viabilidad celular en lineas de cancer de
mama y células no tumorales. (A) Células de rifién embrionario humano 293T, (B) células de cancer de mama
humano MDA-MB-231 y (C) células de cdncer de mama murino 4T1 fueron tratadas con el compuesto IFC-305 a
una concentracion determinada durante 24, 48 y 72 horas. La viabilidad celular se evalué mediante la medicién de
la densidad 6ptica a 570 nm, normalizada al control (100%). Los experimentos se realizaron por triplicado. Los
resultados se presentan como media + SEM. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias con prueba post-test
de Dunnett (**P =0.001, ****P < 0.0001 vs. control).

3.2 Migracion celular de células metastasicas a hueso in-vitro

Se ha comprobado que las células del tumor primario pueden desprenderse y migrar hacia érganos
distantes, un proceso conocido como metdastasis. Dado que la capacidad de migracién celular es un paso
clave en este fendmeno, se realizaron ensayos de cicatrizacidon de heridas para evaluar el efecto del IFC-

305 en la movilidad de células de cancer de mama triple negativo.



34
La Figura 6A y 6C muestra los resultados del ensayo de migracidn celular, se analizé cualitativamente
durante un periodo de 24 horas, comparando grupos con y sin tratamiento con el IFC-305 a
concentraciones de 5, 10 y 20 mM. Las imagenes obtenidas proporcionan una representacion visual del
grado de migracion celular y la capacidad de cierre de la herida tratados con diferentes concentraciones
del tratamiento, permitiendo una evaluacion inicial del efecto del compuesto IFC-305 sobre la migracién
celular.

A.
MDA-MB-231

5mM 10 mM 20 mM
ki B

Concentracion
de IFC-305 _ {OmM

I\ e \“ ‘ Wi ) )
Oh 1/ g6 z 1 | é T l \' % de cierre de la herida en MDA-MB-231 IFC-305
} y i g ; 2 . } 100+ go000000000
. v : { : ‘ f. ﬁ LSS §§ o 0mM
e By ' ’:\)( & zg‘ 5 o 5mM
o ] (m . BTaex| | o 10mM
. } %? f \; 2 - 40 ;igggggggi Sggg?g + 20mM
A T B4 fas Sl g
i é’ \( /{ [ \-)\ 0 88 T T T T T 1
24h S G P 0 4 8 12 16 20 24
’. I‘ i )1 Tiempo (h)
C.
4T
Concenraes” omM  5mM  10mM  20mM D
Oh | ( / L ‘\ / % de cierre de la herida en 4T1
{ by 2 P & IFC-305
(e OSREnS s e 100
. - \ ( . ” 80- n§ﬂ o 0mM
/ ) 2 ) { / o o 5mM
12h S Saac B 60- ¢ 10mM
Ve oy e K O B ) 40 0" rr111EEE + 20mM
e S TS nv?gééégééﬁééﬁﬁﬁﬁ****F
" ‘ \ \\ 3 O*Fg‘g‘isga T T T T 1
24h A 0 4 8 12 16 20 24
¢ S22 A A ) | 5 Tiempo (h)
mom 0 o (0 gem ) pom

Figura 6. El tratamiento con IFC-305 inhibe la migracion e invasion de células de cancer de mama metastasico
Gseo in-vitro a las 24 horas. (A) Imagenes representativas del ensayo de cicatrizacién de heridas en células MDA-
MB-231 tratadas con diferentes concentraciones de IFC-305 en distintos tiempos. (B) Cuantificacion del cierre de la
herida en MDA-MB-231. (C) Imagenes representativas del ensayo en células 4T1. (D) Cuantificacién del cierre de la
herida en 4T1. Los datos se presentan como graficas lineales con media + SEM (n = 3) y se analizaron mediante

ANOVA de dos vias con prueba post-test de Dunnett. Imagenes adquiridas a un aumento de 10X; barras de escala =
200 nm.
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Asi mismo, se realizd el andlisis cuantitativo de las imagenes, cuyos resultados se presentan en las Figura
6By 6D. Los datos obtenidos revelan una reduccion significativa en la migracidn celular tras la exposicion
a IFC-305. En particular, las células MDA-MB-231 mostraron una disminucién notable en su capacidad
migratoria, con una reduccion del cierre de la herida de aproximadamente un 53 % en los grupos
tratados con IFC-305 en comparacién con el grupo control sin tratamiento. Este efecto fue aln mas
pronunciado en las células 4T1, donde la migracion celular se redujo en un 70 %, lo que indica un

potente efecto inhibidor sobre la motilidad celular.

Estos hallazgos sugieren que el IFC-305 ejerce un impacto significativo en la inhibiciéon de la migracién de
células de CMTN. La reduccion en la capacidad de migracién celular sugiere que el compuesto podria
estar interfiriendo con vias de sefalizacidn clave involucradas en la migracion celular, lo que a su vez
podria contribuir a sus posibles propiedades anti-metastdsicas. Investigaciones adicionales seran
esenciales para dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes a este efecto y determinar el
potencial terapéutico del IFC-305 en la prevencién de la diseminacién metastasica en el cancer de mama

triple negativo.

3.3 Métastasis osea en modelo murino in-vivo

Para evaluar el potencial terapéutico del derivado de adenosina IFC-305 en un modelo in-vivo de
metdstasis dseas en cancer de mama triple negativo, se utilizé un modelo murino con ratones de la cepa
Balb/C. La metastasis dsea fue inducida mediante inoculacion intracardiaca de células 4T1 en el
ventriculo izquierdo del corazén, lo que permitié replicar de manera eficiente la diseminacidn

metastdsica hacia el tejido 6seo, simulando asi el comportamiento clinico de esta enfermedad.

Tras la inoculacién celular, los ratones fueron divididos en grupos y sometidos a un régimen de
tratamiento con el IFC-305 bajo tres esquemas de dosificacion distintos: 50 mg/kg administrados
diariamente, y 50 mg/kg o 100 mg/kg administrados en dias alternos. La administracion del compuesto
comenzd un dia después de la inoculacion de las células tumorales y se mantuvo a lo largo de todo el

periodo experimental con las dosis establecidas.

Los efectos del tratamiento fueron evaluados mediante analisis radiografico de las extremidades
posteriores de los ratones (Figura 7A). Las imagenes representan a los grupos: sanos, sin tratamiento y

con tratamiento de IFC-305. En el grupo control, sin tratamiento, se observé una extensa degradacion
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Osea, mientras que en los grupos tratados con IFC-305, la severidad de las lesiones disminuy6 de manera

dosis-dependiente.

El andlisis cuantitativo del area osteolitica (Figura 7B) confirmd esta tendencia, mostrando una reduccién
progresiva en el tamano de las lesiones en los grupos tratados con IFC-305. En el grupo control sin
tratamiento, el drea media de lesion osteolitica fue de 2.22 mm?2. En comparacion, los ratones que
recibieron 50 mg/kg diariamente mostraron una reduccion del drea de lesién a 1.64 mm? lo que
equivale a una disminucién del 26 %. El efecto fue ain mds pronunciado en el grupo que recibié 50
mg/kg en dias alternos, donde el drea de lesion disminuyd a 1.32 mm?, representando una reduccion del
40.5 %. Finalmente, el grupo tratado con la dosis mas alta (100 mg/kg en dias alternos) mostré reduccion
significativa, con un &rea osteolitica de 0.69 mm?, equivalente a una disminucion del 68.9 % en

comparacion con el grupo control.

Interesantemente, la administracién de la misma dosis (50 mg/kg) con diferente frecuencia de
administracién, mostrd distintos resultados. Los ratones tratados en dias alternos presentaron una
reduccion mayor en el drea osteolitica (40.5 %) en comparacién con aquellos que recibieron la
administracion diaria (26 %). Este resultado sugiere que la frecuencia de dosificacién podria desempefiar
un papel clave en la eficacia terapéutica del IFC-305, posiblemente debido a factores farmacocinéticos o
farmacodinamicos que requieren ser investigados en estudios futuros. Ademas, el incremento de la dosis
a 100 mg/kg en dias alternos amplificd ain mas el efecto, logrando una reduccion cercana al 70 % en la

extension de las lesiones dseas.

Estos resultados resaltan el potencial del compuesto IFC-305 como una estrategia terapéutica
prometedora para el tratamiento de metdstasis 6sea en el CMTN. La reduccidon significativa en las
lesiones osteoliticas sugiere que este compuesto podria contribuir a frenar la progresion metastasica y
mitigar el dafio éseo inducido por el cdncer. Sin embargo, son necesarios estudios adicionales para
comprender los mecanismos moleculares subyacentes, optimizar la estrategia de dosificacion y evaluar

su posible aplicacidn en un contexto clinico.
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Figura 7. El tratamiento con IFC-305 (100 mg/kg, dosis alterna) reduce la formacion de metdstasis 6seas en un
modelo murino de cancer de mama. Se inocularon células 4T1 en el ventriculo cardiaco izquierdo de ratones
Balb/C para inducir metdstasis dseas, y posteriormente se administré tratamiento con o sin IFC-305. (A) Peso
corporal de los ratones durante el tratamiento. (B) Cuantificacidn del area de ostedlisis en radiografias (n = 6 para
IFC-305; n = 5 para control). Los datos se presentan como histogramas y se analizaron mediante ANOVA de una via
con prueba post-test de Dunnett.

3.4 Analisis del estado de activacion de las proteinas Smad por Western-blot

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares que subyacen a la inhibicién de la
metastasis 6sea mediada por el derivado de adenosina IFC-305, se evalud su impacto en proteinas clave

para el establecimiento y progresion de la metdstasis ésea: el de TGF-B, con un enfoque particular en la
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activacion de las proteinas SMAD2 y SMAD3. Para ello, se realizd un analisis por Western blot para
determinar el estado de fosforilacion de SMAD2/3, dado que su activacidon es un marcador caracteristico

de la sefializacion mediada por TGF-B y juega un papel crucial en la progresidon tumoral y la metdstasis.

Como se ilustra en las Figuras 8A y 8C, la ausencia de TGF-B1 y de tratamiento con IFC-305 resultd en la
indetectabilidad de las bandas de fosforilacion de SMAD2/3 (F-SMAD2/3). En contraste, las células
expuestas a TGF-B1 mostraron una banda clara con el anticuerpo F-SMAD2/3, esta banda se atribuyd ala
fosforilacién de SMAD2 debido al tamafio de ~60 kDa, la fosforilacién de la proteina SMAD3 no se
observé. Con esto se confirma la activacion de la via candnica de TGF-B. Para asegurar una cuantificacion
precisa de F-SMAD2/3, se emplearon los niveles totales de SMAD2/3 (SMAD2 en ~60 kDa y SMAD3 en
~52 kDa) como control de carga para la normalizacion de las bandas. En células MDA-MB-231 (Fig. 4A), el
tratamiento con IFC-305 a concentraciones de 1 y 5 mM de no tuvo efecto en la fosforilaciéon de
SMAD2/3 estimulada por TGF-B1. No obstante, a concentraciones altas de IFC-205 10 y 20 mM, se
observé una reduccidn en la intensidad de SMAD2 fosforilada, lo que sugiere un efecto inhibidor sobre la
activacion de SMAD2/3 (FIG. 8A). Resultados similares se observaron en células 4T1 (Fig. 8C), donde
concentraciones de 1, 5 y 10 mM de IFC-305 no disminuyeron la intensidad de la banda de SMAD2
fosforilada, mientras que, a 20 mM, la intensidad de la banda de SMAD2 fosforilada se redujo

drasticamente, indicando una fuerte inhibicidn de la via.

La cuantificacion de los niveles de fosforilacion de SMAD2/3, normalizados con respecto a SMAD2/3
total, se presenta en las Figuras 8B y 8D. De manera similar con los andlisis cualitativos en las imagenes
de western blot, en células MDA-MB-231, la fosforilacion de SMAD2 mostrd una reduccién sustancial
con 20 mM de IFC-305 (Fig. 8C). Este efecto fue ain mas pronunciado en células 4T1 (Fig. 8D), donde se
evidencid una disminucién drastica en los niveles de SMAD?2 fosforilada, lo que confirma una inhibicidn

efectiva de la sefalizacion mediada por TGF- en CMTN.

Estos resultados sugieren que IFC-305 actia como un modulador negativo de la via de TGF-B en células
de CMTN, al reducir la activacién de SMAD?2 fosforilada en un modelo dependiente de la concentracion.
La inhibiciéon de esta via es de particular interés, ya que TGF-B desempeiia un papel dual en el cancer de
mama: en etapas tempranas puede actuar como un supresor tumoral, pero en fases avanzadas favorece
la progresion tumoral y la metastasis. Por lo tanto, la capacidad de IFC-305 para interferir con esta
sefializacion podria representar una estrategia terapéutica prometedora para limitar la diseminacidon

metastdsica y reducir el dafio éseo inducido por el cancer.
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No obstante, estudios adicionales son esenciales para elucidar con mayor precisiéon los mecanismos
moleculares subyacentes. Sera crucial determinar si esta inhibicidén se logra mediante una interferencia

directa con la fosforilacién de SMAD2/3 o a través de la regulacion de otros factores en la via de TGF-B.
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Figura 8. El compuesto IFC-305, derivado de adenosina, inhibe la activacion de la via candnica de sefializacion de
TGF-B en células de cancer de mama metastasico dseo in-vitro. Los lisados proteicos de células tratadas se
analizaron mediante Western blot para evaluar los niveles de fosforilacién de las proteinas SMAD2/3 en (A) MDA-
MB-231 vy (C) 4T1. La expresion de SMAD2/3 total se utiliz6 como control de carga. Las graficas de cuantificacion de
la intensidad de grises de las bandas de Western blot se presentan para (B) MDA-MB-231y (D) 4T1.

3.5 Analisis de expresion de genes mediante RT-qPCR

Para evaluar el impacto de IFC-305 en la expresion de genes diana del TGF-B involucrados en la
metdstasis dsea, se analizd la expresidon del mRNA de Pmepal, un regulador clave de esta via. El PMEPA1
regula negativamente el crecimiento de células de cancer de préstata y de mama, y estas funciones
pueden estar mediadas a través de la interaccién de PMEPA1 con la proteina NEDD4 (Azami et al., 2015;
Amalia et al., 2019). Como se ilustra en las Figuras 9A y 9B, se observa que la presencia de TGF-B1

promovid un aumento en la expresion de Pmepal tanto en células MDA-MB-231 como en 4T1
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comparado con el control sin tratar. En contraste, el tratamiento con IFC-305 de células tratadas con
TGF-B1 resulté en una reduccidn significativa de la expresién de Pmepal. En particular, en células MDA-
MB-231, a concentraciones de 5, 10 y 20 mM de IFC-305 disminuyeron los niveles de Pmepal en
comparacién con los valores del grupo control sin inducciéon de TGF-B1 (Fig. 9A). De manera similar, en
células 4T1, se observé una disminucidn significativa de la expresidon de Pmepal con 10 y 20 mM de IFC-

305 (Fig. 9B).

Por otro lado, otro resultado interesante es que en ambas lineas celulares evaluadas que han sido
tratadas con el derivado de adenosina IFC-305 sin tratamiento con TGF-B, es decir el control (Fig. 9A-B),
podemos observar que mientras aumentamos la dosis de IFC-305 también disminuye la expresion
relativa de Pmpeal. Estos resultados sugieren que el IFC-305 suprime la transcripcion de PMEPA1 con y

sin induccién de TGF-1.
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Figura 9. El compuesto IFC-305, derivado de adenosina, inhibe la expresion génica de Pmepal en células de
cancer de mama metastasico 6seo in-vitro. Las células (A) MDA-MB-231 y (B) 4T1 fueron tratadas con IFC-305
durante 1 hora, seguido de la induccién con TGF-f1 durante 1 hora. Los experimentos se realizaron por triplicado.
Los resultados se presentan como media = SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de dos vias con
prueba post-test de comparaciones multiples de Sidak (vs. control).
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Capitulo 4. Discusion

El cancer de mama triple negativo representa uno de los subtipos mds agresivos de cancer de mama,
caracterizado por su alta capacidad metastdsica y la falta de opciones terapéuticas efectivas,
particularmente en el contexto de la metastasis dsea. Esta problematica clinica resalta la necesidad de
identificar nuevas estrategias terapéuticas que no solo limiten el crecimiento tumoral, sino que también
interfieran con los mecanismos moleculares implicados en la diseminacién hacia el hueso. En este
trabajo se evalué el efecto del derivado de adenosina IFC-305 en modelos in-vitro e in-vivo de CMTN, con
el objetivo de determinar su impacto sobre la viabilidad celular, la migracién, la metdstasis ésea y la via
de seializacidon del TGF-B, reconocida por su papel clave en la progresion metastasica. Los hallazgos
obtenidos permiten explorar el potencial de IFC-305 como agente modulador del comportamiento

metastasico en este tipo de cancer.

Nuestro estudio sobre la viabilidad celular confirma que el compuesto derivado de adenosina IFC-305
reduce significativamente la viabilidad de células de cancer de mama triple negativo in-vitro, de manera
dependiente de la dosis, en un periodo de 24 a 72 horas de tratamiento. Por otro lado, en células 293T
no se observé una reduccion significativa en la viabilidad celular tras 24 horas de tratamiento, pero a
partir de las 48 y 72 horas, comenzd a manifestarse una tendencia a la disminucién de la viabilidad
celular conforme aumentaba la concentraciéon del compuesto, lo que sugiere que un tratamiento
prolongado con el IFC-305 podria afectar también a las células no cancerosas. En general, estos hallazgos
sugieren que el IFC-305 tiene un efecto inhibidor sobre la proliferacién de células de cancer de mama de
manera dependiente de la dosis y del tiempo. La reduccion significativa en la viabilidad de las células
cancerosas resalta su potencial como un candidato prometedor para el tratamiento del cdncer de mama.
Este efecto podria explicarse en parte por el hecho de que investigaciones previas en otros grupos de
investigacion han demostrado una expresién aumentada del receptor Al de adenosina (A1AR) en
tumores mamarios en comparacién con tejido mamario normal. Se ha sugerido que esta sobreexpresion
de A1AR juega un papel crucial en la mediacién de los efectos antiproliferativos de la adenosina y sus
derivados, contribuyendo a la inhibicién de la proliferacion celular en diversas lineas celulares tumorales,
incluido el cancer de mama (Leone & Emens, 2018). Asi, posiblemente la mayor presencia de A1AR en las
células de cancer de mama podria ser un factor clave en los efectos terapéuticos observados del

compuesto IFC-305 en este estudio.
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Ademas, la activacién del receptor A3 de adenosina (A3AR) ha demostrado ser un mecanismo clave en la
inhibicidn del crecimiento y la supervivencia celular en ciertos canceres (Tsuchiya & Nishizaki, 2015). En
diversos estudios, incluyendo los realizados en células de mesotelioma maligno y melanoma humano
A375, se ha reportado que la sobreexpresién y activaciéon del A3AR suprime la proliferacién e induce la
apoptosis (Gessi et al., 2011). Esto se logra mediante la inhibicién de la via de sefializacion PI3K/Akt, la
cual es fundamental para la supervivencia y el crecimiento celular (Leone & Emens, 2018). La activacion
del receptor A3 de adenosina (A3AR) mediante agonistas como IB-MECA inhibe la actividad del adenilato
ciclasa (AC), lo que reduce los niveles intracelulares de AMP ciclico (cAMP). Esta disminucién de cAMP
conlleva una menor activacién de la proteina quinasa A (PKA) y de su sustrato, la proteina quinasa B
(PKB/Akt). Como resultado, se observa una disminucion en la expresion de PKA y Akt en diversas lineas
celulares cancerosas, como las de melanoma, lo que contribuye a la inhibicidn de la proliferacién celular
(Wilson & Mustafa, 2011). Mas especificamente, esta inhibicién dependiente de PI3K/Akt conduce a la
supresion de la fosforilacion de ERK1/2 y de la via NF-kB1, eventos criticos en la sefalizacidn celular que
resultan en una reduccién de la proliferacion (Nakamura et al., 2006; Leone & Emens, 2018; Wilson &
Mustafa, 2011). También se han publicado trabajados donde una expresién elevada de A3AR en diversos
tipos de céncer, incluyendo el cdncer colorrectal, puede contribuir a la progresion y malignidad tumoral

(Tsuchiya & Nishizaki, 2015).

Nuestros hallazgos en la viabilidad celular de CMTN sugieren una posible relacidon entre la reduccién
observada tras el tratamiento con IFC-305 y el receptor Al de adenosina. Dada la disminucion
significativa en la viabilidad celular, se vuelve crucial profundizar la investigacion sobre los roles del A1AR
y del A3AR en el cancer de mama, asi como su interaccion con el compuesto IFC-305. Se requieren
estudios posteriores para dilucidar las posibles interacciones entre estos receptores y otras vias de
sefializacion clave. Esto permitird comprender los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos

observados vy, con ello, identificar nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad.

Identificar y orientar los mecanismos moleculares que impulsan la migracidon y metastasis tumoral sigue
siendo un area crucial de investigacion para mejorar las tasas de supervivencia de los pacientes con
CMTN. En el ensayo de cicatrizacion de heridas, exploramos los efectos del compuesto IFC-305 in-vitro, y
nuestros resultados confirman una reduccion significativa en el cierre de la herida de células de CMTN
tras el tratamiento con concentraciones de 5, 10 y 20 mM del derivado de adenosina IFC-305.
Investigaciones en articulos previos han sugerido que la activacidn del receptor A2A de adenosina (A2AR)
estd asociada con una mayor migracidn celular en varios tipos de cancer, incluido el cancer de mama

(Jafari et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que la adenosina aumenta la produccién de TGF-B1, una
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proteina clave en la regulacion de la migracién celular y otros procesos celulares. Es importante sefalar
qgue la sefalizacién de TGF-B estd implicada en la induccién de la transicion epitelio-mesenquimal, un
proceso que facilita la migracion e invasidn de las células cancerosas. Curiosamente, se ha reportado que
el derivado de adenosina IFC-305 puede modular la expresion de SMAD7 en células de higado, un
inhibidor natural de la via candnica de sefializaciéon de TGF-B (Velasco-Loyden et al., 2010). Al inactivar
esta via, el derivado de adenosina podria desempefar un papel en la supresidon de las capacidades
migratorias de las células cancerosas, contribuyendo asi a la inhibicion observada de la migracién de

células de CMTN en nuestro estudio.

Con base en estos hallazgos, la respuesta de las células de CMTN al tratamiento con el compuesto IFC-
305 podria estar influenciada por la activacién especifica y el papel funcional de los receptores A2AR, asi
como por la activacién de SMAD7, que inhibe la via de sefializacién de TGF-B. Esta modulacién de vias de
sefializacion clave sugiere que el derivado de adenosina IFC-305 podria desempefiar un papel crucial en
la supresion de la migracién y metastasis de las células cancerosas. En consecuencia, nuestros resultados
respaldan el potencial del derivado de adenosina como un enfoque terapéutico novedoso para reducir la
propagacion metastasica de CMTN, proporcionando una estrategia prometedora para abordar este tipo

de cancer agresivo y dificil de tratar.

En nuestro estudio de evaluacién de los efectos del IFC-305 en un modelo murino de metastasis dsea,
encontramos que el tratamiento con una dosis de 100 mg/kg en dias alternados del compuesto IFC-305
condujo a una reduccidn de las lesiones osteoliticas asociadas con metastasis de cancer de mama a los
huesos. Estos resultados sugieren que el derivado de adenosina IFC-305 no solo influye en la viabilidad y
migracion de las células cancerosas, sino que también podria desempefiar un papel fundamental en la
mitigacién de la degradacidon ésea comiUnmente observada en el cancer de mama metastdsico. La
reduccion de lesiones osteoliticas observada en este modelo respalda ain mas los posibles beneficios
terapéuticos de este derivado de adenosina IFC-305 en la lucha contra la metdastasis dsea, una

complicacién frecuente y debilitante en pacientes con cancer de mama.

Recordando que la sefializacién de TGF-B desempefia un papel crucial en la progresidén de la metastasis
Osea en el cancer de mama, es importante sefialar que el TGF-B se libera de la matriz 6sea debido a la
actividad de los osteoclastos. Una vez liberado, el TGF-B estimula a las células tumorales a secretar
factores osteoliticos como la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), la interleucina-
11 (IL-11) y el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) (Velasco-Loyden et al., 2017). Estos

factores contribuyen a la resorcidon ésea y al proceso metastasico relacionado, facilitando la propagacién
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de las células cancerosas al hueso. Por lo tanto, se ha demostrado que bloquear la sefializacién del TGF-B
inhibe la metastasis dsea, lo que representa una estrategia terapéutica prometedora para prevenir la
progresion del cancer de mama hacia los huesos (Nie et al., 2016). Nuestros hallazgos muestran que el
tratamiento con el derivado de adenosina IFC-305 parece afectar la sefalizacion del TGF-B. Estudios
posteriores para evaluar el efecto del IFC-305 en genes pro-osteoliticos regulados por el TGF- son

necesarios.

Se ha demostrado que la sefializacién del TGF-f aumenta en las células de cdncer de mama y por
consiguiente aumenta la expresion del gen PMPEAL (Nie et al., 2016). PMPEA1 se ha reportado que se
encuentra sobre expresado frecuentemente en varios tumores sélidos, incluidos los de mama, colon,
prostata y pulmdn. Por ello, utilizamos RT-qPCR para evaluar la expresidon del gen PMPEA1 bajo la
induccion de TGF-B1 y el tratamiento con concentraciones de 5, 10 y 20 mM del derivado de adenosina
IFC-305. Nuestros resultados indican que el compuesto IFC-305 regula eficazmente la expresion de
PMPEA1, lo que sugiere que modula la sefalizacion de TGF-B, adicionalmente se analizé su efecto
mediante Western blot. El tratamiento con concentraciones de 10 y 20 mM del derivado de adenosina
IFC-305 en células de CMTN mostré una reduccion en la fosforilacién de las proteinas SMAD2/3. Esta
inhibiciéon de la fosforilacion de SMAD2/3 indica que concentraciones mas altas del derivado de
adenosina suprimen la via de senalizacion de TGF-f3, lo que indica su potencial en la regulacién de esta

via critica en las células de cancer de mama.

La disminucidn observada en la ostedlisis podria atribuirse, en gran medida, a la reduccion de la
viabilidad celular y al arresto del ciclo celular en la fase GO/G1 inducidas por el tratamiento. No obstante,
los analisis por citometria de flujo mostraron que las células no entran en apoptosis (Mendoza Chacodn,
2024), lo que sugiere que el IFC-305 podria estar promoviendo otras respuestas celulares, como la
quiescencia, la senescencia o la autofagia. Este hallazgo plantea una posible limitacion del estudio, asi

como una direccién relevante para investigaciones futuras.

Ademas de nuestros hallazgos, observamos que el derivado de adenosina IFC-305 tiene un efecto a nivel
molecular en la sefalizacidn del TGF-B. Diferentes grupos de investigacion han estudiado la accién de la
adenosina desde diversas perspectivas, y uno de los mecanismos mas importantes es su capacidad para
regular la expresion de SMAD7. Donde SMAD7 actda como un inhibidor natural de la via de sefializacion
de TGF-B, y al inactivar esta via, la adenosina podria explicar la inhibicién de los genes involucrados en la
resorcion dsea y la progresion tumoral en los huesos en nuestro estudio. Por otro lado, los articulos

proporcionan informacidn donde la adenosina ejerce sus efectos a través de la activacidon de los
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receptores A2AR y A2BR, lo que lleva a una disminucién de la sefializaciéon de TGF-B en fibroblastos y
células tumorales (Jafari et al.,, 2017). Estudios posteriores son necesarios para confirmar que esta

reduccidn de la sefializacion de TGF-B es mediada por los receptores A2AR y A2BR y/o Smad7.
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Capitulo 5. Conclusiones y perspectivas

En conclusion, este estudio presenta evidencia sobre las potenciales aplicaciones terapéuticas del
compuesto IFC-305, un derivado de adenosina, en el cancer de mama triple negativo, un subtipo
especialmente agresivo y de dificil tratamiento. Nuestros resultados indican que el compuesto IFC-305
reduce de manera significativa la viabilidad celular y la migracidn en células de CMTN en estudios in-vitro
de manera dosis dependiente. Ademads, en estudios preliminares, utilizando un modelo murino de
metastasis dsea, muestra efectos notables en la reduccidén de las lesiones osteoliticas asociadas a la
metastasis dsea. Asimismo, nuestra investigacién destaca una interaccién clave entre el IFC-305 vy la via
de senalizacion candnica del TGF-B. El compuesto disminuye la expresién de PMPEA1, un gen que
encuentra frecuentemente sobreexpresado en diversos tipos de céncer, e inhibe la fosforilacion de
SMAD2/3, un paso crucial para la activacion de la sefializacion del TGF-B. Esta modulacién de
inactivacién, segun estudios previamente publicados, podria ser posible por la regulacidén de la expresion
de SMAD7 y/o la activacion de A2AR/A2BR, lo cual sugiere un mecanismo a través del cual el IFC-305
interrumpe los efectos pro-metastdsicos de TGF-B, especialmente en el contexto de la metastasis dsea.
Aunque se requiere mas investigacion para comprender en profundidad las interacciones complejas
entre la sefializacion de los derivados de adenosina y las diversas vias implicadas en la progresién del
CMTN, nuestros resultados sugieren de manera contundente que el IFC-305 es un compuesto
prometedor para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el CMTN, incluida la terapia
para la metastasis 6sea. Futuros estudios deberian centrarse en explorar los roles especificos de los
diferentes receptores de adenosina en el CMTN vy caracterizar mas detalladamente los mecanismos
moleculares subyacentes a los efectos observados in-vivo, lo cual abriria la puerta a su potencial en la

clinica.
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