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Abstract

Breast cancer (BC) is the leading cause of cancer-related death in women in the world. Since tumor cells employ autophagy
as a survival pathway. it has been proposed that sutophagy inhibition could be beneficial for cancer treatment. There are
several onging clinical trizls where autophagy is being inhibited (using chloroguine, CQ or hydroxychloroquine, HOGQ )
along with chemotherapy with promising results. However. there is also in vitro evidence in which autophagy inhibition can
induce epithelial to mesenchymal transition (EMT) in cancer cells, indicating that, at least in some cases, this stratzgy could
be detrimental for cancer patients. In this study, we found that the genetic inhibition of autophagy primed cells for EMT by
inducing 2 decrease in E-cadherin protein levels, while CQ reatment decreased E-cadherin levels, induced morphological
changes relaled to EMT. increased EMT-related ranscription factor (EMT-TF) expression and migration in esirogen receplor
positive (ER +) BC cell linzs. Importanthy, CO) treatment increased intracellular reactive oxy gen species (ROS) which induced
the secretion of macrophage migration inhibitory factor (MIF), a pro-inflammatory cytokine related to malignancy. Both
ROS production and MIF secretion were responsible for the mesenchymal morphology and increased migratory capacity
induced by CQ. Our results indicate that CQ treatment increased malignancy by inducing ROS production, MIF secretion
and EMT and suggest that autophagy inhibition in ER + BC patients might have detrimental effects. Our data indicates that a
careful selection of patients should be performed in order to determine who will benefit the most from autophagy inhibition
with available pharmacological agents for the treatment of breast cancer.

Keywords Autophagy - Breast cancer - Macrophage migration inhibitory factor - Epithe lial-mesenchymal transition -
Chloroguine
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Abstract The manipulation of autophagy for cancer therapy has gained recent interest in clinical
settings. Although inhibition of autophagy is currently being used in clinical trials for the treatment
of several malignandes, autuplng.r has been shown to have diverse implications for normal cell
homeostasis, cancer cell survival, and signaling to cells in the tumor microenvironment. Among
these implications and of relevance for cancer therapy, the autophagic process is known to be
involved in the regulation of protein secretion, in tumor cell immunogenicity, and in the regulation
of epithelial-to-mesenchy mal transition (EMT), a critical step in the process of cancer cell invasion.
In this work, we have reviewed mecent evidence linking autu]:uha;gr to the megulation of EMT in
cancer and normal epithelial cells, and have discussed important implications for the manipulation
of autophagy during cancer therapy.

Keywords: autophagy; cancer; cancer therapy; EMT
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IL-1B
IL-6
INcRNAs
MAPK
MAPK/ERK
MIF
MMP
NAC
NF-kp

NLRP3
NT
PD-1
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Cinasa activada por AMP

Relacionado a la autofagia

Céancer de mama

Cloroquina

Desviacion estandar

Dihidroetidio

Factor de crecimiento epidérmico
Especies reactivas de oxigeno

Error estandar

Factor de transcripcion

Factor de transcripcion regulador de la transicion epitelio
mesenquimal

Hidroxicloroquina

Receptor epidermal humano del tipo 2
Interleucina 18

Interleucina 1

Interleucina 6

ARNSs largos no codificantes

Proteinas cinasas activadas por mitdgeno
MAP cinasa 1

Factor inhibidor de la migracion de macréfagos
Metaloproteinasa de matriz

N-acetil cisteina

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células

B activadas

Dominio de pirina 3 de la familia NLR
No tumorigénico

Ligando de muerte programada

Receptor de estrogeno



RER
RP
SFB
SMA-a
TEM
TGF-B
TN
UDP

Reticulo endoplasmico
Receptor de progesterona
Suero fetal bovino
Actina de musculo liso a
Transicion epitelio mesenquimal
Factor de crecimiento transformante 3
Triple negativo
Unidades de densidad Optica
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3 Resumen

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en las mujeres en México y en el mundo;
por lo que representa un grave problema de salud publica, haciendo imperativo su estudio
para la mejora de la deteccion y la terapéutica. La autofagia es un proceso de mantenimiento
citoplasmico basal que se encuentra activo en todas las células. En cancer, la autofagia posee
un rol complejo dependiente de la etapa de tumorigénesis. Recientemente, el proceso
autofagico se ha relacionado a la secrecion de citocinas proinflamatorias las cuales regulan
procesos como la transicion epitelio mesenquimal (TEM), que esta intimamente relacionado
con la invasion, metéstasis, la troncalidad y la resistencia a farmacos. Antecedentes de
nuestro grupo de trabajo muestran que la inhibicion de la autofagia en la linea MCF7 (RE+)
incrementa la secrecion de IL-6 y se activan programas géenicos relacionados a la TEM, lo
cual podria indicar un incremento en la agresividad tumoral. Existen estudios clinicos en los
que se emplean inhibidores de autofagia (cloroquina CQ e hidroxicloroquina HCQ) como
adyuvantes en la quimioterapia, para tratar a pacientes de diversos tumores solidos
incluyendo cancer de mama RE+; por lo que fue de nuestro interés determinar si la inhibicion
de la autofagia podria promover un fenotipo asociado a la TEM en este subtipo de cancer de
mama. Se utilizaron lineas celulares de cancer de mama derivadas de diferentes subtipos
histopatoldgicos, se inhibio la autofagia de forma farmacologica (cloroguina, CQ) y genética
(shARNSs contra ATG7), y se evaluaron los efectos asociados a TEM. En las lineas RE+ el
tratamiento con CQ indujo caracteristicas relacionadas a la TEM, como cambios en la
morfologia, diminucion de E-cadherina (proteina relacionada al epitelio), expresion de
factores de transcripcion reguladores de la TEM como SNAIL, SLUG y TWIST, acompafiados
de un incremento en la migracion. Estos cambios estuvieron regulados por especies reactivas
de oxigeno y la secrecion de MIF. MIF es una citocina proinflamatoria que induce la TEM y
se encuentra relacionada al mal prondstico en pacientes. Por otra parte, se observo que la
inhibicidén genética de la autofagia indujo una disminucion de E-cadherina, pero no se
observaron cambios a nivel celular y funcional relacionados a la TEM, por lo que esta
inhibicion podria sensibilizar a las células para la induccién de TEM. Ya que actualmente
existen estudios clinicos en los que se estudia la inhibicién de la autofagia con CQ en
pacientes con cancer de mama tipo RE+, nuestros resultados sugieren que este enfoque
terapéutico no sera el adecuado para este tipo de cancer de mama y que la implementacion
de ciertas terapias necesita de una estratificacion adecuada de acuerdo con las caracteristicas
de los pacientes.

Palabras clave: Cancer de mama, receptor de estrdgeno, transicién epitelio mesenquimal,
MIF, cloroquina
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4 Abstract

Breast cancer (BC) is the most frequent neoplasm in women in Mexico and worldwide, thus
the improving of diagnosis and therapeutics results imperative. Autophagy is a housekeeping
process that is always active in all mammalian cells. However it exhibits a complex role
depending on the tumorigenic stage. Recently, the autophagic process has been correlated
with pro inflammatory cytokine secretion, whose upregulation in cancer has been related
with the induction of the epithelial mesenchymal transition process (EMT). EMT is a
transdiferantiation process that confers multiple features to cancer cells, such as invasion,
metastasis, stemness and drug resistance. Work form our research group showed that
autophagy inhibition in the MCF7 (ER+) breast cancer cell line, increased IL-6 secretion
accompanied by the upregulation of genetic programs related to EMT. There are clinical
trials where autophagy is pharmacologically inhibited by chloroquine (CQ) and
hydroxychloroquine (HCQ), in cancer patients including solid tumor neoplasms such as ER+
BC. The aim of this work was to determine whether the autophagy inhibition could induce
TEM in certain ER+ breast cancer. Cell lines derived from the different breast cancer
subtypes were used, and autophagy inhibited using two approaches: one pharmacological
(using CQ) and a genetical (by employing shRNAs against ATG7 protein) approach. CQ
treatment induced features related to TEM such as changes in cell morphology,
downregulation of E-cadherin (protein related to the epithelium), expression of EMT-
Transcription factors such as SNAIL, SLUG and TWIST, and increased cellular migration. It
was demonstrated that those changes were orchestrated by reactive oxygen species-mediated
MIF secretion. MIF is a pro inflammatory cytokine that induces EMT and is related to a poor
prognosis in patients. On the other hand, genetic autophagy inhibition did not induce
morphological changes, invasion features neither MIF secretion, but E-cadherin was
downregulated; which could be an indicator that cells are primed for EMT. Our results
suggest that treating ER+ BC patients with CQ would not be beneficial and it will be from
great importance to identify the right patients according to its BC subtype.

Keywords: Breast cancer, estrogen receptor, epithelial mesenchymal transition, MIF,
chloroquine
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5.1 Antecedentes

5.1.1 Céncer de mama
El cancer de mama (CM) es la neoplasia mas frecuente en las mujeres a nivel mundial y

afecta a més de 1.5 millones de mujeres cada afio [1-3], su incidencia es alta en paises
desarrollados y en México es la primera causa de muerte por cancer en la mujer [4]. EI CM
se ha relacionado al envejecimiento y estudios demograficos por el Consejo Nacional de
Poblacion (CONAPO) han pronosticado que para el afio 2050 habra un incremento
significativo de la poblacion senil; lo cual esta relacionado a la disminucion de la natalidad
y al incremento de la esperanza de vida [5, 6]. Por lo tanto, se considera un grave problema
de salud publicay es necesario continuar su estudio para determinar su origen, establecer sus
marcadores moleculares y celulares, asi como para proponer terapias seguras, eficaces y con
los menores efectos adversos para las pacientes [2].

A pesar de que esta patologia se relaciona con el envejecimiento, existen otros factores
de riesgo, los cuales son de tipo hormonal, relacionados a habitos de estilo de vida y a factores
genéticos [7, 8]. Entre los factores hormonales se encuentran: presentacion de una menarca
temprana, menopausia tardia, el primer embarazo en edad avanzada y la exposicién
prolongada a estrégenos a través de terapia hormonal. Por otra parte, la obesidad presenta un
factor importante en el desarrollo de esta neoplasia [9]. La obesidad involucra una compleja
remodelacion del tejido adiposo que deriva en el incremento de los niveles de estradiol, asi
como a la secrecion de citocinas proinflamatorias, al incremento de estrés oxidativo y a la
sobreactivacion de la via del factor de crecimiento de insulina (IGFs) [7, 9, 10]; estos cambios
moleculares se encuentran directamente relacionados con un incremento en la incidencia de
CM [7, 10]. Referente a los factores genéticos sea ha encontrado que las pacientes con
mutaciones en los genes supresores de tumores BRCAL/2, TP53, CHEK2, PALB2, BRIP1,
ATM, PTEN, CDHL1, tienen una mayor probabilidad de desarrollar cancer [8, 11].

El CM es un grupo de neoplasias heterogéneas con origen en las células epiteliales que
recubren los ductos de leche o 16bulos de la mama [12]. El diagnéstico se basa en un examen
fisico, estudios de imagen (ultrasonido, mastografia, resonancia magnética) y en un analisis
patoldgico [13]. En éste ultimo, a través de una inmunohistoquimica se clasifican a las
pacientes acorde al estado de expresion de receptores hormonales de estrogeno (RE) y
progesterona (RP), cuya prevalencia es del 60-70% entre todos los tipos de CM [14]; asi

como del receptor del factor de crecimiento humano epidermal de tipo 2 (HER2), cuya

15



prevalencia es del 15-20% de entre todos los tipos de CM [14]; mientras que a la ausencia de
todos estos se le denomina triple negativo (TN), con una prevalencia del 15% [14]. Esta
clasificacion es muy importante ya que determina la terapia farmacoldgica y la respuesta
clinica [13, 14].

Los tumores RE+ son los menos agresivos respecto a los tumores HER2+ y TN, se
encuentran altamente diferenciados, las pacientes tienen un buen pronéstico y una mejor tasa
de sobrevivencia [14]. Estos tumores sobreexpresan el RE+, que es un factor de transcripcion
(FT) dependiente de su ligando, el estradiol, que modula la proliferacion celular, la
diferenciacion, la apoptosis y la migracion celular a través de su union a elementos de
respuesta a estrogeno (ERE) [15]. A traves de analisis de expresion genica se ha encontrado
que los tumores RE+ tienen una alta expresion de queratinas luminales (KRT18, KRT19), de
proteinas de uniones adherentes (E-cadherina, Claudina 7/8), asi como a factores de
transcripcion (FOXAL, GATA3, TBX3) regulados por el receptor RE (ESR1) [16-18].
Tomando en cuenta que estos subtipos tumorales tienen una proliferacién y supervivencia
dependiente de la sefializacion del RE, en la clinica se ha empleado terapia enddcrina durante
5 a 10 afios, lo cual ha ayudado a prevenir metastasis y recurrencia [14, 15]. Dependiendo
del estado hormonal de la paciente (con menopausia 0 postmenopausica) se preescriben
inhibidores del receptor de estrégeno (Tamoxifeno) o inhibidores de la enzima aromatasa
(Letrozol, Anastrozol, Exemestano), respectivamente. Ademas, dependiendo de otros

factores (como el grado tumoral) se sugiere quimioterapia [14, 19].

El subtipo histopatologico HER2+ se caracteriza por una elevada expresion de la proteina
HERZ2, asi como, por la amplificacion de su respectivo gen, el cual codifica para un receptor
transmembranal tirosina cinasa de la familia de EGFR [13]. Estos tumores se caracterizan
por tener un indice elevado de proliferacién, muestran una mayor inestabilidad gendmica,
poseen una expresion intermedia de genes y proteinas luminales (ESR1 y PGR1) y una baja
expresion de genes basales (KRT5y FOXC1) [20]. Anteriormente, estas pacientes tenian una
mayor probabilidad de generar metastasis [20]; sin embargo, el empleo de anticuerpos
monoclonales contra el receptor HER2 (Trastuzumab y Pertuzumab), asi como, de
inhibidores de su sefializacion (Lapatinib y Neratinib) en conjunto con quimioterapia, han
tenido resultados favorables en las pacientes, incrementando su supervivencia asi como el

tiempo libre de enfermedad [13, 14].
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Por otro lado, los tumores TN son los més agresivos y heterogeneos de todos los subtipos
de CM, son los menos diferenciados, tienen una capacidad metastasica alta y carecen de
terapia dirigida. Se ha descrito que este subtipo tumoral tiene una alta sefializacion de las vias
Notch, Wnt-B-catenina, Hedgehog; y existen estudios in vitro, in vivo y ensayos clinicos en
los que se emplean farmacos para inhibir estas vias [21-23]. También existen estudios en los
que se emplean inhibidores de mecanismos de reparacion de DNA (inhibidores de PARP)
[21]; asi como inmunoterapias dirigidas al receptor PD-L1, que induce la evasion de la
respuesta inmune [21, 24]. Ademas, para este subtipo de CM, se ha planteado a la inhibicién
de la autofagia como un enfoque terapéutico [25]. Sin embargo, su uso en la clinica
actualmente es limitado donde las pacientes por lo general, s6lo se benefician de

quimioterapia [13, 14].

5.1.2 Autofagia
En la célula se orquestan multiples procesos para el mantenimiento, comunicacion,

proliferacion y muerte celular. Entre ellos, para la eliminacidn de proteinas existen dos vias
de degradacion: el sistema ubiquitin-proteasoma y la autofagia. El sistema proteosomal es un
fino regulador del tiempo de vida media de proteinas con base a su secuencia sefial (residuo
amino terminal) [26]. Por otra parte, el proceso de autofagia no sdlo elimina proteinas mal
plegadas, dafiadas o aglomeradas, sino también organelos (mitocondrias, reticulo
endoplasmico, peroxisomas), lipidos e incluso RNAs [27-29], por lo que es un proceso
homeostético.

En la autofagia se eliminan componentes citoplasmaticos dafiados (conocidos como
cargos) que son secuestrados en una estructura de doble membrana lipidica (autofagosoma),
la cual se fusiona con los lisosomas para la degradacion de sus componentes y su posterior
reciclaje [30]. La autofagia es un proceso altamente conservado entre eucariotas y se ejecuta
por proteinas relacionadas a la autofagia (ATG), las cuales se clasifican de acuerdo con su
participacion jerarquica en el proceso. Se encuentra activa a nivel basal en todas las células
eucariontas y puede inducirse a niveles mas elevados bajo condiciones de estrés [31]. La
desregulacién de este proceso deriva no solo en la acumulacion de autofagosomas, sino
también de cargos, aunado al incremento de estrés oxidativo y se ha vinculado a
enfermedades crénico degenerativas tales como cancer, Alzheimer, la enfermedad de Crohn,

atrofia muscular, miopatia, enfermedades cardiacas, pancreatitis, entre otras [31]. Asimismo,
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la autofagia tiene un papel importante en el desarrollo de eucariotas superiores, ya que la
deficiencia de la proteina relacionada a la autofagia 5 (ATG5) en ratones neonatos induce un
fenotipo letal postnatal, que se encuentra relacionado a deficiencias del desarrollo neuronal
[32, 33]. De forma importante, en ratones adultos con delecion condicional a la proteina
ATG7 se induce la degeneracion de la morfologia celular y de diferentes organos [34].
Ademas, estos ratones mostraron susceptibilidad a infecciones y no sobrevivieron a la
inanicion por 24 horas [34]. Esta evidencia denota que la autofagia es esencial para el

mantenimiento de la homeostasis sistémica de los eucariotas superiores.

5.1.3 Maquinaria molecular de la autofagia
La autofagia se efectla en diferentes etapas: induccion y nucleacion, elongacion y

cierre, y fusion (Figura 1).

Induccidn y nucleacién. En esta fase participa el complejo de la cinasa ULK1/2 que
se encuentra conformado por las proteinas ULK1/2, FIP200, ATG101 y ATG13; el cual
induce la formacion del autofagosoma, asi como la fosforilacion del complejo de clase 111
fosfatidil inositol 3-cinasa (P13K). Existen varios moduladores de la autofagia, sin embargo,
los dos principales son AMPK y mTOR. Cuando en la célula hay bajos niveles de energia
(AMP/ATP) se activa la cinasa AMPK, la cual rio abajo activa al complejo ULK1/2. Por otro
lado, cuando los niveles de aminoacidos son adecuados en el medio celular, el complejo
mTOR inhibe a la cinasa ULK1 [35]. La nucleacion del autofagosoma se lleva a cabo por el
complejo PI3K, que esta conformado por las proteinas Vps34, ATG14L, Beclin y p150; su
funcién es la generacion de fosoinositol 3 fosfato (PI3P), el cual es esencial para la formacion
del autofagosoma ya que permite el reclutamiento de otras proteinas ATG [31].

Elongacion y cierre. La elongacion del autofagosoma se lleva a cabo a través de dos
sistemas de conjugacion de tipo ubiquitina ATG5-ATG12 y LC3-PE. Los cuales tienen como
funcién el procesamiento proteolitico de la proteina LC3-I y su posterior fusién al lipido
fosfatidil etanolamina (PE), lo que da lugar a la forma LC3-1l [31]. La forma LC3-11 se ancla
a ambas partes de la membrana autofagosomal, donde tiene diversas funciones: promover la
elongacion del autofagosoma, la fusion del autofagosoma con el lisosoma y actda como
proteina andamio de proteinas adaptadoras (p62/SQSTM1, NDP52, NBR1, OPTN,
TAX1BP1, NIX, FYCO, PLEKHM); las cuales son imprescindibles para la eliminacion de

cargos especificos [36]. Es importante mencionar a la proteina adaptadora p62/SQSTML, ya

18



que posee un papel dual en el proceso inflamatorio: en condiciones de estrés oxidativo
promueve la activacion de NRF2 a través de la degradacion de KEAP1 (proteina inhibitoria
de NRF2), con lo que se induce la expresion de proteinas antioxidantes [37]. Por otro lado,
existe evidencia que la inhibicién de la autofagia induce un incremento de p62, la cual activa
a la via NF-kB, induciendo un estado proinflamatorio [38], por lo que su desregulacion se ha
visto implicada en la progresion tumoral [38-40].

Uno de los marcadores mas utilizados para el flujo autofégico es la cuantificacion de
LC3-1I [41], ya que correlaciona de forma directa con la cantidad de autofagosomas [41].
Existen farmacos que inhiben el proceso de elongacion a través de la inhibicidn de la proteina
ATG4 [27, 42] . Por otra parte, la inhibicidon genética de ciertas proteinas de los complejos
tipo ubiquitina evita la formacion del autofagosoma y este tipo de inhibicion se denomina
inhibicion temprana, ya que los autofagosomas no se forman adecuadamente y los cargos
permanecen en el citoplasma [37-39].Fusion. Una vez formado el autofagosoma, la fusion
se lleva a cabo por las proteinas SNARE y STX17. Este paso es sensible a modificaciones
del pH lisosomal y hay una gran cantidad de farmacos que lo modifican, de los cuales la
cloroquina (CQ) e hidroxicloroquina (HCQ) se encuentran en fase de ensayos clinicos [43].
La inhibicion de esta etapa se denomina inhibicion tardia, ya que el autofagosoma se

encuentra formado y el paso de degradacion se encuentra blogueado.
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Figura 1. Modelo esquematico del proceso de autofagia y su regulacion. La autofagia es un proceso catabolico
mediante el cual se eliminan proteinas, organelos y lipidos (conocidos como cargos), a través de su secuestro
en una doble membrana lipidica (autofagosoma), el cual se fusiona y se degrada en el lisosoma. La autofagia
se regula principalmente, a través del complejo maestro regulador de rapamicina (MTORC1) y la cinasa
activada por AMP (AMPK). En condiciones ricas en aminoacidos mTORC1 regula de forma negativa a la
autofagia. Mientras que bajo condiciones de inanicién o niveles bajos de energia, mTORCL se inhibe y por lo
tanto la autofagia se induce. La autofagia se ejecuta por multiples proteinas relacionadas a la autofagia (ATG)
y se clasifican acorde a su participacion en el proceso: iniciacidn, nucleacion, elongacioén y cierre. Existen
inhibidores farmacolégicos de las diferentes etapas del proceso. Tomado y modificado de [44].

20



5.1.4 Laautofagia en cancer
La autofagia en cancer posee un rol complejo dependiente de la etapa de la

tumorigénesis [45] (Figura 2). Se ha observado que los ratones con delecion heterocigética
de beclinl se desarrollan normalmente; sin embargo, muestran un incremento en la incidencia
de crecimiento de linfomas y carcinomas [46]. Asimismo, ratones con delecion sistémica
especifica de las proteinas Atg5 y Atg7, mostraron desarrollo de adenomas de higado [47];
en este modelo los hepatocitos deficientes de autofagia mostraron dafio al DNA por estrés
oxidativo, incremento del tamafio mitocondrial y acumulacion de p62 [47]. De forma
importante la delecion simultanea de p62 disminuyd la progresion tumoral. Con esta
evidencia se sugiere que la autofagia es un mecanismo supresor de tumores ya que mantiene
la estabilidad gendémica y previene la tumorigénesis a través de la eliminacion de

mitocondrias, organelos, proteinas dafiadas y de p62 [45].

Inhibicion de la progresion tumoral Induccion de la progresion tumoral
Induce
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Figura 2. La autofagia tiene un papel dual en la progresion tumoral. En condiciones normales la autofagia
disminuye las especies reactivas de oxigeno (ERO), organelos y proteinas dafiados. La autofagia degrada a la
proteina p62, la cual puede activar la sefializacién de NF-kB y por lo tanto previene la inflamacion. Si una
célula se transforma puede inducir senescencia. Sin embargo, una vez que el tumor se encuentra establecido, la
autofagia por lo general funciona como mecanismo de supervivencia, induce inflamacion, resistencia a la
terapia, promueve la resistencia a la anoikis. La autofagia puede inhibir o promover la transicion epitelio
mesenquimal, un proceso intimamente relacionado a la cascada metastasica. Tomado y modificado de [44].
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Por otra parte, en un modelo de raton de cancer de pulmon de células no pequefias
(NSCLC), la delecion de atg7 en conjunto con la activacion de K-ras, indujo un incremento
de benigno de oncocitomas y no se observé la formacion de adenocarcinomas [48]. Ademas,
se ha observado que las células tumorales inducen la autofagia para sobrevivir a diferentes
condiciones de estrés como oxidativo [49], metabdlico [50], la anoikis [51], la hipoxia [52]
y en la resistencia a farmacos [53]. Esta evidencia indica que una autofagia funcional es
importante para la progresion tumoral y que funciona como un mecanismo de supervivencia
tumoral ante condiciones de estrés; por lo que se ha sugerido como blanco terapéutico para
el tratamiento de cancer y actualmente se desarrollan ensayos clinicos en los que se inhibe la
autofagia con CQ/HCQ, ya sea como terapia Unica o coadjuvante [42, 54]. Adicionalmente,
se ha descrito que tumores pancreéticos [55], de cerebro [56], melanoma [57], pulmdn [58]
y colorrectales [59] con mutaciones en la via RAS/MAPK mantienen niveles altos de
autofagia, haciéndolos sensibles a la inhibicidn de este proceso y en ensayos clinicos se ha
observado la diminucion del tamafio tumoral [55, 56, 60-63].

De forma interesante, en CM se ha observado que la inhibicién genética de la
autofagia tiene efectos diferenciales acorde al subtipo tumoral [25]. La linea MCF10A NT
no es sensible a la inhibicién de la autofagia y se observé un incremento en su capacidad
proliferativa; las lineas RE+ (MCF7 y T47D) mostraron una reduccién en su proliferacion
pero no se obsevo muerte celular [64], por lo que se clasificaron como no dependientes de
autofagia. Por otra parte, las células TN (MDAMB231 y MDAMB468) se clasificaron como
dependientes de autofagia, ya que la inhibicién de este proceso disminuyd notablemente su
proliferacion y se acompafié de muerte celular [25, 64].

A pesar de que existe una amplia evidencia que indica que la inhibicion de la autofagia
es un buen enfoque terapéutico, también hay evidencia que muestra que la inhibicion de la
autofagia puede inducir efectos contraproducentes [44]. Por lo que se sugiere tener cautela
para evidenciar qué tipos de tumores se beneficiaran de la inhibicion de la autofagia y en
cuéles se podrian inducir efectos no deseados.

Aunado al punto anterior, la CQ e HCQ pueden inducir efectos opuestos
independientes de la autofagia, los cuales se deben principalmente a la capacidad que tienen
de acumularse en compartimentos acidicos [65], induciendo un incremento de especies

reactivas de oxigeno (ERO) [66, 67], las cuales activan a NF-kB, induciendo la expresion de
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HIF1a, IL-8 y BLC2, incrementando la migracion, induciendo resistencia a la apoptosis y la

resistencia a farmacos [68].

5.1.5 Secrecion de citocinas mediada por autofagia
La autofagia no sélo es un proceso de mantenimiento citoplasmico basal, sino que

recientemente se ha demostrado que esta directamente relacionada con la secrecion. La
secrecion protéica es un proceso por el cual proteinas solubles y cargos son liberados al
espacio extracelular con la finalidad de regular el crecimiento celular, la inmunidad, la
liberacion hormonal, entre otros. La secrecidn de proteinas se puede llevar a cabo tanto por
la via clasica como por la via no clasica [69]. En la primera, las proteinas sintetizadas de novo
que contienen una secuencia sefial son traslocadas al reticulo endoplasmico (RER), se
transportan al aparato de Golgi y se secretan a través del sistema vesicular [69]. Por otro lado,
las proteinas secretadas por la via no clasica carecen de una sefial de traslocacion al RER y
no utilizan la via convencional de secrecion [70]. Recientemente se ha descrito y se ha
relacionado al proceso de autofagia con la secrecidn proteica. Por ejemplo, en células de
Paneth en un modelo de raton con deficiencia en la proteina ATGS5, se observé la diminucién
de la secrecion de lisozima [71] (Figura 3).

También hay evidencia que muestra que los autofagosomas se pueden unir al cuerpo
multivesicular a través de las proteinas SEC22B, RAB8A, RAB27A, posteriormente se
fusionan a la membrana plasmatica liberando su contenido al medio incluyendo IL-1pB, a-
sinucleina, Acbl y anexina A2 [70].

Otro mecanismo en el que la autofagia se relaciona a la secrecidn no clasica es a través
de su inhibicién, promoviendo la acumulacion de mitocondrias dafiadas e incrementando las
ERO mitocondriales, las cuales inducen la maduracion de las citocinas proinflamatorias IL-
1B e IL-18 a través del inflamasoma y su posterior secrecion [70]. También se ha observado
que la inhibicion de la autofagia media la secrecion del factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF) a través de la induccion de su transcripcion mediada por FT modulados
por ERO [72]. El empleo de antioxidantes generales como N-acetil-cisteina (NAC) [70, 71,
73, 74] o antioxidantes especificos mitocondriales (como MitoTEMPO) [70, 71, 73, 74]
disminuyen la secrecion de IL-1p o del factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF)

inducida por la inhibicion de la autofagia.
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Figura 3. Mecanismos de secrecién proteica por la via no clasica mediada por autofagia. Se han descrito
dos posibles mecanismos en los cuales el autofagosoma participa en la secrecidn no clésica de proteinas. a) Los
autofagosomas se pueden unir al cuerpo multivesicular y a través de las proteinas Sec22b, Rab-8A y Rab-27A
se fusionan a la membrana plasmética promoviendo la liberacién de su contenido. b) El autofagosoma se puede
unir directamente a la membrana plasmatica, mediado por las porteinas SNAP23/29, STX3/4, liberando su
contenido. ¢) Por otra parte, la evidencia sugiere que la inhibicion de la autofagia puede inducir el incremento
de mitocondrias dafiadas, lo que deriva en un incremento de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales

pueden activar al inflamasoma; éste a su vez, puede inducir la maduracion y secrecion de citocinas

proinflamatorias como IL-1p e IL-18. Ademas, la evidencia también sugiere que las ERO pueden mediar la
secrecién del factor inhibidor de macréfagos (MIF). Tomado de [70].

5.1.6 Secrecion mediada por autofagia en cAncer de mama

En células tumorales el proceso de autofagia juega un papel importante en la
resistencia a estrés, pero también se ha descrito que media la secrecion de proteinas a través
de una via no clasica. La secrecion mediada por autofagia demostro tener

un papel
importante en la invasion celular en un modelo de células transformadas con RAS, donde se

observo que la autofagia es indispensable para la secrecion de la citocina proinflamatoria IL-
6, asi como de la metaloproteasa de matriz extracelular (MMP) de tipo 2 [75].

En 2015 Maycotte y cols. [64] describieron que la inhibicion genética de la autofagia
en la linea MCF7 RE+ induce cambios en la expresion de genes relacionados a la secrecién
de citocinas y de genes vinculados a la transicion epitelio mesenquimal (TEM) [64]. De
forma importante se encontrd que la inhibicion de la autofagia en la linea MCF7 (RE+)

induce la secrecion de la interleucina proinflamatoria IL-6 mientras que ésta disminuye en la
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linea MDAMBA468 (TN). Por lo tanto, el incremento de la secrecion de IL-6 en la linea MCF7
(RE+) asi como la disminucion de la secrecion en la linea MDAMB468 pone de manifiesto
que los efectos de la inhibicidn de la autofagia son dependientes del tipo celular [64]. Cabe
recalcar que tanto el tratamiento como la expresion ectdpica de IL-6 en células epiteliales
(RE+) incrementa la proliferacion, promueve el fenotipo TEM (intimamente relacionado con
el proceso de metastasis), asi como el fenotipo relacionado a células iniciadoras de tumores,
la angiogénesis y la resistencia terapéutica [76-79]. Ademas, Cotzomi y cols. [80]
describieron que la inhibicion genética de la autofagia en lineas murinas TN de CM induce
la secrecion de la citocina proinflamatoria MIF, la cual tiene un importante efecto autocrino
para la supervivencia celular. En este mismo modelo el tratamiento farmacolédgico con CQ
indujo la secrecion de MCP1 e IL-6 [80].

5.1.7 MIFy cancer
El estudio de la citocina proinflamatoria MIF resulta de gran interés, ya que es una

proteina con funciones bioldgicas Unicas. De forma interesante, en 1960 se describié como
un factor secretado abundantemente por células T y cuya funcion era inhibir la migracion
aleatoria de macréfagos [81]. Sin embargo, no fue hasta afios mas tarde que se describié que
esta citocina es capaz de inducir la activacion de macréfagos, la proliferacion de células T,
ademéas de poseer una actividad proinflamatoria al actuar como un antagonista de los
glucocorticoides [82]. La desregulacion de esta citocina se ha relacionado con enfermedades
inflamatorias como artritis reumatoide [83], lupus eriematoso sistémico [84], choque séptico
[85] y la enfermedad de Crohn [86]. En cancer se ha observado que los niveles séricos
elevados de MIF en suero se asocian con un mal pronostico en pacientes de cancer de mama
[87], colorrectal [88], pulmdn [89] y melanoma [90].

MIF es una proteina pleiotropica y en cancer se ha asociado a funciones relacionadas
a la angiogénesis [91], la inflamacidn [82], regulacién de la inmunidad [87, 92], modulador
de la proliferacion y de la apoptosis [92, 93], asi como induccion de la TEM [93-95]. MIF es
secretada por células del sistema inmune, células endoteliales y epiteliales [87], en las cuales
posee una expresion constitutiva [87]. Sin embargo, se almacena en vesiculas y es liberada a
través de la via secretoria no convencional, mediada por la proteina p115 asociada a Golgi
[87, 96], asi como por transportadores ABC [97]. En 2016 Lee y cols. [73] describieron que

la inhibicion de la autofagia en macrofagos tratados con lipopolisacarido induce la secrecion
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de MIF, la cual es dependiente de ERO. Recientemente Cotzomi y cols. [72] describieron
que el promotor de MIF contiene sitios de unién a factores de transcripcion (TF) como NF-
kB, HIFla, BACH1, Fos, Ahr, CREB y E2F1, los cuales pueden activarse por ERO.

MIF ejerce su acciéon proliferativa y antiapoptdtica a través de su union en forma de
homotrimero con su receptor CD74, después se recluta a la proteina coactivadora CD44 y se
activan las vias ERK1/2 y PI3K/AKT [98]; con lo que se induce la proliferacion celular, la
sintesis de citocinas proinflamatorias, la migracion celular y se inhibe la apoptosis [98]. Por
otro lado, MIF ejerce un papel de quimioataxis a traves de los receptores CXCR2, CXCR4 y
CXCR7 [99], y aunque no es su ligando canodnico si puede unirse a ellos y mediar la
migracion celular de fibroblastos, leucocitos y células tumorales, por lo que tiene un papel
muy importante en la modulacién del microambiente tumoral [98, 99]. En este tenor, se ha
descrito que MIF induce la activacion de NF-kB induciendo la expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-6, IL-1, TNF-a, 1L-18 [98, 100]. En un modelo de raton, la inhibicion
tumoral de MIF no s6lo redujo el crecimiento tumoral, sino también los focos secundarios
tumorales, acompafiandose de una disminucién de células mieloides supresoras circulantes y
se incrementaron las células T infiltrantes [101], poniendo de manifiesto la importancia de

MIF en la progresion tumoral y en la regulacion de la respuesta inmune antitumoral.

5.1.8 Transicion epitelio mesenquimal en cancer
La causa més frecuente por la que el cancer induce muerte es la metéstasis [102]. La

metastasis es un proceso diseminatorio en el cual las células de tumores primarios adquieren
la habilidad de romper la membrana basal, extravasar, intravasar y colonizar, promoviendo
la formacion de focos secundarios [103]. Esta secuencia de eventos estd mediada por la
activacion del programa TEM. La TEM es un programa altamente conservado en eucariotas
superiores y es un proceso esencial en la embriogénesis y la reparacién de heridas [104]. Sin
embargo, las células tumorales pueden tomar ventaja de este programa, en el cual las células
epiteliales pierden caracteristicas como la adhesion célula-celula (pérdida de proteinas de
adhesion como E-cadherina, laminina) y polaridad, al mismo tiempo que adquieren
caracteristicas mesenquimales caracterizado por la expresion de proteinas mesenquimales
(vimentina, N-cadherina, fibronectina), forma de huso o mesenquimal, invasividad,
caracteristicas troncales, resistencia a la terapia, resistencia a la anoikis y evasion del sistema
inmune [105-107].
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La TEM puede inducirse por varios ligandos como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), proteinas morfogénicas de
hueso (BMPs), el factor de crecimiento transformante p (TGF-B), la vias Wnt, Notch, asi
como por citocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-8, IL-6, IL-23, IL-17 [103]; los cuales
activan a FT relacionados a la TEM (FT-TEM). Existen cuatro familias principales de FT-
TEM: SNAIL (SNAIL y SLUG), FT de tipo hélice-asa-hélice (TWIST1/2, E2, E47), FT de
tipo dedos de zinc con unién a cajas E (ZEB1/2) y, Pit-Oct-Unc (OCT4A, OCT4B-190,
OCT4b-265) [106, 108]. Estas familias de FT poseen diferentes patrones de expresion y
operan de forma coordinada para desmantelar el fenotipo epitelial e inducir y mantener el
fenotipo mesenquimal [106]; su expresion en conjunto se asocia con un mal pronostico en
los pacientes [106, 109-112].

La familia SNAIL se describié en Drosophila melanogaster (Dm) como un FT
esencial para la formacion del mesodermo [113]; después se demostrd que se encuentra
altamente conservado en eucariotas superiores [114]. Se ha descrito que SNAIL puede
interactuar con diferentes complejos corepresores como desacetilasas de histonas
(HDAC1/2), el complejo represor polycomb (PRC2) o metiltransferasas (PRMT50),
regulando de forma negativa la transcripcion de proteinas epiteliales tales como E-cadherina
y ocloudina [114]. Se ha demostrado que la linea MDAMB231 TN de CM requiere de la
expresion de FT de la familia SNAIL para el establecimiento de metéstasis en nddulos
linfaticos [115]. También se ha observado que la expresién de la familia SNAIL
(SNAIL/SLUG) promueve la resistencia a la muerte celular y al dafio al DNA causado por
doxorrubicina y promueve el incremento de la capacidad migratoria [116]. En células de
cancer ovarico SNAIL y SLUG median la supervivencia celular e inducen la adquisicién de
caracteristicas troncales a través de la induccion de otros FT asociados a pluripotenciay TEM
como: OCT, BMI1, NANOG, HDACL1/3, GPC3, TCF4, BMI1 y NESTINA, los cuales
promueven la adquisicion de marcadores troncales [117]. También, la expresion aberrante de
esta familia de FT se ha asociado a un mal prondstico en pacientes y a un incremento en la
incidencia de metéstasis [109, 110, 112, 114, 118-122]. Cabe destacar que las modificaciones
postraducccionales regulan la estabilidad de estos FT y las mismas vias de induccion pueden
estabilizarlos, por ejemplo ERK2 puede inducir la transcripcion de SNAIL/SLUG y una vez
expresados, los fosforila, induciendo su acumulacién nuclear, incrementando su tiempo de

vida y disminuyendo su degradacion [123].
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La familia TWIST también fue descrita en Dm donde se encontrd que era esencial
para el proceso de gastrulacion y la generacion de las crestas neurales, su delecion indujo un
fenotipo letal en este organismo [113, 124]. TWIST actia en forma de homodimeros y
heterodimeros para regular la union a cajas E sobre el DNA y de esta forma regular la
transcripcion. Cabe destacar que TWIST ejerce una funcion de inductor mesenquimal mas
que de represor epitelial, en contraste a SNAIL [125]. TWIST se estabiliza a través de
diferentes modificaciones postrasduccionales, entre ellas se fosforila por ERK2, lo que
induce su estabilidad y acumulacion en el ndcleo [126]. Otros reguladores de la TEM también
incluyen a los microRNAs, INcRNAs y bien splicing alternativo [106].

Adicionalmente a los inductores de TEM descritos, también se encuentran las ERO.
Las ERO son moléculas reactivas de oxigeno asi como radicales libres formados por la
reduccion parcial de oxigeno molecular [127]. Son segundos mensajeros importantes para la
sefializacion celular [128], ya que poseen la capacidad de oxidar proteinas con grupos tioles
en residuos de cisteina, lo cual puede activarlas o inactivarlas [127, 129, 130]. En cancer se
ha descrito que pueden modular la proliferacién, migracion, TEM [130, 131] y troncalidad
[130] a través de la activacion de NF-kf, HIF1oy TGF-B [130-132] y la posterior produccion
de citocinas proinflamatorias [133], ademas promueven la sobrevivencia celular a través de
NRF2 [134].

Hasta hace unos afios se consideraba que la TEM era un proceso binario, es decir que
solo habian dos estados: epitelial y mesenquimal. Sin embargo, se ha demostrado la
existencia de diferentes fenotipos: TEM completa o total y TEM parcial o hibrida. En
modelos de raton, se ha observado que la TEM hibrida ayuda a las células cancerigenas a
diseminarse en forma grupal, mientras que las células con una transicion completamente
mesenquimal migran como celulas individuales [135, 136]. El fenotipo hibrido se ha
encontrado en células circulantes de tumores (CTC) de pacientes con carcinoma €scamoso
de esofago [137], cancer de mama invasivo [138], carcinoma hepatocelular [139] y se ha

correlacionado con una alta invasion y una mala respuesta clinica.
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5.2 Planteamiento del problema
Se ha reportado que la inhibicion de la autofagia en lineas de cancer de mama RE+

regula de forma positiva la secrecion de citocinas proinflamatorias: 1L-6 [64] y MIF [80].
Dichas citocinas podrian inducir cambios en la expresion génica de programas como la TEM,
lo que induciria un fenotipo de malignidad [25, 64]. Ademas, existen estudios clinicos en
pacientes con cancer de mama tipo RE+ en los que se evalua la inhibicion de la autofagia con
CQ [140], por lo que este enfoque terapéutico puede no ser el adecuado para este tipo de
cancer de mama, siendo de suma importancia definir el papel de la inhibicion de la autofagia
en cancer RE+ para proponer terapias efectivas y especificas basadas en la modulacion de la

autofagia.

5.3 Hipdtesis
La inhibicion de la autofagia induce la secrecion de citocinas proinflamatorias en lineas

celulares RE+ (MCF7 y T47D) de cancer de mama y de forma autdcrina promueve TEM.

5.4 Objetivos

5.4.1 Objetivo general
Evaluar la secrecion de citocinas proinflamatorias mediada por la inhibicién de la autofagia

y su rol en la induccién de TEM en células RE+ de cancer de mama

5.4.2 Objetivos particulares
1) Caracterizar marcadores de TEM en células de cancer de mama con autofagia inhibida

2) Evaluar la secrecion de citocinas mediada por la inhibicion de la autofagia

3) Inhibir la sefializacién de las citocinas y analizar los marcadores de TEM
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6.1 Diagrama de trabajo
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6.2 Reactivos
Difosfato de cloroquina C6628, Sigma, MO, USA), dihidroetidio (DHE, 37291, Sigma, MO,

USA), ISO-1 (4288, TOCRIS, BS, UK), N-acetilcisteina (A7250, Sigma, MO, USA),
puromicina (P8833, Sigma, MO, USA)

6.3 Cultivo celular
Se utilizo la linea celular MCF10A como control no tumorigénico (NT) y se cultivé en medio

DMEM/F12 suplementado con suero de caballo al 5%, insulina 10 pug/ mL, EGF 20 ng/mL,
toxina colérica 100 ng/mL, hidroxicortisona 0.5ug/mL, antibidtico (P5L01, Caisson) 1%; su

uso permite el estudio de las funciones normales de las células de mama [141].

Para confirmar que el efecto observado era debido al tipo histolégico RE+ y no por un
artificio de una linea celular en particular se emplearon dos lineas de cancer de mama. Se usé
la linea MCF7 (RE+) (cultivada en medio MEM Eagle, 10% suero fetal bovino, insulina 10
pg/mL, antibidtico 1%) y la linea T47D (cultivada en medio RPMI, insulina 0.2 U/mL, suero
fetal bovino 10%, antibidtico 1%). Las cuales poseen una morfologia diferenciada de tipo

epitelial, forman grupos de colonias y tienen una tendencia migratoria baja [142].

Se usO la linea TN de cancer de mama, MDAMB231 (cuyo medio fue DMEM F12 Ham,
suero fetal bovino 10%, antibiotico 1%). Esta linea regula positivamente genes relacionados

a la invasion tumorigénica y posee un fenotipo mesenquimal.

Las lineas celulares no se utilizaron por més de 6 meses después de su descongelamiento y

se cultivaron a 37 °C bajo una atmosfera humificada con aire al 95% y CO. al 5%.

6.4 Analisis de expresion de genes
Se analiz6 el transcriptoma de las lineas celulares MCF7 (RE+) y MDAMB468 (TN) que

tenian silenciado el gen relacionado a la autofagia 7 (ATG7 KD), estos datos fueron obtenidos
de los datos suplementarios de [64]. Se analizaron en Reactoma [143] los genes expresados
diferencialmente con una taza de cambio de £1.5 entre los grupos ATG7 KD y el control no
silenciante, esto con la finalidad de identificar los programas génicos con mayor probabilidad
de ser afectados con la inhibicion genética de la autofagia. Las graficas muestran las 25 vias
mas afectadas (p<0.02) para la linea MCF7 y para la linea MDAMB468 (p<0.01). Para
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determinar cuéles genes eran los mas afectados por la inhibicion genética de la autofagia, se
graficaron aquellos que mostraron una taza de cambio de £2.5. Las gréficas se realizaron

utilizando el programa informético R Studio Desktop.

6.5 Transduccion lentiviral con shRNAs
Para la inhibicidn genética de la autofagia se utilizd un sistema lentiviral con vectores de tipo

shRNA pLKO.1. Para la produccion lentiviral se transfectaron 1.8x10° células de tipo
LentiX-293T (NC983969, Clontech, USA). Las cuales fueron transfectadas con el reactivo
de transfeccion TransIT-LT1 (Mirus MIR2300), se utilizaron plasmidos empaquetadores (0.2
ug del plasmido pVSV-G, 1.8 ug del plasmido pRSV y 1.8 pg del plasmido pRRE) y se
adicionaron 2 g de plasmido pLKO (ya sea que contuviera la secuencia no silenciante, NS
0 ATG7 TRCNO0000007587). El medio lentiviral fue recolectado a las 24 y 48 h, después se
agregaron 0.8 pl/mL de polybrene (hexadimetridine bromide, 107690, Sigma MO, USA) y
se almaceno a — 80 °C. Antes de la transduccion, se incubaron 125 000 células MCF7 (RE+)
durante una hora con polybrene [0.8 uL/mL], después se agregd 1 mL del medio con virus.
Un dia después, para seleccionar las células trasducidas se agregdé puromicina [0.5 pg/mL],
luego se cambi6 a una concentracion mas baja [0.3 pg/mL] para permitir que las células
proliferasen. Todos los experimentos correspondientes a los silenciamientos sélo se
realizaron con células en 1 pase, debido a que con el paso del tiempo las células pierden el

silenciamiento del shRNA.

6.6 Analisis de proliferacion y muerte celular
Se sembraron 3000-4000 células de cada linea celular por cada condicion (por triplicado) en

una placa de 96 pozos. Una vez adheridas, las células se trataron con diferentes
concentraciones de CQ [10, 20, 40 uM] y se monitoreo la proliferacion a través de
microscopia en tiempo real con el sistema IncuCyte Zoom durante 48 h. Se cuantifico la
muerte celular a las 24 y 48 h de tratamiento tifiendo las células con ioduro de propidio (IP)
[2.5 pg/mL]. La muerte celular se expres6 como % de confluencia roja (positiva a IP)/ % de

confluencia total.
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6.7 Western Blot
Después de los tratamientos indicados, las células se lavaron con PBS estéril frio y luego se

agreg6 buffer RIPA con un coctel inhibidor de proteasas (Complete 11697498001, Roche,
MA, DE) y cuando se analizaron proteinas fosforiladas se agreg6é un coctel inhibidor de
fosfatasas (Roche, 04906845001). Ya que las lineas celulares utilizadas son adherentes se
rasparon y se lisaron por sonicacién. Las proteinas se cuantificaron por el método de
Bradford. Para la deteccion de las proteinas LC3I/Il, ERK fosforilada/total y Atg7, se
cargaron 30 pg de proteina por cada muestra y se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 12%.
Para detectar las proteinas E-cadherina, vimentina y N-cadherina, se cargaron 60 pg de
proteina por cada muestra y se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 8%. Se utilizé beta-actina
como control de carga. Se monitored el peso molecular a través del uso de una escalera de
proteinas pre- tefiida de 10-180 kDa (26616, Thermo Fisher, IL, USA). Después se realizd
una transferencia semihumeda (15V durante 50 min) a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (0.45 um, IPVH00010, Merc Millipore). Las membranas se bloquearon con
TBST-leche al 5% durante 1 h a temperatura ambiente, luego se incubaron con los
respectivos anticuerpos primarios a 4 °C en agitacion durante toda la noche. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos: anti-LC3 (Novus, Biologicals, NB100-2220), anti-Atg7 (Cell
Signaling, 2631), anti-ERK total (Cell Signaling, 4695), anti-ERK fosforilado (Cell
Signaling, 4370), anti-E-cadherina (Cell Signaling, 14472), anti-N-cadherina (Cell
Signaling, 13116), anti-Vimentina (Cell Signaling, 5741) o anti- actina (Sigma, A5441). Se
emplearon anticuerpos secundarios acoplados a HRP: anti- conejo IgG (7074, 1:3000 Cell
Signaling) y anti- ratén 1gG (A2304, 1:20000, Sigma). Las proteinas se detectaron por
quimioluminiscencia (WBKLS0500, Millipore) y se empleo el escaner C-Digit Blot (LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Las bandas se analizaron por densitometria utilizando

el software ImageJ.

6.8 Analisis morfologico de las células
Se utilizé el sistema IncuCyte Zoom (Essen Biosciences) de microscopia en tiempo real para

monitorear la proliferacion y la morfologia. Todas las lineas celulares fueron tratadas con
CQ [10, 20 y 40 pM] durante 48 h. Se utilizaron las fotografias del tiempo final de
observacion (48 h) para analizar la morfologia celular. Las células que expresaban los

shARNs NS y ATG?7 se cultivaron durante 72 h. Se analizaron de forma individual células de
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3 campos diferentes por pozo de tres experimentos independientes. Se midié el eje mayor y
el eje menor de cada célula, utilizando ImageJ y después se procedi6 a calcular la proporcion
de ejes (eje mayor/eje menor).

Para analizar si la inhibicion de MIF evitaba cambios en la morfologia asociados a la TEM
en la linea MCF7 y T47D (RE+), las células se cultivaron con CQ adicionando o no ISO-1
[50 uM] o NAC [ImM] durante 72 h.

6.9 Cuantificacion de citocinas proinflamatorias
Para determinar si la regulacion del fenotipo TEM era por la secrecion de factores solubles

se evalud un panel de citocinas proinflamatorias: 1L-8, IL-1p, IL-10, TNF-a, IL-12p70. Para
ello se utilizo el kit BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (Catalogo 551811), el
cual permito la deteccion simultanea de las citocinas antes mencionadas, por citometria de
flujo. Se cultivaron 100 000 células de la linea MCF7 RE+ en una placa de 12 pozos, se
trataron con £ CQ [20 uM], se recolect6 el medio después de 24 h de tratamiento y se utiliz6
acorde a las instrucciones del fabricante. Se analizaron las muestras en un citometro BD
FACS Canto Il (BD Biosciences).

6.10 Cuantificacion de MIF
Para analizar la secrecion de MIF o su modulacion por CQ/RQOS, se cultivaron 100 000 de

cada linea celular en una placa de 12 pozos. Se trataron con + CQ [10, 20 y 40 uM] 0 £ NAC
[1 mM]. Se recolect6 el medio después de 24 h de tratamiento, se clarificd por centrifugacion,
se almaceno a — 20 °C y solo se descongeld una vez para el analisis de MIF. Las células se
lisaron con RIPA para después cuantificar las proteinas totales por el método de Bradford.
El MIF secretado en el medio de cultivo se cuantifico con el kit DuoSet ELISA Human MIF
(DY289, R&D Systems, MN, USA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La
secrecion de MIF fue normalizada contra las proteinas totales (pg/pg). Para comparar la
secrecion de MIF en célulasMCF7 +/- CQ [20 uM] y células ATG7 KD y NS, se sembraron
45 000 células (en una placa de 12 pozos y se evalu la secrecién de MIF después de 72 h en

el medio de cultivo.
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6.11 Cuantificacién de ERO

6.11.1 Microscopia de fluorescencia
Se cuantificaron las ERO por microscopia de fluorescencia, para lo cual se sembraron 100

000 celulas de cada linea celular en placas de 12 pozos, una vez adheridas se trataron con CQ
[20 uM] durante 24 h, luego se incubaron 30 min, alejadas de la luz solar, con sus respectivos
medios con suero y DHE [10 uM]. Después, se hicieron 2 lavados con PBS durante 30 s cada
uno, luego se procedio a fijar con formalina durante 10 min y se realizé un ultimo lavado con
PBS durante 30 s. Los nucleos se tifieron con Hoescht [10 uM] durante 15 min, las células
se lavaron con PBS durante 30 s y se agreg6 1 mL de PBS. Las muestras se protegieron de

la luz, se analizaron y fotografiaron con el microscopio Zeiss Axio Vert.

6.11.2 Citometria de flujo
Se cuantificaron las ERO a través de citometria de flujo. Se sembraron 100 000 células en

placas de 6 pozos y se incubaron con + CQ [20 uM], £ NAC [1 mM] o ambos tratamientos
durante 24 h. Después se tifieron con dihidroetidio (DHE) durante 30 minutos a temperatura
ambiente, protegidos de la luz. Las células se lavaron en tres ocasiones, se tripsinizaron y
luego se resuspendieron en PBS con 3% SFB. De forma inmediata, las células se analizaron
con un citémetro de flujo tipo FACS Canto Il. Los resultados se expresan como el porcentaje
de la poblacion ERO, Los gates utilizados para determinar las poblaciones altas y bajas

en DHE se muestran en la Fig 4.
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Figura 4. Gates utilizados para el analisis de poblaciones ERO® y ERQP¥3s, Se trataron células MCF7 y
T47D RE+ con CQ [20 uM] durante 24 h, se tifieron con DHE y se analizaron en un citometro FACS Canto II.

6.12 Cierre de herida
Todas las heridas se realizaron con el Essen Bioscience Wound Maker. Se monitoreé la

migracion y se tomaron las fotografias correspondientes a las 24 h con un microscopio EVOS
(Thermo Fisher Scientific). El cierre de herida se evalué con el software Imagel. Para
determinar si la CQ inducia migracién se sembraron 60 000 células MCF7 (RE+) en placas
de 96 pozos, se realizaron las heridas correspondientes y se agreg6é medio + CQ [20 uM]. De
forma adicional, se pretrataron células MCF7 (RE+) durante 72 h con CQ [20 uM] para
inducir cambios morfoldgicos y la disminucion de E-cadherina, es decir que ya tuviesen
inducida la TEM. Las células se tripsinizaron y se sembraron 60 000 células en placas de 96
pozos para realizar el ensayo de herida. Se agregaron 100 pL de medio de cultivo + CQ [20
MY, estos grupos fueron denominados como pretratamiento (CQ pre 72 h).

La capacidad migratoria también se evalud en células MCF7 (RE+) ATG7 KD y NS, después
de que las células se transdujeron y alcanzaron un 80-90 % de confluencia, se trispsinizaron
y sembraron 60 000 células de cada condicion en placas de 96 pozos y se procedié a realizar
el ensayo de herida bajo las condiciones descritas en el parrafo anterior.

Para determinar si la migracion se regulaba por factores solubles se utilizd6 medio
condicionado (MC) de células MCF7 (RE+) cultivadas con o sin CQ [20 uM] durante 72 h.
Se agreg6 MC y/o el MC-CQ (con CQ) a células MCF7 (RE+) con herida y se analizd su
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migracion durante 72 h. Para confirmar que se inducia migracion en el subtipo
histopatoldgico RE+, también se realiz6 un pretratamiento de 72 h con CQ [20 puM] en la
linea celular T47D.

Para analizar el papel de MIF sobre la migracion en células MCF7 (RE+) tratadas con CQ,
se realizaron 2 tratamientos. En uno, se agregé NAC [1 mM] en conjunto con CQ, para inhibir
la secrecion de MIF mediada por ROS durante 72 h y por lo tanto el MC tuviese una
disminucion en MIF secretado. El segundo enfoque fue agregar un inhibidor especifico de
MIF, 1SO-1 [50 uM], el cual se adiciond al MC después de su recoleccion. En ambos casos

el MC se adicion0 a células MCF7 con herida y se analiz6 la migraciéon a las 24 h.

6.13 gPCR
Para determinar el rango dinamico de amplificacion se utilizaron diferentes concentraciones

de cDNA [100, 20, 4 y 0.8 ng] de la linea MDAMBZ231. Se eligio esta linea como control
positivo ya que es una linea TN mesenquimal y expresa los FT-TEM de interés. Se extrajo
el RNA total con el kit NucleoSpin RNA, Mini Kit (MACHEREY-NAGEL). Se trataron 2
Hg de RNA total con el kit DNasa | (libre de RNAsa) (Thermo Fisher). Se sintetiz6 DNA de
cadena sencilla (DNACc) utilizando primers, oligo dT y el kit RevertAid RT Reverse
Transcription (ThermoFisher). Para la deteccion en tiempo real se utilizé SYBR Green PCR
master mix. Se us6 un termociclador de 48 pozos StepOne Applied Biosystems, con las
siguientes condiciones de reaccion: 95 ° durante 10 min, 40 ciclos de 95 °C 15 seg, 65 °C 60
seg. Ademas, se realiz6 una curva de melting para determinar la especificidad de cada primer,
encontrando un solo pico, lo cual indicé que sélo se amplificaba un producto. Con los ciclos
umbral (Ct), se realizo el célculo de las curvas estandar y la eficiencia de la reaccion. Se
utilizo el gen HPRT como gen de referencia y se utilizaron los primers de la Tabla 1 para la
amplificacion de los transcritos de interés.

Se sembraron células MCF7 en una caja T25, se trataron con y sin CQ [20 uM] durante 72
h. Se extrajo el ARN total, se tratd con DNAsay se sintetizdO ADNc con las condiciones antes

descritas. Para la amplificacion y deteccion de los transcritos se utilizaron 20 ng de cDNA.
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Tabla 1. Secuencias y caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion en gPCR.

Tamario
. . GC ™ del
Nombre Secuencia Longitud % °C) amplicén
(pb)
Sentido
Snail 5 CACTATGCCGCGCTCTTC 3° 18 61.1 5869
. . 113
[118] Antisentido 19 632 6166
5 GGTCGTAGGGCTGCTGGAA 3’ ' '
Sentido
Slug 5" TGGTTGCTTCAAGGACACAT 3’ 20 45 57.64
[118] Antisentido 19 526 5828 66
5 GTTGCAGTGAGGGCAAGAA 3° ) )
Sentido
Twist 5" CCACTGAAAGGAAAGGCATC 3’ 20 30 96.69
. . 122
[144] Antisentido 20 50 58.45
5 CTATGGTTTTGCAGGCCAGT 3’ )
Sentido
Octd 5" AGAGGCAACCTGGAGAATTT 3’ 20 45 56.72
) . 120
[118] Antisentido 20 55 5821
5" CCGGTTACAGAACCACACTC 3° ’
Sentido
5" CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT 3’ 24 500 588
HPRT Antisentido 137
23 56.5 59.7

5> CGAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC 3°

6.14 Analisis estadistico
Las gréaficas (a menos que se especifique lo contrario) y los analisis estadisticos se realizaron

en el software GraphPad Prism 5. Las graficas muestran el promedio + la desviacién estandar

(DE) de al menos tres experimentos independientes. Para comparar dos grupos, se realizd

una t de Student. Para comparar 3 0 mas grupos, se realizé6 una ANOVA de una via con un

post- test Dunnett (para hacer comparar entre un grupo control) o un post- test Bonferroni

(para realizar comparaciones entre grupos).
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Capitulo I11: Resultados y discusion
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7.1 Resultados

7.1.1 Lainhibicion de la autofagia muestra diferencias en el perfil transcripcional
entre lineas celulares de CM RE+y TN
Considerando que las lineas celulares RE+ y TN tienen una dependencia a la autofagia

diferencial [25], se analiz6 el efecto de la inhibicién genética de la autofagia con el
transcriptoma de las lineas MCF7 RE+ y MDAMBA468 TN [64]. En la figura 5a se muestran
25 vias bioldgicas reguladas positivamente por la inhibicion de la autofagia de la linea celular
MCF7 RE+; de las cuales 6 se relacionan a la secrecion e inflamacién (azul oscuro), 8 se
asocian al metabolismo (rosa) y 4 se relacionan a la TEM (rojo). También se identificaron
los genes con una taza de cambio de + 2.5 (Figura 6). Los genes regulados positivamente
son OPG, que media la vascularizacion y cuya expresion se relaciona a una mayor
agresividad tumoral [145]; S100A8, que media la secrecion de citocinas proinflamatorias
como IL-6 e IL8 [146]; y KRTAP3-1 que es una proteina de filamentos intermedios
relacionada al mal pronostico en pacientes [147]. Por otro lado, entre los genes regulados
negativamente se encuentra el gen U6 que regula el proceso de splicing, genes relacionados
a la sefializacion de proteinas G (GNG13) e inhibidores de metaloproteasas (TIMP3). Estos
resultados sugieren que el patron de expresion de genes de la linea MCF7 ATG7 KD se
relaciona con una posible activacion de la TEM. Para el caso de la linea celular MDAMB468
TN (Figura 5b), de las 25 vias bioldgicas reguladas a la alza, 14 de ellas se relacionan a la

regulacion transcripcional.
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Figura 5. La inhibicién de la autofagia regula positivamente vias relacionadas a la inflamacién, secrecion y
TEM en la linea MCF7 RE+.a) Se analizaron genes diferencialmente expresados [64] en la linea MCF7 RE+
y b) MDAMBA468 TN con inhibicion genética de la autofagia, los cuales fueron analizados en Reactoma [143]

y se graficaron en R.

42



UBE2L6- * b MAPK12 - .
a COX7C- + i 1
| | TMEMST - .
- Ll
SLC6A9- CA12- .
i * - .
I HMGCLLT - .
LCLATT - .
T NGRN - .
FRK- o o ELOVLZ2- .
ﬂé BDH2- e E  IMPDHT- .
o) i - g RPRD1A - .
£ @ KNCK2 - o
© HS6ST2- e > J .
e ~
=
= LCP1- ® g . .
8  AQP3- e & PCSKE- *
o *
©w  GFBP5- # Taza de 0 EVL, Taza de
S cambio 8 WMRPS33- *  cambio
3 e 8 PGM5" .
3 Y 12 3, BOK - . 5
";’ ENTPD1-  # 10 £ ) :
©  RFTNT- o e ATGT” * -10
L EGR1T- ] L NXN - *
O U}
I 5 PGMS5 - . -15
- L]
1 = ATP8B2 - L]
SELL - ® HTRAT - -
TRAV39 - ® IDH2 - »
_ ® RAB26 - o
- *
1 ® GNB5 " .
i ® i .
S100A8 - @ 1 :
OPG - @ GNG13~ ®
4 8 12 16 -20 -15 -10 -5
Taza de
cambio ggﬁb?"g
Ubiguitinacion y  degradacion
Reparacion del ADN Metabolismo proteosomal
Sefalizacion de estrés: MAPK, HIF, detoxificacion de Muerte celular
ROS, senecencia cellular, respuesta de HSP90 Transicion epitelo mesenquimal
Secrecion e inflamacién Proliferacion
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con una taza de cambio mayor a 2.5 y b) menor a 2.5 de la linea MCF7 RE+ A7. Gréfica realizada en R.

43



7.1.2 Lainhibicién de la autofagia induce una diminucion en los niveles proteicos de E-
cadherina, pero solo el tratamiento con CQ induce un fenotipoTEM funcional
Los Unicos farmacos clinicamente aprobados para la modulacion de la autofagia son la CQ

e HCQ, por lo cual fue importante dilucidar si el tratamiento con CQ tenia un impacto en lineas
celulares de CM a través del tiempo. Utilizando microscopia en tiempo real se analizo la
proliferacion celular durante 48 h (Figura 7a-d), encontrandose que el tratamiento con CQ
disminuyd la proliferacion celular en todas las concentraciones y que no indujo muerte celular a
excepcion del tratamiento con la dosis méas alta (40 uM) y al tiempo maés largo (48 h) (Figura 8a,
b).

) =

= 3 = 3,

g MCF10A 8

g 2 - L E 2

\Z/ f_nr—ﬂ_""d_) :

5 g 3

g 11 5 1

£ =

3o Sobbooo 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h) Tiempo (h)

<= MCF10A Ctrl MCF10A CQ10 uM -+ MCF7 Ctrl -+ MCF7 CQ 20 pM
MCF10A CQ20 uM MCF10A CQ40 uM MCF7CQ 10 yM -+ MCF7 CQ 40 uM

Lh
|

Ln
1

MDAMB231

N &

[
L
[

L

Confluencia (normalizada) ¢
Now A
Confluencia (normalizada)

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h) Tiempo (h)

- T47D Control - T47D CQ20 uM ‘ - MDAMB231 Ctrl -~ MDAMB231 CQ20 M

= T47D CQI10 uM -~ T47D CQ40 pM MDAMB231CQ10 uM = MDAMB231 CQ40 uM

Figura 7. La inhibicion de la autofagia disminuye la proliferacion de lineas de CM. Se trataron células a) MCF10A
NT, b) MCF7 RE+, ¢) T47D RE+y d) MDAMB231 TN con CQ [10, 20 y 40 uM], se monitore6 la morfologia celular
en tiempo real durante 48 h, utilizando microscopia en tiempo real con el sistema IncuCyte. Las graficas muestran el
promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realiz6 una ANOVA de dos vias, *= diferente al control,
**%<0.001, *p<0.01.
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Figura 8. El tratamiento con CQ induce muerte celular en tiempos de cultivo prolongados y en la dosis més alta. a)
Se trataron células MCF10A NT, MCF7 RE+, T47D RE+y MDAMB231 TN con CQ [10, 20 y 40 uM] durante 24 y
b) 48 h . Se cuantifico la muerte celular con una tincién de ioduro de propidio, la muerte celular se expresé como %
de rojo (positivo a IP)/ % de confluencia. Las graficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes.
Se realizé una ANOVA de una via con un post test Tukey, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01.

Cabe destacar que las concentraciones de 20 y 40 uM de CQ, fueron eficaces para inhibir
la autofagia, esto se determind a través de la acumulacion de LC3Il (Figura 9). Con las
observaciones anteriores se utilizé la concentracion de 20 uM de CQ para tratamientos largos de
48, ya que inhibe la autofagia pero no induce muerte celular. Este ultimo punto resulta importante,
ya que en caso de inducir muerte celular se liberaria el contenido citoplasmatico al medio de cultivo
y al cuantificar la secrecion de citocinas el resultado no estaria relacionado a la secrecién sino al

proceso de muerte celular, resultando en un falso positivo.
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Figura 9. El tratamiento con CQ bloquea el flujo autofagico en las lineas de CM. a) Las lineas MCF10A (NT),
MCF7 (RE+), T47D (RE+) y MDAMB231 (TN), se trataron con CQ [10, 20 y 40 uM] durante 4 h, después se realizd
un western blot contra la proteina LC3I/1l. b) Utilizando Image J se cuantificé la intensidad relativa de las bandas
(unidades de densidad Optica, UDP) Se observé que las lineas tumorales tenian un mayor flujo autofagico en
comparacion a la linea NT. Las graficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realiz6
una ANOVA de una via con un post test Tukey, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01.

Con el fin de evaluar si el tratamiento con CQ inducia EMT, se analiz6 la morfologia celular
a las 48 h de tratamiento y se observo que las lineas MCF10A (NT) y MDAMB231 (TN) mantenian
su morfologia fibroblastoide caracteristica (Figura 10a). Por otro lado, las lineas MCF7 y T47D
(RE+) las cuales poseen una forma piramidal y tienen la capacidad de formar colonias, exhibieron
forma de huso o mesenquimales a las 48 h de tratamiento, ademas de que se observo una menor
cantidad de colonias. Se confirm0 esta observacion a través de un anélisis cuantitativo, a través del
calculo de la relacion de aspecto (eje mayor/ eje menor), el cual esta directamente relacionado a la
forma celular; es decir, indica si la célula es redonda, de tipo piramidal o mesenquimal (Figura

10b).
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Figura 10. El tratamiento con CQ induce cambios morfolégicos en las lineas RE+. a)Todas las lineas celulares se trataron con diferentes concentraciones de CQ
[10, 20 y 40 uM] durante 48 h, a través del sistema IncuCyte se evalud la morfologia celular. b) Utilizando ImageJ se cuantifico el eje mayor y el eje menor celular,
se analizaron todas las células de 3 campos diferentes, se cuantificd la relacion de aspecto y se graficd. Se observo que el tratamiento con CQ modifica la morfologia

de epitelial a mesenquimal de las lineas MCF7 y T47D, ambas RE+. Las graficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realiz6 una
ANOVA de una via con un post test Tukey, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01.

47



Diversos reportes han descrito que la CQ puede ejercer diferentes efectos
independientes de autofagia [148-150], por lo cual fue imprescindible determinar si el cambio
de morfologia se debia a la inhibicion de la autofagia o era consecuencia del tratamiento con
CQ. Realizar esta diferenciacion es de suma importancia, ya que la CQ e HCQ son los Unicos
tratamientos en fase clinica y al implementar una nueva terapéutica es imprescindible que no
induzcan efectos adversos como la TEM [27]. Con este objetivo, se inhibid genéticamente la
autofagia en la linea MCF7 (RE+) a través de un silenciamiento con un shARN contra el
gen ATG7 (A7), se utilizé un shARN no silenciante (NS) como control y se confirmo la
eficiencia de la inhibicion mediante western blot (Figura 11a). Se monitored si la inhibicion
genética inducia cambios morfolégicos (Figura 11b), encontrando que las células
silenciadas tenian una poblacion pequefia de células fibroblastoides, sin embargo la mayoria
continud con la morfologia clasica y al realizar el analisis cuantitativo no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en ausencia de la expresion de ATG7.
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Relacion de aspecto
(Eje mayor/Eje menor)
(o))

Figura 11. La inhibicion de la autofagia no modifica la morfologia de la linea MCF7 RE+. a) Se inhibié
genéticamente la autofagia en la linea MCF7 y se evalud la eficiencia de inhibicion a través de un western blot,
utilizando Image J se cuantificé la intensidad relativa de las bandas (unidades de densidad 6ptica, UDO). b) Se
monitored la morfologia de células MCF7 con ATG7 (A7) KD y se cuantifico la relacién de aspecto como se
describié previamente. Las graficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realiz6
una t de student, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01.
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Por otra parte, se evaluo si el tratamiento con CQ modificaba los niveles de proteinas
que funcionan como marcadores epiteliales (E-cadherina) o mesenqumales (N-cadherina y
vimentina) (Figura 12), se observo que ambas permanecieron sin cambios en las lineas NT
y TN. En las lineas RE+ tratadas con CQ, se observé una disminucion de E-cadherina que

no fue significativa y tampoco se encontro la induccion de marcadores mesenquimales.
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Figura 12. El tratamiento con CQ durante 48 h tiende a disminuir los niveles de E-cadherina. a) Las lineas
MCF10A, MCF7, T47D y MDAMB231 se trataron con CQ [20 uM] durante 48 h, se analizaron las proteinas
E-cadherina, N-cadherina y vimentina mediante western blot, usando actina como control de carga. Se usé
Image J para cuantificar la intensidad relativa de las bandas (unidades de densidad 6ptica, UDP) b-d). Se
cuantifico la intensidad relativa de las bandas (unidades de densidad éptica, UDP). Las gréaficas muestran el
promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realizd una t de student, *= diferente al control,
**%<0.001, *p<0.01.

Teniendo en cuenta que la induccién de la TEM es un proceso dependiente del
estimulo y del tiempo, las células RE+ se trataron por 72 h con CQ, donde se observo una
mayor induccién de la morfologia mesenquimal (Figura 13a), la cual se acompaiio de una
disminucion estadisticamente significativa de E- cadherina, pero no se encontré la expresion
de proteinas mesenquimales (Figura 13b-e). De forma importante el tratamiento durante 72
h no indujo muerte celular en las células RE+ (Figura 13f), lo que se sugiere que los cambios
mencionados son un proceso activo relacionado a la TEM y no un artefacto relacionado a

con la muerte celular.
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Figura 13. El tratamiento con CQ durante 72 h disminuye los niveles de E-cadherina. a) Las lineas MCF7,
T47D RE+ se trataron con CQ [20 uM] durante 72 h y se analiz6 la morfologia. b) Se analizaron las proteinas
E-cadherina, N-cadherina y vimentina mediante western blot, se utiliz6 actina como control de carga. c-e) Se
cuantificd la intensidad relativa de las bandas (unidades de densidad 6ptica, UDP). f) Las lineas MCF7 y T47D
se trataron con CQ [20 uM] durante 72 hy se cuantificd la muerte celular con una tincion de ioduro de propidio,
la muerte celular se expres6 como % de rojo (positivo a IP)/ % de confluencia. Las graficas muestran el
promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realizd una t de student, *= diferente al control,
**%<0.001, *p<0.01.

Los cambios morfologicos de las lineas RE+ con el tratamiento de CQ
sugieren la induccion de la TEM. No obstante, no debe considerarse que el proceso de TEM
se ha inducido unicamente con la evaluacion de cambios en la morfologia celular, ya que ésta
no siempre se correlaciona con cambios funcionales relacionados a la TEM, por lo que fue
fundamental determinar cambios moleculares y funcionales [151]. Por lo tanto, se evaluo si
el tratamiento con CQ podria inducir migracion en un modelo de cierre de herida en la linea

MCF7 RE+ (Figura 14ay b) sin que se evidenciara efecto alguno. Teniendo en cuenta que
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la disminucion de E-cadherina se encontré a las 72 h de tratamiento, se considerd que las
células debian activar el programa TEM para migrar. Por ello, se realizd un pretratamiento
con CQ durante 72 h (pre 72 h) antes de realizar el ensayo de cierre de herida (Figura 14ay
b), donde se encontré un incremento en la migracion y que la adicion de CQ en esta condicion
no incrementd la capacidad migratoria. Para confirmar a un nivel molecular la activacion de
la TEM, se analizaron los niveles de expresion de FT-TEM: SNAIL, SLUG, TWIST y OCT4
(Figura 14c), de los cuales mostraron una razon de cambio de 1.5, 35, 1.9 y 0.66 respecto a

su control. Los resultados anteriores sugieren que el tratamiento con CQ induce una TEM

funcional.
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Figura 14. El tratamiento con CQ induce TEM en la linea MCF7 RE+. a) Se realizd una herida a células
MCF7 y se trataron £ CQ [20 pM], adicionalmente a se pre trataron células MCF7 (RE+) durante 72 h con CQ
[20 uM] las cuales se tripsinizaron y se sembraron para realizar el ensayo de herida, se trataron + CQ [20 pM].
b) Se cuantific6 el % de cierre en 24 h. ¢) Se evaluo la expresion de FT-TEM por qPCR en la linea MCF7
tratada con CQ [20 puM] durante 72 h, se utilizo HPRT como gen enddgeno. Las graficas muestran el promedio
+ DE de tres experimentos independientes. Se realizd6 una ANOVA de una via, *= diferente al control,
***<0.001, *p<0.01.

Asi mismo, se analizo si la inhibicion genética de la autofagia podria tener efecto
sobre el fenotipo epitelial de la linea MCF7 RE+, ya que a pesar de no encontrar diferencias

mofoldgicas, el analisis transcriptomico sugeria que la TEM podria inducirse. Se encontrd
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que la inhibicion de la autofagia en las células MCF7 A7 indujo una disminucion significativa
de la proteina E-cadherina (Figura 15a y b). Sin embargo, no se encontrd un incremento en
la migracion, sino una disminucién en dicho evento respecto a las células NS (Figura 15c y
d). Esta evidencia sugiere que a pesar de que el tratamiento con CQ y la inhibicion genética
de la autofagia inducen una disminucion de E-cadherina, existen diferencias mecanisticas y

funcionales entre ambos.
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Figura 15. La inhibicion de la autofagia disminuye los niveles de E-cadherina pero no induce la migracion
de la linea MCF7 RE+. a) Se midieron los niveles de E-cadherina por western blot en las células NS y ATG7
KD (A7) de la linea celular MCF7 RE+. b) Se realizé un analisis densitométrico, utilizando actina como control
de carga. ¢) Se realizé un ensayo de cierre de herida en las células MCF7 NS y A7 y se cuantifico el cierre de
herida (d) después de 24 h. Las graficas muestran el promedio £ DE de tres experimentos independientes. Se
realiz6 una t de Student, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01.

7.1.3 El tratamiento con CQ induce TEM a través de la secrecion de MIF mediada

por ERO
Teniendo en consideracién que la inhibicion de la autofagia se ha asociado a la

secrecion de citocinas proinflamatorias [64, 70, 80] que pueden inducir la TEM y que el
tratamiento prolongado con CQ inducia TEM, se realiz6 un ensayo de medio condicionado
(MC) (Figura 16a) en las lineas MCF7 (Figura 16b) y T47D (Figura 16c), ambas RE+. Se
encontré que el MC-CQ inducia migracion celular en ambas lineas celulares. Lo que sugiri6
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que el tratamiento con CQ inducia la secrecion de componentes solubles que mediaban la

migracion.
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Figura 16. El cierre de herida es mediado por factores solubles inducidos por el tratamiento con CQ. a)
Diagrama del experimento, se incubaron células RE+ con + CQ [20 uM] durante 72 h, el medio de cultivo se
recolecté y denominé como medio condicionado (MC) y medio condicionado con CQ (MC-CQ),
respectivamente. Los medios condicionados se adicionaron a células RE+ sin tratamiento previo y con una
herida, se incubaron durante 24 y se cuantificio el % de cierre de herida. Se utilizaron dos lineas celulares RE+
b) MCF7 y c) T47D. Las graficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realizé
una t de Student, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01.

Para determinar que citocinas podrian secretarse y mediar la TEM por el tratamiento
de CQ, se evalud un perfil de citocinas: IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1p, IL-10, IL-12p70. Para lo
cual, se analizé el medio de cultivo de células MCF7 tratadas con CQ durante 24 h; cabe
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destacar que se utilizd este tiempo porque a través del analisis de microscopia en tiempo real
se observd que las células mostraron cambios en su morfologia, donde comenzaban a
elongarse para formar husos y se observaba el inicio de la separacion de sus colonias. Por lo
que, razonamos que en este momento, la TEM ya habia sido activada y que la citocina que
encontrasemos mayormente secretada podria orquestar la TEM. Sin embargo, no se encontro

ninguna diferencia entre el tratamiento con CQ y el control (Figura 17).

(||

~CO-CR-CO-CQR-CQ-CQ
IL-6 IL-8 TNF-a IL-1p IL-10 IL-12p70
Figura 17. El tratamiento con CQ durante 24 h mantiene estable un perfil de citocinas. Se realiz6 un perfil

de citocinas del medio de cultivo de células MCF7 tratadas con CQ [20 uM] durante 24 h. Se utiliz6 el kit BD™
CBA Human Inflammatory Cytokines Kit. n=1.

Ya que nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el tratamiento con CQ vy la
inhibicidn de la autofagia pueden inducir la secrecién de MIF en lineas celulares TN [80] y
teniendo en cuenta que MIF se encuentra rio arriba de otras citocinas proinflamatorias [98],
decidimos analizar su secrecion. De forma inicial, se analizé la secrecion basal de MIF en
todas las lineas celulares de estudio (Figura 18a), observandose que las lineas MCF7, T47D
y MDAMB231 tienen una secrecion basal mayor que la linea MCF10A NT. Todas las lineas
se trataron con diferentes concentraciones de CQ [10, 20 y 40 uM] (Figura 18b) durante 24
h observando que las dosis de 20 y 40 uM indujeron la secrecion de MIF en las lineas MCF7
y T47D. A pesar de que se utilizaron las dosis més altas de CQ a este tiempo no se observo
muerte celular (Figura 8), por lo que se concluye que se esta cuantificando la secrecion activa
y no es un falso positivo. Por otro lado, las lineas MCF10A NT y MDAMB231 TN,

mantuvieron niveles constantes de MIF secretado (Figura 18b).

Estudios realizados por Lee y cols. [73] y por Cotzomi y cols. [72] pusieron de
manifiesto, que la secrecion de MIF se encuentra mediada por ERO. Por tal motivo, para
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continuar dilucidando el mecanismo de secrecion, se analiz6 por microscopia de
fluorescencia el nivel de oxidacion celular de las lineas MCF7 y T47D RE+. Se observo que
el tratamiento con CQ a 24 h increment6 de forma considerable la oxidacion respecto a su
control (Figura 18c). Para determinar si los niveles de ERO podian modularse y con ello
modular la secrecion de MIF, se trataron a células MCF7 y T47D con un inhibidor de ERO,
NAC [1 mM] en conjunto con CQ (Figura 18d y e). El NAC es un profarmaco de cisteina
[152], que permite incrementar los niveles de glutation, el cual permite la reduccion de las
ERO [153]. El cotratamiento de NAC con CQ disminuyd el porcentaje de células oxidadas
(Figura 18d y e) y se vio acompafiado de una disminucion de la secrecion de MIF en las
células MCF7 (Figura 18f). Estos resultados indican que el tratamiento con CQ induce la
secrecion de MIF mediada por ERO.
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Figura 18. El tratamiento con CQ induce la secrecién de MIF mediada por ERO. a) Secrecion basal de MIF
en las lineas MCF10A NT, MCF7 RE+, T47D RE+, MDAMB231 TN. b) Secrecion inducida de MIF a las 24
h de tratamiento con CQ [10, 20 y 40 uM] de 24 h. c) Determinacién de ERO totales por microscopia de
fluorescencia con DHE en las lineas MCF7 y T47D RE+ con tratamiento de CQ [20 uM] durante 24 h. d) Se
cuantificaron las ERO totales con DHE, se trataron células MCF7 y T47D con NAC [1 mM] en conjunto con
CQ [20 uM]. e) El tratamiento con NAC disminuye la secrecion de MIF inducida por el tratamiento con CQ en
la linea celular MCF7 RE+. Las graficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes. Se
realiz6 una ANOVA de una via, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01

Para dilucidar las diferencias entre la inhibicion genética de la autofagia y el
tratamiento con CQ, se cuantifico el porcentaje de células oxidadas en células MCF7 A7, NS
y se comparé con el tratamiento de CQ (Figura 19), donde no se encontraron diferencias
entre las células silenciadas y no silenciadas. Ademas, al evaluar la secrecion de MIF,
tampoco se encontro un incremento del mismo en el medio de cultivo (Figura 19c). Por lo

tanto, la inhibicidn de la autofagia no incrementa los niveles de ERO y por consecuencia no
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se induce la secrecion de MIF; lo que podria ser la razon de las diferencias en la induccién

de la TEM entre el tratamiento con CQ y la inhibicion genética de la autofagia.
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Figura 19. La inhibicion de la autofagia no induce la secrecion de MIF en la linea MCF7 RE+. ay b) La
inhibicion genética de la autofagia en células MCF7 A7 y NS se cuantificé con DHE. c) Se analiz6 la secrecion
de MIF. Las gréficas muestran el promedio + DE de tres experimentos independientes. Se realiz6 una ANOVA
de una via, *= diferente al control, ***<0.001, *p<0.01

La sefalizacion de MIF es a través de su receptor CD74/CD44 y la posterior
activacion de la via ERK1/2 [98], mediante la cual ejerce sus funciones. Para confirmar que
el MIF secretado es capaz de activar la sefializacién de ERK1/2, se evalud la fosforilacion de
estas proteinas (Figura 20a), encontrando un incremento en la linea celular MCF7 RE+. Para
confirmar que la activacion de ERK se daba por MIF y no por algun otro factor, se inhibio
su sefializacion a través de dos enfoques: en el primero se inhibié con NAC, que es un
antioxidante que disminuye las ERO vy la posterior secrecion de MIF (Figura 18f). En el
segundo, se inhibié con un inhibidor especifico, ISO-1. Con ambos tratamientos se
disminuyé la fosforilacién de ERK1/2 (Figura 20b). Los resultados anteriores confirman

que el tratamiento con CQ induce la secrecion de MIF y que este sefializa a través de la via
ERK1/2.
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Figura 20. El tratamiento con CQ induce la fosforilacion de ERK en la linea MCF7 RE+. a) Se trataron
células MCF10A, MCF7, T47D y MDAMB231 con CQ [10, 20 y 40 uM], se analiz6 la fosforilacion de ERK1/2
por western blot. Se analizé mediante comparacion con ERK1/2 total, utilizando actina como control de carga.
b) Se trataron células MCF7 con CQ [20 pM] en conjunto con NAC [1, 3.5 y 7 mM] (inhibidor de ERO) o con
ISO-1 [50, 100 puM] (inhibidor de MIF). La grafica muestra el promedio + DE de tres experimentos
independientes. Se realizé una ANOVA de una via, *= diferente al control, **p<0.01, *p<0.05.

Para confirmar que la induccion de TEM se estimulaba por MIF, la secrecion de este
se inhibié con NAC [73, 80] y su sefializacion con 1SO-1, en conjunto con CQ durante 72
h. Ambos enfoques farmacoldgicos previnieron de forma parcial el cambio morfoldgico de
las lineas RE+ (Figura 21a), donde se puede apreciar que las células aun poseen una forma

mesenquimal, pero mantienen la capacidad de formar colonias. Para determinar si la
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inhibicidén de MIF podia tener efectos en la migracion celular, se realizé un ensayo de medio
condicionado y se encontré que el tratamiento tanto con NAC+CQ como con ISO-1+CQ
disminuye notablemente la migracion de células MCF7. Estos resultados indican que MIF se

encuentra orquestando los cambios mofoldgicos y de migracion en las lineas RE+.
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Figura 21. El tratamiento con CQ induce TEM mediada por MIF en lineas RE+. a) Se analizé el impacto de
la inhibicion de ERO con NAC [1 mM] y de la inhibicién de MIF con 1SO-1 [50 mM] en la morfologia celular
de las lineas MCF7 y T47D tratadas con CQ [20 uM]. b y c) Se utiliz6 el medio de cultivo de células MCF7
RE+ tratadas con £ CQ [20 pM], +NAC [1 mM]/ = ISO-1 [50 mM] durante 72 h, denominado medio
condicionado. Los MC se adicionaron a células MCF7 RE+ sin tratamiento previo y con una herida, se
incubaron durante 24 y se cuantificio el % de cierre de herida. La gréfica muestran el promedio + DE de tres

experimentos independientes. Se realizé una ANOVA de una via, *= diferente al control, ***<0.001, **p<0.01,
*p<0.05.
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8 Discusion
El proceso evolutivo ha permitido que los eucariotas superiores tengan una fina

regulacion en su desarrollo, maduracion y mantenimiento celular; incluso una vez que las
células tienen un dafio exacerbado, son eliminadas para evitar procesos tumorigénicos. Sin
embargo, las células tumorales toman ventaja de diferentes procesos de supervivencia e
incluso de programas primitivos no solo para el establecimiento tumoral, sino para resistir al
estrés, migrar y establecer focos secundarios o activar caracteristicas troncales, por
mencionar algunos ejemplos. Uno de los procesos que las células tumorales emplean para

sobrevivir es la autofagia.

La autofagia es un proceso de mantenimiento citoplasmico basal que se encuentra
activo en todas las células, puede inducirse a través de la disminucion de aminoacidos,
factores de crecimiento, hipoxia, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial o estrés del
reticulo endoplasmico; eliminando proteinas dafiadas, agregadas, pero también otros cargos
como mitocondrias, peroxisomas, el reticulo endopldsmico y RNAs [27-29]. La degradacion
de cargos permite su posterior reciclaje, brindando una fuente de bioelementos necesarios
para ser utilizados como fuente bioenergética y compensar las deficiencias energéticas. Cabe
destacar que la autofagia no sélo juega un papel importante en la eliminacion de cargos, sino
también en la secrecién de proteinas por una ruta no convencional, tal es el caso de las
citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, MIF e IL-8 [70, 154]. Todo esto pone de
manifiesto que la autofagia opera como un proceso homeostatico, citoprotector e

inmunomodulador, por lo que su modulacion es un blanco terapéutico de interés [155, 156].

Existe extensa evidencia que pone de manifiesto la dependencia de la autofagia de
diversos tipos tumorales como aquellos del sistema nervioso central, pancreaticos,
carcinomas de celulas no pequefias de pulmon, tiroideos y melanoma, los cuales muestran
mutaciones en la via EGFR/RAS/BRAF [60, 62, 157]. Para este tipo de tumores la inhibicion
de la autofagia sola o en conjunto con terapias neoadjuvantes ha mostrado una disminucion
del tamafio tumoral debido a la disminucion de la proliferacion y la induccion de muerte
celular [60, 62, 157], mostrando resultados prometedores en modelos in vivo e in vitro. Por
otro lado, también hay evidencia en modelos in vivo e in vitro [44] en los que la inhibicion
de la autofagia puede inducir efectos contraproducentes como induccion de la proliferacion

celular, TEM, la activacion de caracteristicas troncales y la inmunoedicion [44].
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En nuestro grupo de trabajo se ha descrito que las lineas TN de CM son sensibles a la
inhibicion de la autofagia [25], las cuales disminuyen su proliferacion, en conjunto con la
disminucion de la secrecion de la IL-6 [64], ademé&s se induce muerte celular [64]. Este
subtipo de CM carece de terapia dirigida y la inhibicion de la autofagia representa una
excelente opcion terapéutica. En contraste, las lineas RE+ no tienen dependencia a la
autofagia [25], a pesar de que disminuye su proliferacion celular [25] no hay un incremento
de muerte celular [64]. De forma interesante, se induce la secrecion de la citocina
proinflamatoria IL-6 [64]. Teniendo en cuenta que la IL-6 es una citocina que regula la TEM
(proceso intimamente relacionado a la metéastasis), la troncalidad, sobrevivenciay resistencia
a farmacos [158], fue importante determinar si la inhibicidn de la autofagia en este subtipo
celular RE+ podria inducir la TEM.

Actualmente, existen varios estudios clinicos en los que se inhibe la autofagia de
forma farmacoldgica con CQ/HCQ (Unicos farmacos aprobados), como monoterapia 0 en
conjunto con terapia neoadjuvante en varios tipos de tumores [27]. Estos farmacos pueden
administrarse cronicamente teniendo un minimo de toxicidad, la cual puede ser reversible y
por lo tanto son clasificados como seguros y bien tolerados [159]. Asimismo tienen efectos
independientes de autofagia, que pueden tanto ayudar a sensibilizar a las células tumorales
[160], pero también pueden producir efectos contrarios como la activacion de NF-kf y la
secrecion de citocinas proinflamatorias [68, 80, 148]. Dado que hay varios ensayos clinicos
en los que se analiza la inhibicion de la autofagia, utilizando CQ/HCQ como agentes
farmacologicos, en una amplia variedad de tumores solidos sin estratificar. Fue importante
determinar si el tratamiento estos farmacos en las lineas RE+ podria inducir algun efecto

contraproducente, propio de la inhibicion de la autofagia o per sé del mismo.

Para conocer a detalle el impacto de la inhibicion de la autofagia en la linea celular
MCF7 A7, se analiz0 su transcriptoma y se detectaron cambios opuestos en comparacion a
la linea celular MDAMB468 A7 Las células MCF7 A7 mostraron la induccion de vias
relacionadas a la TEM, al metabolismo, a la inflamacion y secrecién, mientras que en la TN
se observaron vias relacionadas a la regulacion transcripcional. Esto sugiere que la inhibicion
de la autofagia puede tener efectos diferenciales en cancer de mama y que pueden depender

del subtipo histopatolégico. Para determinar si la inhibicion de la autofagia podia activar la
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TEM en lineas de CM, se utilizaron dos enfoques de inhibicion: uno farmacoldgico (con CQ),
como el utilizado en la terapéutica en los ensayos clinicos, y uno genético (ATG7 KD), esto
para confirmar si el efecto observado se debia a la inhibicion de la autofagia o a efectos
independientes de la autofagia. Se encontré que el tratamiento con CQ induce TEM en las
lineas RE+, encontrando cambios morfoldgicos de tipo mesenquimal, acompafados por la
disminucion de E-cadherina, en conjunto con la expresion de FT-TEM, SNAIL. SLUG y
TWIST1, asi como un incremento en la capacidad de migracion. Sin embargo, no se encontro
la induccidn de proteinas mesenquimales (N-cadherinay vimentina). En contraste, las células
MCF7 ATG7 KD mantuvieron su morfologia epitelial, la cual se acompafié de una
diminucion de E-cadherina. Sin embargo, la inhibicién genética de la autofagia no indujo un
fenotipo funcional migratorio. Tanto el tratamiento con CQ como la inhibicion genética de
la autofagia, disminuyeron los niveles de E-cadherina. Al respecto, se ha reportado que
SNAIL, que es un represor de E-cadherina [161], se degrada por el proceso de autofagia
[162]. Por lo que al inhibir la degradacion de cargos en ambos contextos, los niveles de
SNAIL podrian mediar la disminucion de la proteina epitelial. Nuestros resultados sugieren
que las lineas RE+ son propensas para la induccién de TEM, ya que tanto la inhibicién
genética de la autofagia como el tratamiento con CQ disminuyeron los niveles de E-
cadherina. Hasta el momento no es claro si la pérdida de E-cadherina es causa o consecuencia
de la TEM; pero en pacientes, la disminucion de E-cadherina se correlaciona con un mal

prognostico y se asocia a un incremento en la incidencia de metéastasis [163, 164].

Se han propuesto cinco tipos de estimulos inductores de la TEM: hipoxia y pH bajo,
estrés mecénico, alteraciones en la matrix extracelular, quimioterapéuticos y el
microambiente tumoral [165]; si bien en nuestro trabajo la inhibicién de la autofagia no
indujo un fenotipo funcional, no debe descartarse la posibilidad de que estas células estén
sensibilizadas para transicionar y que estimulos adicionales, puedan inducir un fenotipo
funcional. Otros trabajos han encontrado que la inhibicion de la autofagia sensibiliza a las
células para la induccion de TEM aunque ésta no ocurre sino después de que se aplica un
estimulo adicional. Asi, en un modelo de células de carcinoma colorrectal, la inhibicion
genética de la autofagia indujo cambios transcripcionales relacionados a la induccion de la
TEM [166], pero no encontraron un incremento en la capacidad migratoria. Al inyectar

ortopicamente las células CRC A7 KD, se observé un incremento en el tamafio del tumor
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[166]. En este trabajo se sugirio que las diferencias en el modelo in vivo podrian deberse a
un efecto prolongado del silenciamiento, pero también a la interaccion del microambiente
tumoral [166]. A a pesar de que un incremento en la proliferacion no es indicativo de
induccion de TEM, si se evidencio la importancia de evaluar en un modelo complejo con la
interaccion del microambiente. Por otro lado, Towers y cols. [167] mostraron que la
inhibicion genética de la autofagia en lineas de CM dependientes de autofagia, después de
un tiempo prolongado de cultivo se adaptaron y proliferaron. Por lo que tampoco puede
descartarse la posibilidad de que se necesite un tiempo de cultivo mayor para determinar si
la inhibicion genética de la autofagia en lineas RE+ puede inducir un fenotipo de migracién
y de cambios moleculares relacionados a TEM, ya que su perfil transcriptomico indico la
induccién de TGF-B (via canonica TEM) acompafiada de genes reguladores de citocinas

proinflamatorias, de filamentos intermedios, asi como de inhibidores de metaloproteasas.

De forma importante, por mucho tiempo se consider6é que la TEM era un proceso
binario en el cual las células debian perder su fenotipo epitelial y adquirir caracteristicas
celulares y moleculares del linaje mesenquimal acompafiadas de un incremento en la
migracion [104]. Sin embargo, la evidencia sugiere que las células que experimentan la TEM
también pueden exhibir, pero no necesariamente al mismo tiempo, diversas caracteristicas
como caracteristicas de troncalidad [168-170], de resistencia a farmacos [168, 171, 172],
metabolicas [173] y de inmunoedicion [174]. Esta reprogramacion puede acompafarse de
cambios morfoldgicos y moleculares totales, parciales o nulos y estos estados son
reconocidos como estados hibridos o parciales de TEM [136, 173, 175]. Ademas, la
duracion, intensidad y el tipo de sefial inductora de TEM, asi como el fenotipo de cancer y el
microambiente, modulan el fenotipo de TEM. Asi, en lineas de cancer ovarico humanas, el
tratamiento con TGF-B indujo migracion de forma dosis dependiente, pero los niveles de E-

cadherina en conjunto con la expresion de SNAIL no se modificaron [119].

Por otro lado, se ha descrito que el tratamiento con CQ se correlaciona con la
activacion de NF-kp [68, 148]. La actividad de NF-kP es esencial para la induccion y
mantenimiento de la TEM, ya que regula la expresion de citocinas proinflamatorias (que
pueden tener efectos autdcrinos y paracrinos en el microambiente tumoral), asi como de

proteinas mesenquimales, quimiocinas y proteasas remodeladoras de la matriz extracelular

63



[176]. Se ha descrito que los FT-TEM como SNAIL, SLUG y TWISTL1, poseen sitios de
union a NF-kpB en su promotor y a través de ensayos de imunopreciptacion de la cromatina,
se han descrito como sitios funcionales [177]. En este trabajo encontramos el incremento de
la expresion de SNAIL, SLUG y TWIST1, que son FT-TEM, los cuales reprimen la
transcripcion de moduladores de la morfologia epitelial de la mama e incrementan la
expresion de proteinas relacionadadas a la migracion, resistencia a farmacos y troncalidad
[178]. Se ha encontrado que la disminucion de E-cadherina en conjunto con elevados niveles
de las proteinas SNAIL, SLUG y/o TWIST, se correlacionan con el grado tumoral y mal
prondstico de pacientes de cancer de mama [112, 179], cervical [110], prostata [120],
esofagico [109] y hepatocarcinoma [180]. La falta de deteccion de proteinas mesenquimales
(vimentinay N-cadherina) como consecuencia del tratamiento con CQ sugiere que las células
RE+ activan una TEM parcial o hibrida, lo cual necesitaria confirmarse a través del analisis
de otras proteinas mesenquimales como fibronectina o actina de musculo liso a (SMA-)

(por mencionar algunos ejemplos).

El tratamiento con CQ no solo activa NF-kf, sino que induce la posterior secrecion
de citocinas proinflamatorias como IL-8 o IL-6 [68, 148]. Se ha descrito que el tratamiento
con citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1pB, IL-6 y MIF en células RE+ de CM
promueven cambios morfoldgicos y funcionales como incremento en la proliferacion,
migracion y resistencia a farmacos relacionados a la TEM [103, 181]. En un modelo de
células de melanoma, el tratamiento con CQ activa la via de NF-kB y la secrecion de la
citocina IL-8, promoviendo resistencia a farmacos [149]. Por esta razon se utilizo un ensayo
de medio condicionado (MC) proveniente de células RE+ tratadas con CQ (MC-CQ) para
determinar si estas secretaban factores solubles que pudiesen mediar la migracion. Se
encontr6 que el MC-CQ de ambas lineas RE+ inducia la migracion de células RE+ sin
tratamiento. Se cuantificé la secrecion de MIF y se encontré que el tratamiento con CQ indujo
su secrecion de forma dosis dependiente en células MCF7 y T47D RE+; en conjunto se
detecto la fosforilacién de ERK1/2, la cual es activada por MIF. De forma importante, el
tratamiento corto con CQ (24 h) no indujo la secrecion de otras citocinas, 1o que sugiere que
MIF tiene un papel importante en la regulacién de la TEM. Estudios por Lee y cols. [73]y
Cotzomi y cols. [72, 80] muestran que la inhibicidn de la autofagia y el tratamiento con CQ

incrementan los niveles de ERO, que a su vez modulan la secrecion de MIF [73, 80]; en este
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trabajo se encontrd que los niveles de ERO incrementaban como respuesta al tratamiento con
CQ vy éstos disminuyeron con un tratamiento antioxidante como NAC; derivando en la
disminucion de la secrecion de MIF, asi como de la fosforilacion de ERK1/2. También, se
confirmé que MIF modula la TEM, ya que la inhibicién de su secrecion, asi como de su
actividad disminuyeron su sefializacion e inhibieron parcialmente los cambios morfologicos
asociados a la TEM, aunado a una disminucion de la capacidad migratoria mediada por CQ.
Por otro lado, la inhibicion genética de la autofagia no indujo incremento en ERO. Se
cuantifico el nivel de oxidacion y la secrecion de MIF de células MCF7 A7, los cuales fueron

similares en las células MCF7 NS.

Probablemente las diferencias entre los niveles de ERO entre las células MCF7 A7y
las tratadas con CQ son la principal causa de las diferencias mecanisticas y funcionales
encontradas. Cabe destacar que la principal fuente de ERO celular es la mitocondria, donde
la inhibicién de la autofagia induce la acumulacién de estos organelos y por ende un
incremento en ERO e inflamacion [47, 50]. En este trabajo, no se observo un incremento de
los niveles de oxidacion en la linea MCF7 A7. En este sentido Sarmiento y cols. [182]
demostraron que las lineas RE+ tienen ERO basales y mitocondriales mas bajos en
comparacion alas lineas TN, por lo que se propone que se necesitaria un tiempo de inhibicién
genética mas prolongado para poder alcanzar niveles de ERO mayores.

Por otro lado, en un modelo de colongiocarcinoma humano el tratamiento con CQ
induce un subito incremento de ERO mitocondriales, que sensibilizaron a las células para
para inducir muerte celular [66]. Adicionalmente, se ha descrito que la CQ puede inhibir las
funciones mitocondriales e inducir el incremento de ERO mitocondriales [66]. En los trabajos
anteriormente descritos se utilizaron concentraciones altas de CQ [50 puM]. En este trabajo,
el tratamiento con CQ a las dosis y tiempos utilizados no indujo muerte celular, s6lo una
disminucion en la proliferacion celular, lo que sugiere que los niveles de ERO inducidos por
CQ no son letales para las células, sino que son oncogénicos. Al respecto, se ha observado
que el tratamiento con un agente oxidante, como el perdxido de hidrégeno, en lineas MCF7
RE+ induce la expresion de SNAIL. Este aumento se ve acompafiado de un incremento en la
migracion celular y cambios en el metabolismo [131]. Esta evidencia sugiere que el

tratamiento con CQ puede inducir un incremento en ERO, que pudiera inducir la TEM.
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La CQ e HCQ son 4-aminoquilonas que han sido utilizadas ampliamente para el
tratamiento de la malaria y de la artritis reumatoide [65]. Al ser bases débiles anfifilicas
tienen la capacidad de cruzar la membrana celular y bioacumularse en espacios acidicos,
como lisosomas, endolisosomas, el aparato de Golgi y el RER modificando su pH y alterando
su funcion [65], asi como de alterar funciones mitocondriales, alterando su composicion
lipidica y sus funciones [183]. La CQ/HCQ han sido utilizadas como inhibidores de fases
tardias de la autofagia al inhibir la fusion de los autofagosomas con los lisosomas [184], a
través de la desorganizacion del sistema endosomal y el aparato de Golgi. Ademas, se ha
sugerido que al incrementar el pH de los lisosomas se inhibe la fusion [185], lo que induce

la acumulacion de autofagosomas en el citoplasma.

Como se menciono, la CQ puede desorganizar el sistema endosomal y en conjunto
con la generacion de ERO, inducir estrés del RER y la activacion del sistema de respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR). Las funciones del RER son proveer las condiciones para la
sintesis y el plegamiento de proteinas [186], mantener la homeostasis de calcio, monitorear
y responder a diferentes tipos de estrés celular como disminucion de nutrientes, estrés
oxidativo y la acumulacion de proteinas mal plegadas a través del sistema UPR [186, 187].
El RER posee un ambiente oxidante y en él se pueden generar hasta el 25% de las ERO de
la célula [188]. Teniendo en cuenta esta evidencia, el tratamiento con CQ podria desorganizar
al RER y generar ERO. Al respecto, en un modelo de células de colongiocarcinoma tratadas
con una dosis alta de CQ se observd la activacion del estrés del RER derivando en muerte
celular [189]. De forma paralela, el estrés del RER induce la liberacion de calcio al
citoplasma, el cual puede ingresar a la mitocondria derivando en una produccion constante
de ERO [190], amplificando y manteniendo una sefializacion oncogénica e inflamatoria
[187]. De manera alterna, recientemente se ha descrito que el incremento de calcio
intracelular puede inducir una TEM hibrida a través de la internalizacion de E-cadherina, asi

como incrementar la migracion e invasion [191].

En este trabajo encontramos que la inhibicion de la autofagia y el tratamiento con CQ
en lineas celulares RE+ de CM, disminuyen los niveles de E-cadherina, proteina epitelial.
Sin embargo, el tratamiento prolongado con CQ indujo cambios morfoldgicos, la expresion
de FT-TEM como SNAIL, SLUG y TWIST1, la secrecion de MIF y la migracion celular. La
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inhibicién de la autofagia no indujo un fenotipo morfologico y funcional asociado a la TEM.
Si bien existen otros farmacos que inhiben el proceso de autofagia de forma especifica y en
diferentes etapas del proceso [27, 192], se encuentran bajo investigacion in vitro y hasta el
momento la CQ e HCQ son los Unicos farmacos utilizados en ensayos clinicos [27]. Ademas,
existe una amplia evidencia que justifica la eficacia y seguridad del tratamiento con CQ [27,
55, 56, 157].

Sin embargo, cada tipo de cancer tiene caracteristicas especificas asi como cada
subtipo tumoral posee caracteristicas intrinsecas, haciéndolos mas susceptibles a un
tratamiento respecto a otros subtipos. En el caso del subtipo TN de CM el tratamiento con
CQ en conjunto con otra terapia [72, 193], parecen ser un buen enfoque terapéutico. No
obstante, para el caso del subtipo RE+, el tratamiento con CQ parece inducir respuestas
asociadas una mayor agresividad. Derivado de esto, se hacen necesarios estudios adicionales
en organismos completos para demostrar si el tratamiento con CQ podria inducir la formacién
de metéstasis en modelos de cancer de mama RE+. En este sentido, la induccion de la TEM
en pacientes se ha asociado al proceso de metastasis y a la resistencia a la terapia [170, 173],
por lo que es imprescindible evitar inducirla. Actualmente, existen diversos ensayos clinicos
donde se emplea la CQ/HCQ ya sea como monoterapia 0 como terapia neoadjuvante. Sin
embargo, en la mayoria de estos ensayos, el universo de estudio son tumores sélidos sin
estratificar [27, 42, 194], por lo que cabe la posibilidad de que se utilice CQ en pacientes con
CM RE+. Por lo que se sugiere estratificar a las pacientes para determinar quién se
beneficiard de este tratamiento y quién no, y asi proponer terapias adecuadas para cada
subtipo tumoral, eficaces y seguras.

9 Conclusiones

La inhibicion de la autofagia y el tratamiento con CQ inducen una TEM parcial en
lineas celulares RE+, en la cual, ambos enfoques disminuyeron los niveles de E-cadherina.
Sin embargo, el tratamiento prolongado con CQ indujo cambios morfoldgicos, la expresion
de FT-TEM como SNAIL, SLUG y TWIST1; acompafandose de un incremento de ERO, las
cuales mediaron la secrecion de MIF, la migracién y la TEM. A pesar de que la inhibicion

de la autofagia no indujo un fenotipo morfolégico y funcional asociado a la TEM,
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probablemente las células se encuentran sensibilizadas para sufrir esta transicion bajo otro

estimulo o a largo plazo.

B : ] La cloroquina ca
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Células de CM RE+

Inhibe la autofagia Sensibiliza a los MIF ’

tumores
Pero tiene efectos independientes de autofagia Ademas, hay estudios clinicos en CM RE+ utilizando CQ

Serd importante estratificar qué subtipos tumorales seran sensibles a la CQ y evitar efectos adversos

Figura 22. Resiimen grafico del trabajo. Existe evidencia en la que se ha descrito que las células tumorales
utilizan el proceso autofagico para sobrevivir al estrés, por lo que la inhibicion de éste se propone como un
blanco farmacoldgico. Se ha utilizado a la cloroquina (CQ) como farmaco inhibidor de la autofagia, mostrando
una sensibilizacion de las células tumorales a la muerte celular. Sin embargo, la CQ también posee efectos
independientes de autofagia como el incremento de ERO y la activacién de NF-kp. En este trabajo demostramos
gue el tratamiento con CQ induce TEM en las lineas RE+ de CM, caracterizada por cambios en la morfologia,
una disminucién de E-cadherina, un incremento en la migracion celular y en la induccion de FT-TEM (SNAIL,
SLUG y TWIST). El tratamiento con CQ indujo un incremento de ERO, las cuales mediaron la secrecion de
MIF, citocina proinflamatoria, responsable de la TEM. En ensayos clinicos sera importante estratificar qué
subtipos tumorales seran sensibles al tratamiento con CQ.

10 Perspectivas
e Analizar si el tratamiento con CQ en lineas RE+ puede inducir cambios metabdlicos

y de troncalidad asociados a la TEM

e Determinar la capacidad de formar focos metastasicos de las células RE+ tratadas con
CQ en un modelo murino

e Analizar si las células MCF7 A7 con un cultivo prolongado pueden inducir TEM,

alguna caracteristica asociada a la troncalidad o resistencia a farmacos
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