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RESUMEN

El fenotipo de mayor agresividad en cancer de mama es el triple negativo (CMTN),
comprende aquellos tumores que no expresan receptores para estrogenos (RE) y
receptores de progesterona (RP) y del receptor de factor de crecimiento epidermal 2
(HER2), denominados tumores mamarios triple negativo (TMTN). Actualmente, no
existe una terapia especifica para el tratamiento del CMTN, los farmacos que se
utilizan son sumamente agresivos para el organismo y la recurrencia de enfermedad y
metastasis son elevadas. En la presente tesis se evalud el efecto coadyuvante de 2
farmacos la Metformina y el F3, en un modelo de tumorigénesis en ratones in vivo, de
CMTN con la linea celular MDA-MB-231, como propuesta farmacoldgica alternativa

para este fenotipo tumoral de glandula mamaria.

METODOLOGIA Y RESULTADOS

Ensayos in vitrocon la linea celular MDA-MB-231: por medio de la técnica de
sulfurrodamida B (SFR-B) se obtuvieron los IC50 de la Doxorrubicina, Metformina y F3:
0.5uM, 25mM y 15mM, respectivamente y se observo que su efecto es dependiente de
la concentracion y del tiempo. Por medio de citometria de flujo (Anexina V/IP) se
observdO que la sinergia entre los tres farmacos (doxorrubicina/metformina/F3)
incrementa la accion sobre la linea celular, induciendo significativamente (p= 0.05) la
muerte celular por apoptosis en un 75%, con respecto al control positivo

(doxorrubicina) que por el contario induce en su mayoria muerte celular por necrosis.

Ensayos in vivo: diez millones de células MDA-MB-231 fueron inoculadas via

subdérmica en ratones atimicos hembras para la generacion del tumor. La
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administraciéon del tratamiento farmacoldgico se inicié una vez alcanzada una masa
tumoral de 3 mm?® durante un lapso de 15 dias. El seguimiento de la enfermedad se
llevd a cabo mediante la adquisicion de imagenes con microPET empleando el
radiontclido analogo de la glucosa, la 18-fluorodesoxiglucosa ([**F]FDG), ampliamente
utiizado para la evaluacion del metabolismo glicolitico. La combinacion de
doxorrubicina/metformina/F3 inhibi6 la proliferacion celular a partir del dia 10, con una
remision completa de la masa tumoral; en contraste, en los ratones control tratados
con doxorrubicina no se inhibié el crecimiento de la masa tumoral que reinicié su

crecimiento a partir del dia 9 de tratamiento

Discusion y Conclusiones: Los resultados muestran que
doxorrubicina/metformina/F3 inhibio por completo el crecimiento de las células
tumorales tanto in vitro como in vivo, actuando de manera sinérgica. Por una parte se
demostré in vitro que la combinacion de los tres farmacos inducen apoptosis y
disminuyen la muerte por necrosis respecto a la doxorrubicina. En el modelo in vivo, la
adicion de metformina y el F3, increment6 el efecto reductor de la doxorrubicina en la

masa tumoral sin evidencia de efectos toxicos.

Los farmacos utilizados en esta estrategia terapéutica tienen como mecanismos de
accion la inhibiciéon de la via de mTOR y de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH),
aunado al bloqueo de la sintesis de DNA por parte de la doxorrubicina, regulando y
promoviendo dos aspectos fundamentales para la célula tumoral: la muerte por
apoptosis y autofagia. Por lo tanto, el uso de compuestos inhibidores o correctores de
aspectos del metabolismo energético del cancer son un blanco terapéutico prometedor

en la busqueda de alternativas para el tratamiento de esta compleja enfermedad.
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BACKGROUND:

Breast Cancer is an important health issue worldwide. The most aggressive phenotype
is triple negative (not expressing receptors for estrogen, progesteron and HER2).
Currently, this phenotype has no specific treatment and an important number of triple
negative patients tend to show recurrent disease. Here we aimed to analyze the
participation of three cancer cell metabolic inhibitors: metformin (mTOR inhibitor), F3
(LDHA inhibitor) and doxorubicin (DNA intercalating agent) both in in vitro and in vivo

models.

Methods: ICso values were calculated using the sulfurodamine B (SFR-B) protocol, in
MDA-MB-231 triple negative cell line. Apoptosis and necrosis were evaluated by flow
cytometry (Annexin V/ Propidium lodide kit). An in vivo model (female nude mice) was
used to analyze the effect on tumor cell growth by the proposed drugs. Ten million cells
were inoculated via sub dermic and once the tumor mass reached 3 mm? the treatment
started. The tracking of the tumor mass progress was done by microPET using as

radionuclide 18-fluor labeled Fluoro-Deoxiglucose; [18F] FDG.

Results: in vitro apoptosis assays showed a synergic behavior of the three combined
drugs (doxorubicin/metformin/F3), improving significantly the apoptotic process and
decreasing necrosis, as compared with conventional treatment with doxorubicin alone.
In vivo, it was observed a complete remission of tumor since day 10 after treatment
with the same drugs. On the contrary, the animal group treated with the standard drug,

doxorubicin, presented recurrent disease after 9 days of treatment.

xii



Conclusion: Combined drug therapy with doxorubicin/metformin/F3 inhibited cell
proliferation in both models: in vitro as in vivo. Moreover, our data suggest that there is
an accumulation of tumor cells in G1 phase and the proapoptotic effect caused by the
synergy of the three drugs. No toxic effects were detected in the experimental group
treated with doxorubicin/metformin/F3. These results suggests that the combination of
MTOR inhibitors and glycolysis inhibitors are a promising therapeutic target for human
breast cancer, presumably by regulating cell death mechanisms such as apoptosis and

autophagy.
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INTRODUCCION

El cancer de mama (CaMa) es el tumor maligno de mayor incidencia y mortalidad en
mujeres a nivel mundial y en nuestro pais. La mayor parte de los casos son
diagnosticados en fases avanzadas con bajas posibilidades de curacion representando
un grave problema de salud publica (Rodriguez-Cuevas et al; 2006). EI CaMa tiene
una gran heterogeneidad en su biologia, evoluciébn y respuesta al tratamiento,
mediante marcadores histopatolégicos se han definido diferentes fenotipos, los cuales
sirven como marcadores de respuesta a la terapia (Bombonati y Sgroi, 2011). El
fenotipo de mayor agresividad comprende los tumores que carecen de receptores de
estrogenos (RE), de receptores de progesterona (RP) y del receptor del factor de
crecimiento epidermal humano 2 (HER2) es decir, tumores mamarios triple negativos
(TMTN) (Lara-Medina et al; 2011). En nuestro pais los TMTN corresponden a mas del
20% de los tumores de mama; los tratamientos disponibles para este tipo de tumores
comprenden cirugia, radiacion y tratamiento co-adyuvante con farmacos de los grupos
de antraciclinas y taxanos (doxorubicina, gemcitabina, ciclofosfamida). A la fecha, no
existe una terapia blanco para estos tumores (Chavarri-Guerra et al; 2012). Las tasas
de recurrencia de enfermedad y metastasis son sumamente altas para este tipo de
tumores, en promedio de 3 a 5 afios después del tratamiento, por otra parte la
supervivencia y el pronéstico de la enfermedad son sumamente pobres (Knaul et al;

2009).

Desde una perspectiva clasica, el cancer es considerado como una enfermedad
genética; no obstante, recientemente este concepto ha cambiado y dentro de las

multiples causas que desencadenen su desarrollo, actualmente también se aborda al

1



cancer como una enfermedad metabdlica (Soga, 2013). Una de las aportaciones mas
importantes al respecto es el denominado “efecto Warburg” o glicdlisis aerobia. Este
fendmeno descubierto por Otto Warburg en 1923 establece que las células tumorales
presentan un incremento en su tasa glicolitica con respecto a las células normales; tal
atributo le permite a la célula tumoral proliferar velozmente y mantener una fuente

constante de energia mostrandolo como un blanco terapéutico prometedor.

De acuerdo con lo anterior, en este proyecto de tesis se propuso el empleo
coadyuvante de dos farmacos: la Metformina y el F3; inhibidores de mTOR vy glicdlisis,
respectivamente, en combinacion con la Doxorrubicina (utilizada en la quimioterapia
convencional), en la linea celular de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-
231 en un modelo in vivo. Los resultados aqui presentados demuestran que el
tratamiento coadyuvante con Doxorubicina, Metformina y F3 inhiben por completo la

proliferacion de esta linea celular tanto in vitro como in vivo.



1. Antecedentes generales del tema

1.1 Céancer
1.1.2 Metéstasis

1.1.3 Caracteristicas distintivas del cancer

El cancer es un proceso complejo de mudltiples enfermedades; involucra
cambios dinamicos en el genoma que conducen a la transformacion maligna de
células normales debido a la falla o defectos en circuitos regulatorios que gobiernan la
proliferacion y homeostasis de las células normales (Shackelford y Shaw, 2009). De
manera clasica, el cancer se ha conceptualizado como una enfermedad genética, es
decir, participan diferentes alteraciones genéticas que progresivamente se acumulan y
heredan en cada ciclo celular a las subsecuentes poblaciones celulares (Gwinn et al;
2008). Sin embargo, nuestro conocimiento sobre la biologia celular y molecular de las
células tumorales ha cambiado significativamente desde hace algunas décadas. Un
ejemplo son las modificaciones epigenéticas, es decir, cambios en los perfiles
transcripcionales sin que exista modificacion alguna en la secuencia del acido
desoxirribonucleico (DNA). Actualmente se sabe que el desarrollo y la progresion del
cancer, desde etapas neoplasicas hasta el tumor con capacidad de invasion y
metastasis, comprenden una cadena de eventos complejos y sucesivos (Mullan y
Millikan, 2007). Estos eventos consisten en diversos episodios de expansion clonal de
células somadticas, durante los cuales el genoma de la célula incipientemente
cancerosa adquiere la capacidad autbnoma de proliferacion y sobrevivencia sin limites
mediante la activacion de oncogenes e inactivacién de genes supresores que controlan

de forma directa o indirecta la proliferacion y muerte celular.
3



Las mutaciones e inestabilidad genética son responsables de las caracteristicas
biolégicas de la progresion tumoral (Valdespino-Gomez y Valdespino-Castillo, 2010).
La transformacion de una célula normal en tumoral, conlleva a una pérdida del control
de la proliferacién, es decir, si la célula pierde la capacidad de responder a factores
inhibidores del crecimiento se genera como consecuencia la acumulacién progresiva
de defectos en el genoma que contribuye en su conjunto a la generacion y progresion
tumoral. La gran mayoria de los tipos celulares presentan una enorme variedad de
funciones génicas alteradas, incluyendo la activacion de genes promotores del
crecimiento, asi como el silenciamiento de genes con funciones supresoras del mismo;
estas alteraciones, colaboran a la evasion de mecanismos de control de crecimiento
normales, lo que conlleva a un crecimiento celular descontrolado (Alberts et al; 2004).

(Figura 1).

Las células disponen de mecanismos de vigilancia o checkpoints que actuan
controlando la progresion del ciclo celular. Cuando estos sistemas de vigilancia
detectan alguna anomalia, detienen el ciclo celular mediante la activacion de
mecanismos de reparacion (Wang y Green, 2012). Por el contrario, en caso de no
poder mantener la homeostasis celular, se provoca un ataque contra la integridad
celular, desencadenandose asi la apoptosis 0 muerte celular programada. La
apoptosis es considerada como una muerte natural fisiolégica controlada presente en
todas las células del organismo, es un mecanismo de eliminacion de células no
deseadas, dafiadas o desconocidas y desempafia un papel protector frente a posibles

enfermedades (Evan, 2008).
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Figura 1. Proliferacion en célula normal y cancerosa. La division celular
controlada de una célula normal es gobernada por mecanismos de control o
checkpoints que actluan controlando la normalidad de la progresion celular,
cuando estos sistemas detectan una anomalia en el funcionamiento de la célula
gue ponga en riesgo la integridad de la misma, se desencadena el mecanismo
conocido como apoptosis. La divisibn de células cancerigenas tiene lugar
cuando estas se dividen de manera descontrolada debido a la pérdida de la
capacidad de responder a los factores inhibidores de crecimiento generando
como consecuencia la acumulacion progresiva de defectos en el genoma que
contribuye en su conjunto a la generacion y progresion tumoral (Modificado de:
Shackelford v Shaw, 2009).



Durante la apoptosis no participan reacciones de inflamacion ni se producen
cicatrices en los tejidos (Abbas et al; 2013). La proliferacion descontrolada en las
células cancerosas se origina por la acumulacién de mutaciones en genes clave que
inducen o inhiben diferenciacion, senescencia o muerte celular. En ambos eventos: la
perdida de funcionalidad de los checkpoints y de apoptosis dan lugar a la formacion de

tumores (Tommasi et al; 2013).

Otro tipo de muerte celular es la necrosis 0 muerte patolégica, proceso provocado
por traumas o agentes externos letales. La célula en necrosis se caracteriza por la
pérdida de integridad de la membrana, la entrada de agua, aumento del tamafio celular
y activacion de fosfolipasas con ruptura de las membranas de los organelos; ademas,
se produce de forma tardia la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del
DNA en fragmentos grandes y de tamafio irregular (Hamed et al; 2012). La célula al
desintegrarse libera los contenidos de los organelos provocando inflamacion local

(Figura 2).

Por otra parte las células cancerosas bajo ciertas circunstancias pueden hacer
metastasis, es decir, invadir y colonizar 6rganos distantes al sitio original del tumor. La
metastasis es un proceso multisecuencial progresivo mediante el cual las células
malignas adquieren capacidad invasiva viajando por el sistema circulatorio linfatico
para colonizar y proliferar en otros tejidos dafiandolos y provocando tumores (Foubert

et al; 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tommasi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143272
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Figura 2. Proceso de Apoptosis y Necrosis. a) La apoptosis representa un tipo de
muerte natural que la célula lleva a cabo ante alteraciones que es incapaz de
reparar; el nacleo y el citoplasma se condensan preservando la integridad de la
membrana plasmatica y de los organulos, la cromatina se compacta hacia la
membrana nuclear. La célula se fragmenta en cuerpos apoptéticos produciéndose
su fagocitosis, con lo que se impide la liberacién de los contenidos celulares al
espacio extracelular. b) En la necrosis o muerte patolégica se presenta una
pérdida de la integridad de la membrana, hay entrada de agua, aumento del
tamafio celular y activacion de fosfolipasas con rotura de las membranas de los
organulos; se produce de forma tardia la condensacion de la cromatina y la
fragmentacion del DNA. La célula libera los contenidos de los organelos y los
restos celulares inducen inflamacion local. Modificado de (Curtin y Szabo, 2013).



Asi, la carcinogénesis puede describirse como el resultado de alteraciones
biolégicas que ocurren en células normales en un proceso de pasos multiples que
involucra inicialmente cambios a nivel genético, seguido por la promocion y la
progresion que finalmente puede llegar a producir tumores benignos o malignos (Link

et al ; 2010).

Actualmente, se sabe que existen mas de 100 tipos de cancer y diversos subtipos
de tumores que pueden encontrarse dentro de 6rganos especificos. La complejidad
gue involucra la formacion de una célula cancerosa esta mediada por la manifestacion
de 10 alteraciones o caracteristicas distintivas del cancer, esenciales en la fisiologia de
la célula que dictan un crecimiento maligno. Cada uno de estos cambios fisiologicos
involucra nuevas capacidades adquiridas durante el desarrollo de la célula cancerosa
lo que representa un escenario exitoso para el desarrollo del tumor, adquiriendo una
sucesion de procesos que le permita ser maligno en Ultima instancia (Tommasi et al;
2013). Las caracteristicas moleculares de esta enfermedad fueron descritas por
Hanahan y Weinberg en el afio 2000, quienes las agruparon en 8 funciones biologicas
esenciales, a las que denominaron “hallmarks” del cancer. Estos comprenden diversos
mecanismos altamente organizados para el desarrollo de la enfermedad neoplasica,
los cuales constituyen: 1) proliferacion sostenida, 2) evasion de los mecanismos
supresores de crecimiento, 3) induccion de invasividad y metastasis, 4) inmortalidad
replicativa, 5) angiogénesis, 6) sobrevivencia; lo que permite inmortalidad replicativa
sin limites, 7) inestabilidad genémica y mutaciones e 8) inflamacion. Con base en los
avances conceptuales en la ultima década, Hanahan y Weinberg en el 2011 afiadieron
dos ‘“hallmarks” emergentes a la lista anterior: 9) la reprogramacién del metabolismo

energético y 10) la evasion en los procesos de destruccién del sistema inmune en la
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célula tumoral, lo que actualmente conforman 10 caracteristicas distintivas que
permiten el desarrollo exitoso de la célula tumoral. Lo anterior le confiere a estas
células cierta dimensién de complejidad e inestabilidad en el genoma generando una
diversidad génica que facilita su sobrevivencia. La heterogeneidad de estos “hallmarks”
le confieren a la célula tumoral un “microambiente tumoral” altamente coordinado, con
capacidades moleculares y bioquimicas favorables que aumenta su capacidad de

sobrevivencia (Figura 3) (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 3. Caracteristicas distintivas o “hallmarks” del cancer: Estas capacidades

incluyen procesos muy diversos y complejos, tales como: a) proliferacion sostenida,

b) evasién de los mecanismos supresores de crecimiento, c¢) induccién de invasividad

y metastéasis, d) inmortalidad replicativa, e) angiogénesis, f) sobrevivencia; lo que

permite inmortalidad replicativa sin limites, g) inestabilidad gendmica y mutaciones e

h) inflamacion, i) la reprogramacion del metabolismo energético y j) la evasion en los

procesos de destruccion del sistema inmune en la célula tumoral. (Modificado de
Hallmarks of Cancer: The next generation. (Hanahan y Weinberg, 2011).
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1.2 Cancer de mama

El cancer de mama (CaMa) es la neoplasia maligna de mayor incidencia y
mortalidad a nivel mundial y nuestro pais no es la excepcién, siendo un grave
problema de salud publica (Rodriguez-Cuevas y Capurso-Garcia, 2006). EI CaMa es
una enfermedad heterogénea en que se desarrollan células malignas en los tejidos de
la mama, es causada por la interaccion entre factores genéticos y externos (fisicos,
guimicos y biologicos) que producen degeneracion celular, dando paso a las lesiones
precancerosas Y finalmente tumores malignos en los tejidos de la mama. La glandula
mamaria se compone de I6bulos y lobulillos conectados mediante conductos, y esta

enfermedad afecta a una o ambas de las estructuras mencionadas (Figura 4).

Se sabe que el fenotipo de mayor agresividad en CaMa contiene tumores que no
expresan los RE y RP y HER2, también conocidos como fenotipo TN que representa el
15% de todos los canceres de mama infiltrantes y estos, indican en su mayoria,
histologias de mal prondstico que, en general presentan un alto grado e indice de
proliferacion celular. Aproximadamente el 80% de los carcinomas son ductales y el
resto lobulillares (Chavarri-Guerra et al; 2012). Diversos estudios sustentan que el
cancer de mama tiene una relacion causal con el estado hormonal. El periodo de
exposicidn a estrogenos es un factor critico, por lo que una menarca temprana y

menopausia tardia se asocian a carcinogénesis en mama (Rakha et al; 2007).
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Figura 4. a) anatomia de la glandula mamaria en estadio adulto; consiste de
I6bulillos (glandulas productoras de leche), conductos (tubos que llevan la leche
desde los lobulillos al pezén) y estroma (el tejido adiposo y el tejido conectivo
gue rodean los conductos y los lobulillos, los vasos sanguineos y los vasos
linfaticos). b) ElI cancer de mama es el crecimiento descontrolado de células
malignas en el tejido mamario, las cuales forman tumores y pueden diseminarse a
otras zonas del organismo. El carcinoma ductal; es mas comidn y comienza en los
conductos que transportan leche de la mama al pezén; el lobulillar: inicia en los
I6bulos que son los encargados de producir leche. Algunos canceres se originan
en las células que recubren los ductos (cancer ductal); otros en las células que
recubren los lobulillos (cancer lobulillar). El fiboroadenoma, es el tumor benigno
de las mamas que aparece con mayor frecuencia en mujeres menores de 30 afios;
los abscesos que son la acumulacion de pus debida a infeccion por bacterias que
se introducen através de una herida, casi siempre en los pezones. (Modificada de
Gjorevski y Nelson, 2011).
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Por otro lado la nuliparidad y los embarazos en edad avanzada aumentan el
riesgo de desarrollar cancer de mama. Se sabe que la historia familiar, mutaciones
genéticas BRCAL1 y BRCA2 (cancer de mama tipo 1 y 2, por sus siglas en inglés,
Breast Cancer 1 y 2; en aproximadamente una de cada mil mujeres), polimorfismos
genéticos asociados a la sintesis de estrogenos y su metabolismo, determinan la
prevalencia del cancer mamario en una poblacion (Lara-Medina et al; 2011). En el 85%
de los casos de cancer de mama no hay evidencia de historia familiar, no obstante,
cuando ésta se presenta, el riesgo para la mujer con antecedentes familiares (madre,
hermana, hija) es 2-3 veces mayor que en la poblacién sin antecedentes familiares.
Esta neoplasia tiene un alto potencial de extenderse a otras regiones del cuerpo tales
como hueso, pulmén e higado y las opciones para su tratamiento en estado

metastasico avanzado son limitadas (Martinez-Montafez et al; 2009).

1.3 Métodos de diagndéstico de CaMa

La Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA2-2002 es una herramienta legal
publicada en 2003 que establece criterios de operacion para la prevencion,
diagndstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiolégica del CaMa. Esta norma
reconoce 3 tipos de intervenciones especificas para su deteccion: 1) la
autoexploracion, 2) el examen clinico y 3) la mastografia o0 mamografia. Establece que
los factores de riesgo son: ser mujer mayor de 40 afios, historia personal o familiar de
CaMa, obesidad, patologias benignas de mama y otros asociados con factores

hormonales (Brandan y Navarro, 2006).
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Con base en el conocimiento que una célula de cancer de mama generalmente
se duplica cada 100-300 dias; una neoplasia de mama de 1 cm realiza cerca de 30
duplicaciones antes de alcanzar este tamafio, por lo que este cancer tiene, como
minimo, unos 7 afios de evolucion (Brandan y Navarro, 2006). Esta estimacion sugiere
la utilidad de la deteccion temprana, con métodos capaces de visualizar alteraciones
de tamafio inferior a 1 cm. Entre los procedimientos de deteccion, que incluyen
también la autoexploracién y el examen clinico, la mamografia es la Unica técnica que
puede ofrecer una deteccion suficientemente oportuna. En México los métodos de
tamizaje para el diagnodstico de CaMa mas utilizados son la autoexploracion mamaria y
la mamografia. En nuestro pais donde la mayoria de los tumores malignos de mama
son diagnosticados en etapa avanzada, las mamografias se han utilizado casi

totalmente con fines de diagnostico (Garcia et al; 2012).

La autoexploracion mamaria es una técnica de deteccion del cancer mamario
basada en la observacion y palpacion que hace la mujer en sus propias mamas. En un
alto porcentaje son las mujeres las que detectan las alteraciones mamarias. La
Sociedad Americana del Cancer (ACS) recomienda la autoexploracion de glandula
mamaria en forma mensual a todas las mujeres a partir de la menarca, sobre todo en
las mayores de 20 afios. En México existen diversas publicaciones con respecto a
enseflanza y prevalencia de la aplicacion de autoexploracion mamaria (Ortega-
Altamirano y Lépez-Cervantes, 2000) y se concluye que las mujeres son capaces de
detectar lesiones de, al menos, 1 cm y, cuando son superficiales, de hasta 0.5 cm una
vez que han recibido capacitacién. El impacto mundial de la autoexploracion mamaria

muestra datos inconsistentes y no refleja disminucion de la mortalidad, pero algunos
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reportes refieren un mejor prondstico para las pacientes, ya que se detectan lesiones
en etapas clinicas | y Il (Millar, 1993). El 90% de los casos de CaMa en nuestro pais
son detectados gracias a que la propia paciente detecta un abultamiento o nédulo, y en
estos casos ya se trata de un estadio avanzado de la patologia (Lopez-Carrillo; et al
2001). Obtener una historia clinica completa es el primer paso del examen clinico
mamario, y esta debe incluir antecedentes importantes tales como el estado hormonal
y la historia familiar de CaMa. Se ha encontrado que la exploracién fisica de la mama
permite una deteccion de hasta 50% de lesiones no vistas en mamografias, con un

valor predictivo positivo de 73% y negativo de 87% (Levi et al; 2005).

La mamografia (también llamada mastografia) es una imagen plana de la
glandula mamaria obtenida con rayos X (Tabar et al; 2003). La imagen se forma
debido a la diferente atenuacién sufrida por los rayos al atravesar los medios que
constituyen la mama. Asi, un estudio mastografico de escrutinio para detectar lesiones
subclinicas en mujeres asintomaticas, consiste de 2 pares de imagenes: una
proyeccion craneo-caudal y una medio-lateral-oblicua, para cada mama. Una
mamografia de escrutinio busca visualizar lesiones no-palpables (es decir, menores de
0.5 cm si se trata de nodulos), calcificaciones (nunca palpables por su reducido
tamafo), asimetrias en la densidad mamaria, y/o distorsion de la arquitectura de la
glandula. Los nédulos son objetos que aparecen en ambas proyecciones con densidad
media y alta, sus contornos son indicadores de malignidad (van Dam et al; 1988). Las
calcificaciones son acumulaciones cristalinas de calcio, de tamafios de cientos de

micras, cuyo patrén de agrupacion y morfologia es indicador de malignidad. La imagen
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mamografica solo permite visualizar estos indicadores, y la severidad de la lesion en la

mama (Andrieu et al; 2006).

Se recomienda la autoexploracion mensual a partir de la menarca, el examen
clinico de las mamas (realizado por médico o enfermera capacitados) en forma anual a
todas las mujeres mayores de 25 afios que asisten a las unidades de salud, y la toma
de mastografia, anual o cada dos afos a las mujeres de 40 a 49 afios con dos 0 mas
factores de riesgo, y en forma anual a toda mujer de 50 afios o0 mas. Las evidencias
cientificas reconocen el valor de la mamografia de escrutinio como reductor de la
mortalidad por CaMa para mujeres mayores de 50 afios (Kerlikowske et al; 1995). El
efecto benéfico para el grupo entre 40 y 49 es todavia una controversia, y las
diferentes visiones sobre el tema se reflejan en las recomendaciones que distintos
paises han emitido respecto de la frecuencia recomendada del estudio. Por otro lado,
el riesgo de radio-inducir un cancer en mujeres con una predisposicion genética se ha

reconocido a nivel de estudios cientificos.

La ACS recomienda una mamografia de escrutinio, cada afo, para mujeres de
40 afios 0 mas y la Asociacion Médica Estadounidense y el Instituto Nacional del
Cancer (NCI) una cada 1 o 2 afios para mujeres entre 40 y 49 afios y una anual a partir
de los 50 afios (Robles-Castillo et al; 2011). La Sociedad Canadiense del Cancer
recomienda que mujeres entre 50 y 69 afios se realicen una mamografia y un examen
clinico de mama cada dos afos (26). Diversos estudios refieren que gracias a la
técnica de mamografia se ha logrado reducir la mortalidad de este padecimiento,

logrando detectarlo en etapas iniciales; esta técnica también ha permitido observar que
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del 15 al 30% de las neoplasias malignas de mama corresponden a carcinomas in situ
y el resto a carcinomas infiltrantes y asi poder emplear un tratamiento eficiente y

oportuno (Ali y Coombes, 2002).

El patron epidémico de este padecimiento sorprendid la infraestructura médica
oncoldgica; estudios realizados por el IMSS refirieron que el recurso tecnolégico de la
mamografia no estd disponible para uso masivo, si bien el numero de detecciones
realizadas se mantiene por el rango de los 2 millones; sin embargo a pesar de su
eficacia para la deteccion temprana del padecimiento adn es insuficiente lograr
coberturas adecuadas que puedan incidir sobre la mortalidad por esta causa (Miranda,
et al; 2011). Este analisis sobre los recursos disponibles para el tratamiento del CaMa
en México muestra con claridad que los recursos disponibles son insuficientes para
cumplir con la demanda de atencion médica que requiere el creciente numero de

mujeres con CaMa (Mohar et al; 2009).

Con el empleo de estas técnicas de deteccidn se observado beneficios muy
significativos como la reduccién del tiempo en la deteccién del CaMa en fases mas
tempranas, sin embargo es necesario sefialar que esto es posible mientras exista el
personal entrenado para realizar el examen clinico y haya una adecuada capacitacion
de las mujeres para hacerse la autoexploracién, lo anterior se menciona debido a que
en un estudio realizado en 256 mujeres mostré que el 30% de las mujeres que se
practicO la autoexploracién solo un porcentaje todavia menor lo hizo de manera
adecuada (Helfand et al, 2000) . De lo anterior se deduce que aun falta educacion para

mujeres sobre salud de la mama, a pesar de que existe evidencia que sugiere que las
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mujeres con capacitacion tienen mayor probabilidad de detectar una lesion. se ha
reconocido la importancia de que el médico y el personal de enfermeria plenamente
capacitado realicen las actividades de prevencién, asi como la deteccion de factores
de riesgo, examen clinico de mama, mamografia e informacién educativa a las mujeres
incluyendo la ensefianza de autoexploracion mamaria, de lo contario las detecciones
seguiran siendo tardias y la mortalidad seguird aumentando. Por lo tanto, es
importante implementar métodos de tamizaje y politicas publicas de salud mas
eficientes para la prevencion, diagnéstico, tratamiento, control y vigilancia

epidemiologica del CaMa (Cabrera-Gaytan et al; 2008).

Por otro lado, la malignidad del tumor solo se determina a través del analisis
patolégico de la muestra citolégica o histologica. Esta prueba de rutina actualmente
empleada es la técnica de inmunohistoquimica, la cual se enfoca en la busqueda de la
expresion de marcadores moleculares caracteristicos de la célula tumoral. En el CaMa,
la presencia en el tumor del RE, RP y del HERZ2 indican en su mayoria histologias de
mal pronostico. Estos receptores que se emplean como marcadores prondsticos
representados como indicadores de respuesta al tratamiento permiten identificar

diferentes subtipos histolégicos (Knaul et al 2009).
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1.4 Morbilidad y mortalidad de cancer de mama

El CaMa es la manifestacién oncolégica con mayor incidencia y mortalidad en
mujeres en todo el mundo, afecta principalmente a mujeres entre 30 y 59 afios de
edad. En 2008, se reportaron 1,384,155 nuevos casos y la mortalidad fue de 458,503
(Ferlay et al; 2010). Los principales factores de riesgo para el CaMa incluyen la edad,
la historia familiar de CaMa, la predisposicién genética (por ejemplo, mutaciones en los
genes BRCA), menarquia temprana y menopausia tardia (55 afios de edad o mas),
primer embarazo a término después de 30 afios de edad, corto periodo de lactancia,
mala alimentacion (dieta baja en fibra), la adiposidad (indice de masa corporal >30), el
consumo de alcohol, baja o nula actividad fisica, terapias de remplazo hormonal en la
menopausia, entre otros (Cabrera-Gaytan et al 2008). En los ultimos veinte afos, la
incidencia y mortalidad por cancer de mama ha aumentado en los paises en
desarrollo, especialmente entre las mujeres mas jovenes. En México, se registraron
13,939 nuevos casos y 4,500 casos de muertes por CaMa en 2008 (Jemal et al; 2010).
Estudios realizados por la Fundacion Mexicana de Salud, reportaron que a partir del
2006, en mujeres, el riesgo de morir por CaMa en nuestro pais excedi6 el riesgo de
morir por cancer cérvico-uterino posicionando al CaMa como la principal causa de

muerte por enfermedades oncoldgicas en México (Figura 5) (Knaul et al; 2009).
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Figura 5. Mortalidad por cancer cérvico-uterino y mama en nuestro pais: En el
afio 2005 la mortalidad por cancer cérvico-uterino supero la mortalidad por
cancer de mama en el periodo de 1995-2005 en mujeres mexicanas,
colocandose en la primera causa de muerte en nuestro pais. Tomado de

Chéavarri-Guerra et al; 2012.

Por otra parte, México en una escala a nivel mundial tiene una incidencia y
mortalidad por CaMa baja, la incidencia se ha triplicado en los ultimos 6 afios y se
espera que esta tendencia continte en el futuro (Cabrera-Gaytan et al; 2008). Segun el
INEGI, datos reportados en el 2010, 19 de cada 100 mujeres que ingresan a la
atencion hospitalaria lo hacen debido a neoplasias malignas mamarias (INEGI, 2010).
Casi la mitad de los casos (45.5%) ocurren en mujeres menores de 50 afios de edad,
en contraste con la incidencia de CaMa de Estados Unidos, donde sélo el 25% de los
casos son mujeres pre-menopausicas (Martinez-Montafiez et al; 2009). Existen

evidencias de que la edad promedio de inicio de la enfermedad es menor en los paises
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en desarrollo que en los mas desarrollados; sin embargo en la actualidad se ha
reportado que esta enfermedad afecta a todos los grupos poblacionales (Calderdn-
Garciduefias et al; 2000). Este aumento en la incidencia del CaMa se ha asociado a la
consecuencia de la adquisicién del tipo de vida “occidental” (dieta alta en calorias, la
falta de ejercicio fisico, alto consumo de grasa animal). Estas observaciones sugieren
gue los factores ambientales y el estilo de vida, particularmente la alimentacion, juegan

un papel fundamental en la evolucién de ésta neoplasia (Ortiz-Rodriguez et al; 2008).

15 Subtipos de cancer de mama

La clasificacion de subtipo de CaMa se basa en las alteraciones en la expresion
de marcadores histopatologicos, moleculares y epigenéticos, asi como diversas
mutaciones genéticas. Todas estas caracteristicas participan en combinacion en el
desarrollo, promocion, recurrencia, la respuesta al tratamiento y el comportamiento
metastasico de CaMa (Cummings et al; 2011). Los tumores aunque aparentemente
sean de morfologia homogénea, tienen caracteristicas biologicas que afectan la
respuesta al tratamiento y los perfiles genéticos de cancer de mama. Esta
heterogeneidad ha hecho necesaria la identificacion de los tumores mediante su
agrupamiento en diferentes clases, que varian tanto por las caracteristicas bioldgicas
del tumor, como por la respuesta a tratamientos especificos (Badve et al; 2011).
Mediante el uso de perfiles de expresion génica y el andlisis de expresion de
biomarcadores por inmunohistoquimica en tumores de mama, se han definido

diferentes fenotipos moleculares con valor predictivo y pronéstico que incluyen
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receptores hormonales (HR, por sus siglas en inglés; hormonal receptors) de RE y RP
respectivamente y del receptor 2 del factor de crecimiento epidermal humano-2 (HER2,
por sus siglas en inglés; Human Epidermal Growth Factor-2). Con base en la presencia
0 ausencia de estos marcadores moleculares se han establecido diferentes subtipos
de CaMa: luminal A, luminal B, tumores que sobre-expresan el HER2, bajos en
claudina y de células tipo normales (normal-like) y de células tipo basales (basal-like)
(Reddy, 2011). Los fenotipos tumorales normal-like y basal-like se distinguen por la
expresion de citoqueratinas (CK 5/614/17) vimentina, p-caderina, caveolinas 1y 2, un
alto indice de proliferacion y la presencia o ausencia del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR, por sus siglas en inglés; epidermal growth factor
receptor) (Perou et al; 2000). Tanto las citoqueratinas como el EGFR son marcadores
asociados a un pobre prondstico que caracteriza a este tipo de cancer. Se ha estimado
gue el 91% de los TMTN pertenecen al subtipo basal-like (expresan CK 5/6/14/17 y
EGFR) y solo el 9% al fenotipo normal-like (expresan CK 5/6/14/17 pero no EGFR).
Cabe mencionar que los términos basal-like y CMTN no son sinbnimos aunque ambos
subtipos se caracterizan por la falta de expresion de ER, PR y HER2 (Prat y Perou;
2009). En el caso de los tumores de mama basal-like expresan bajos niveles de ER, y
sobreexpresan HER2; mientras que del 16 al 44% de los canceres de mama TN son
negativos para todos los marcadores basales, y 71% son positivos para al menos un
marcador basal. Se especula que los subtipos de tumores de mama hasta ahora
conocidos son definidos genémicamente porque pueden representar la transformacion
de células madre con arresto en estados especificos del desarrollo o alternativamente
una transformacion directa de varios tipos de células maduras. Para entender el origen

celular de varios subtipos moleculares del CaMa, Lim et al; 2012 jerarquizaron el
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epitelio humano mamario estableciendo un vinculo directo entre el desarrollo mamario
y el perfil de los tumores. Sin embargo aunque esta clasificacion molecular de los
diferentes fenotipos tumorales de CaMa permita evaluar la respuesta a la
guimioterapia en el CMTN, aun no existen blancos terapéuticos que cambien el manejo

clinico agresivo o aumenten la supervivencia para las pacientes (Figura 6).

’ Subtipo de tumor ;
Desarrollo normal mamario P Tipos
de mama

Mesenquimal
Célula Totipotencial

Claudina-baja

Progenitor mioepitelial

Célula mioepitelial A
diferenciada

Figura 6. Subtipos de cancer de mama: Desarrollo del epitelio mamario normal y sus
posibles desarrollos a diferentes fenotipos moleculares de cancer de mama (bajo en
Claudina, basal, HER-2, luminal A y B). Del subtipo basal-like, que se caracterizan
por ser TN se sabe que tiene prondéstico poco favorable en este padecimiento.
Tomado de Prat y Perou 2009.
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1.6 Céncer de mama Triple Negativo

De manera particular, los fenotipos de tumores de mama con ausencia de ER, PR
y HER2, son clinicamente referidos como tumores de mama TN. Los fenotipos
tumorales TN tienen el peor prondstico en términos de sobrevivencia y periodo libre de
enfermedad (Mc Carthy et al; 2012). Los tumores TN se caracterizan por que alcanzan
un gran tamafio en comparacion con los otros subtipos tumorales, producen
metastasis e invaden ganglios linfaticos con mayor facilidad; ademas estan asociados
con pobre prondstico y baja sobrevivencia en quienes lo desarrollan. La mayoria de los
tumores TN son de tipo basal, presentan una historia clinica agresiva con un alto grado
patolégico a diferencia de otros tipos de cancer y, son altamente metastasicos (Chen
et al; 2012). EI método mas utilizado para su identificacion es el analisis de tincion
inmunohistoquimica, basandose principalmente en la ausencia de expresion de
receptores hormonales tanto de RE como del RP y la negatividad a la sobreexpresion
de la proteina HER2. Sin embargo, dada la heterogeneidad de los tumores, es
deseable la evaluacion de sus caracteristicas a nivel molecular mediante el analisis de
la expresion génica por medio de microarreglos (Jemal et al; 2010); sin embargo la
proporcion de los TMTN puede variar entre diferentes grupos étnicos, en nuestro pais
en un estudio reciente se ha demostrado que los CMTN representan el 23% de la
poblacién con cancer de mama infiltrante; ademas, también se ha observado que la
edad promedio al momento del diagndstico es 11 afios mas joven que lo reportado en
otros paises (Lara-Medina, 2011). Se estima que un millon de casos de cancer de
mama sean diagnosticados cada afio en el mundo, de estos, mas de 170 000 son

descritos como TN. Los tumores TN suelen ser de grado 3, con un alto indice mitético,
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infiltrado celular y centro necrotico (de Ruijter et al; 2011). Los pacientes que lo
presentan tienen un alto riesgo de recurrencia temprana que va de entre 1-3 afos
después de la cirugia y culmina con una mayor tasa de mortalidad a los 5 afios
después de la quimio y radioterapia (Young et al; 2009). En un estudio con 10,519
pacientes, Dent et al; 2007 observaron que este incremento en la tasa de mortalidad
después del tratamiento con doxorrubicina es debido a la metéstasis visceral que se
desarrolla. Actualmente, no hay ningun tratamiento especifico contra estas entidades.
Los enfoques terapéuticos estdn basados en pruebas empiricas y comprenden
principalmente esquemas de quimioterapia fuertes con agentes citotoxicos tales como
doxorobucina, ciclofosfamida, docetaxel, gemcitabina, entre otros farmacos altamente
toxicos para los pacientes (Cleator et al; 2007). Por otra parte, recientemente se ha
observado que alrededor del 20% de los TMTN esporadicos tienen mutaciones en el
gen BRCA1, un hecho que ha suscitado un gran interés debido a la posible
sensibilidad de estas neoplasias a inhibidores de Poli-ADP-Ribosa-Polimerasa (PARP),
y por lo tanto un blanco alternativo como terapia para el tratamiento del CMTN

(Gonzélez-Angulo et al; 2011 y Lehmann et al; 2011).

2. Antecedentes generales del trabajo de tesis

2.1 Metabolismo de la célula tumoral

El cancer ha sido considerado en general como una enfermedad genética, en la
gue se acumulan diversas mutaciones durante varios afios y se heredadas

progresivamente en cada ciclo celular a las subsecuentes poblaciones de células hijas
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hasta que se presentara un factor que desencadenard este mecanismo. Sin embargo,
el conocimiento de la biologia celular y molecular de las células tumorales ha
cambiado significativamente desde hace algunas décadas (Tubiana, 2008). Por
ejemplo, se ha propuesto que las modificaciones epigenéticas intevienen en el proceso
de la carcinogénesis, es decir, se producen cambios en los perfiles transcripcionales
sin que se modifique la secuencia del DNA (Pérez-Plasencia y Duefas-Gonzalez,
2006). De igual forma, se ha entendido que la célula tumoral puede ser vista desde la
perspectiva de las alteraciones metabdlicas presentes (Garcia, 2010), observacién
hecha hace casi un siglo por Otto Warburg en 1923. En general, se ha establecido que
la mayoria de las células tumorales presentan un metabolismo significativamente
alterado en comparacion al de sus contrapartes normales, estas caracteristicas les
permite mantener altas sus tasas proliferativas, resistiendo asi a las sefiales de muerte
celular, al mantenimiento de una fuente constante de energia con una tasa glicolitica
mucho mayor que las células normales (Vander et al; 2009). La alta tasa proliferativa
de una célula tumoral exige incrementar tanto la masa celular como duplicar su DNA
(Hanahan y Weinberg, 2011). En ambos procesos se requiere sintetizar lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, asi como energia en forma de adenosin-trifosfato (ATP).
De esta manera, la alta demanda energética y metabdlica es resuelta en parte por un
incremento en la absorcidén tanto de glucosa como de aminoacidos, principalmente

glutamina (Figura 7) (Svensson y Shaw, 2012).

El metabolismo de la célula tumoral depende de la glicolisis aerobia o efecto
Warburg en distintas vias biosintéticas; por ejemplo, la glicdlisis genera intermediarios

necesarios para la sintesis de ribosa-5-fosfato y glicina, empleados en la biosintesis de
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nucledtidos; ademas de glicerol, fundamental en el proceso biosintético de lipidos

(Brown et al; 2013).

a)
Tejido diferenciado
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0, Piruvato

\ Piruvato

Lactato
CO,
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Figura 7. Diferencias entre fosforilacién Oxidativa, glicolisis anaerobia y glicolisis

aerobia o efecto Warburg. La glicdlisis es un mecanismo de obtencién de energia

utilizado por células normales y la mayoria de las células tumorales. a) Las células

normales metabolizan la glucosa a piruvato mediante 10 reacciones catalizadas por

sus enzimas correspondientes, una vez que la glucosa es degrada a piruvato sigue 2

vias distintas: en condiciones anaerdbicas el piruvato se convierte a lactato y en

condiciones aerdbicas ingresa al ciclo de los &cidos tricarboxilicos y finalmente a

fosforilacién oxidativa para obtener 36 moléculas de ATP. b) La mayoria de las células

cancerigenas toman la via anaerébica de conversién de piruvato a lactato oxidando la

glucosa en presencia de O, a lo que se le denomina efecto Warburg. Tomado de

Vander et al; 2009.
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En el efecto Warburg o glicélisis aerobia el piruvato no es oxidado hasta CO; y
agua con la subsecuente produccién de ATP, en donde la mayor parte de la glucosa
es degradada hasta lactato. Por lo tanto se ha sugerido que una de las funciones de
este efecto es mantener altos los niveles de los intermediarios requeridos en el ciclo
proliferativo de la célula maligna (Matthew y Heiden, 2011). El efecto Warburg esta
ampliamente documentado en tumores y lineas celulares mostrando la sobre-
expresion de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa, como por ejemplo
glicoproteinas integrales de membrana (GLUTS), involucradas en el transporte de
glucosa (Noguchi et al, 2008; Chen et al, 2008; Chen et al; 2010), y diferentes enzimas
involucradas en glicolisis tales como la glucosa-fosfato isomerasa, la aldolasa A, la
GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), entre otras. Una de las enzimas
clave en el efecto Warburg es la isoforma A de la lactato deshidrogenasa (LDH-A),
enzima tetramérica con dos subunidades (A o B). la LDH-A se clasifica en cinco
isoformas (A4, A3B1, A2B2, A1B3 y B4) que catalizan con diferente eficiencia la
conversion de lactato a piruvato y viceversa (Altenberg y Greulich, 2004). La LDHA
también llamada M-LDH o LDHA4, tiene mayor afinidad por el piruvato el cual es
reducido a lactato, el cual una vez que se produce es liberado al espacio extracelular
alcanzando los niveles tan altos como 10-20 mM (Schmid et al; 2007). El lactato es un
metabolito importante y ha sido relacionado con distintos procesos del desarrollo
tumoral. Por ejemplo, se ha estudiado la relacion entre el incremento en la produccién
de lactato con la motilidad e invasividad celular por medio de la activacién de metalo-
proteasas (Lee et al; 2010); asi mismo, el lactato también es capaz de inhibir la
activacion, diferenciacién y expresion de antigenos en células dendriticas (Gottfried et

al; 2006) y se ha asociado la presencia de niveles altos de lactato como un marcador
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de metéstasis en diferentes neoplasias (Brizel et al, 2001; Walenta et al; 2000). El
‘efecto Warburg”, es uno de los fundamentos conceptuales para entender el
metabolismo de las células tumorales, en donde la fosforilacién oxidativa es favorecida
por el incremento en la actividad metabdlica de la (LDHA), la que cataliza la conversion
de piruvato a lactato oxidando también a la (nicotinamida adenin dinucle6tido
hidrogenado, NADH) a (nicotinamida adenin dinucleétido, NAD") disminuyendo de esta
manera la actividad del ciclo de los &cidos tricarboxilicos y por ende la fosforilacion
oxidativa (Brand, 1985 y Forbes et al; 2006). Este fenbmeno es explicado en gran
medida por el ambiente hipdxico en el que se desarrollan las células tumorales. Sin
embargo, la masa tumoral angiogénica puede tener una tension de oxigeno similar al
de las células normales (Khron et al; 2008); un ejemplo, son las leucemias, las cuales
presentan una alta tasa glicolitica, aun cuando estas células se encuentran en el
torrente sanguineo, con tensiones de oxigeno incluso mayores que los tejidos
normales. De igual manera, los tumores pulmonares presentan glucdlisis aerobia, aun
cuando su desarrollo ocurre en presencia de altas concentraciones de oxigeno
(Christofk et al, 2008; Nolop et al, 1987). De este modo a pesar de que el choque
hipéxico es un fendmeno importante para el desarrollo de la masa tumoral, es claro
gue la glicdlisis aerobia no depende necesariamente de la hipoxia y puede llevarse a

cabo en las etapas iniciales de la transformacion maligna.

Una explicacion posible para este fendmeno metabdlico son las alteraciones en
la membrana mitocondrial que desacoplan el gradiente protonico necesario para la
sintesis de ATP (producido en la cadena respiratoria mitocondrial). Por lo que, la

reduccion de la fosforilacion oxidativa y el incremento de la tasa glicolitica podria
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deberse en parte a alteraciones en el gradiente protonico mitocondrial (Pecqueur et al,

2008; Derdak et al, 2008).

Diferentes estudios han demostrado que el DNA mitocondrial (DNAmMt) de las
células tumorales tiene una alta frecuencia de mutaciones (Singh, 2004). Las
mutaciones tienen origen diferente como puede ser una estrecha cercania fisica del
DNAmt a los sitios de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) la ausencia
de histonas en la mitocondria que pudieran proteger de dafio al DNAmt, y mecanismos
de reparacion al DNA practicamente ausentes en la mitocondria. Dado que el DNAmt
codifica 13 genes importantes en la cadena respiratoria, es posible que mutaciones en
este afecten la funcion y sean suficientes para desacoplar la fosforilacién oxidativa (Jin
y Robertson, 2013). El desacoplamiento de la cadena respiratoria debida a la alta
frecuencia de mutaciones observada en tumores, forzaria el metabolismo tumoral al
incremento en la glicdlisis, en donde solo seria necesaria una ligera disfuncion de la
cadena respiratoria para que el rendimiento de los 36 ATP por molécula de glucosa
decayera (Gupta, 2012). Esto explicaria el alto consumo de glucosa y la produccién de
ATP por medio de glicolisis. Este conocimiento ha sido empleado exitosamente para
desarrollar herramientas clinicas Gtiles en la deteccion de masas tumorales in vivo,
como la tomografia de positrones (por sus siglas en inglés, positron emisor
tomography, PET) empleando [**F]fluoro-desoxiglucosa (**FDG) el cual es un
radionuclido andlogo de la glucosa (FDG-PET) (Hawkins y Phelps 1998; Gambhir,

2002).
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2.2 Blanco de larapamicina en mamiferos (nTOR)

En 1990 estudios en levaduras y mamiferos permitieron el descubrimiento de
una proteina de 250 kD que funciona como blanco celular en mamiferos (por sus siglas
en inglés, mammalian Target of Rapamycin, mTOR) (Cidado y Park, 2012). mTOR es
una cinasa serina treonina conformada por un complejo multiproteico que participa en
la regulacion del inicio de la transcripcion del &cido ribonucleico-mensajero (RNAm) y
la traduccion a proteina en respuesta a concentraciones intracelulares de aminoacidos
y otros nutrientes esenciales y factores de crecimiento en la célula, ademas de ser una
molécula clave de la via de sefializacion de insulina (Yang y Guan, 2007). mTOR juega
un papel importante en el crecimiento celular ya que interviene en la biogénesis de
ribosomas y mitocondria, en la organizacion del citoesqueleto de actina, el trafico de
membrana, sintesis de lipidos, organogénesis, sintesis de proteinas, autofagia y
metabolismo celular; como resultado de todo lo anterior ocurre la acumulacion de
biomasa y por lo tanto el crecimiento celular (Laplante y Sabatini, 2009). mTOR regula
rutas de sefializacion esenciales y esta implicada en el acoplamiento del estimulo de
crecimiento y la progresion del ciclo celular. En respuesta a la abundancia de glucosa
MTOR se encuentra activo en la mayoria de los tipos tumorales existentes. Al igual
gue mTOR, la glicdlisis se encuentra sobreactivada en las células de adenocarcinoma
de mama en relacion con las células normales adyacentes aun en presencia de
oxigeno (Moestue et al; 2013). Ademas mTOR ha sido relacionada con varios
fendmenos celulares incluyendo la transicion GO/ G1-S. La proteina mTOR esta
constituida de varios dominios que forman complejos con otras proteinas. Existen dos

complejos que contienen mTOR: el complejo sensible a rapamicina (también llamado
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complejo mTOR-1 o mTORC1), que se define por su interaccion con la proteina Raptor
("regulatory-associated protein of mTOR"), y un complejo insensible a rapamicina
(también llamado complejo mMTOR2 o mTORC2), que se define por su interaccién con
Rictor ("rapamycin-insensitive companion of mTOR") (Grunt y Mariani, 2012). Al
contrario que mTORC1, que fosforila los efectores de mTOR como la quinasa S6K1 y
el factor de inciacion eucariotico de unién a proteina 1 (4EBP1), mTORC2 controla el
citoesqueleto de actina asi como Akt/PKB. Raptor participa en la respuesta de
sefializacion cuyo control es sensible a rapamicina, como la de la proteina S6K y el
factor de union al elF4E (eiF4E-BP1). Rio abajo de este complejo se encuentran dos
cascadas que controlan la transcripcion génica: la via de la cinasa p70S6 (p70S6K) y
la via de la proteina 1 de union a elF4E (4EBP1) (LoRusso, 2013). Por otro lado el
complejo ternario FKBP12/rapamicina/mTOR inactiva a la cinasa de mTOR,
produciéndose la inhibicion de las sefiales rio abajo constitutivamente activadas por
esta proteina. En lo que a respecta al complejo raptor-mTOR, éste regula de forma
positiva el crecimiento celular, y su inhibicion causa una disminucion de la masa
tumoral. La rama raptor de la ruta mTOR modula la traduccion de RNAm, la biogénesis
del ribosoma, el metabolismo de los nutrientes y autofagia (Korsee et al; 2012). El
heterodimero formado por TSC1 (hamartina) y TSC2 (tiberina) regula la ruta raptor
MTOR. TSC1/TSC2 es la proteasa activadora de GTPasa (GAP) para la proteina rheb
de unién a GTP, perteneciente a la familia ras, que se une directamente y activa al
complejo raptor-mTOR (Bartholomeusz y Gonzélez-Angulo, 2012). Raptor-mTOR
responde a dos sefiales relacionadas con el metabolismo a través de TSC1/2; en
condiciones de escasez de energia provoca un incremento en la relacion adenosin

monofosfato (AMP/ATP), adenosin monofosfato cinasa (AMPK) se vuelve activa y
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fosforila TSC2 para estimular su actividad GAP, inhibiendo Rheb (por sus siglas en
inglés, Ras homolog enriched in brain) y presumiblemente raptor-mTOR (Guertin y
Sabatini, 2007). La presencia de oxigeno en la ruta raptor-mTOR requiere del complejo
TSC1/2, pero funciona a través de un mecanismo diferente que implica al factor
inducible de hipoxia (HIF). Akt/PKB, RSK1 y ERK se encargan de unir a raptor-mTOR
con las sefiales de crecimiento por fosforilacién e inhibicion de la funcion de TSC2
(Inoki et al; 2003). La inactivaciéon de mTOR es una de las vias que pueden conducir a
la activacion de la autofagia y a la inhibicion de la sintesis de los genes de las enzimas
gue participan en la glucélisis. Ambas rutas metabdlicas, glucolisis y mTOR, regulan la
apoptosis y autofagia, encontrandose dichas vias de muerte celular desreguladas en el
CMTN y en la mayoria de los tumores (Fang et al; 2011). Los defectos en las vias de
muerte celular son una caracteristica tipica del cancer que pueden ser manipuladas
para desarrollar nuevas alternativas terapéuticas, siendo la via mTOR, un blanco
prometedor por su funcion en la inhibicion de la proliferacion celular tumoral (Figura 8)

(Bartlett, 2010).
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Figura 8. Modelo de la ruta de sefializacion de mTOR y sus interconexiones. Las dos

proteinas que interaccionan con mTOR, raptor y rictor, definen las distintas vias de la
ruta de mTOR. La ruta raptor-mTOR regula el crecimiento celular (acumulaciéon de masa
celular) a través de S6K1y 4E-BP1. Responde a nutrientes y factores de crecimiento, en
parte debidos a reguladores como TSC1/TSC2 y Rheb. ElI complejo rictor-mTOR regula
Akt/PKB, PKCa, Rhofrac, para controlar la supervivencia celular, proliferacion,
metabolismo y citoesqueleto. La union de factores de crecimiento a receptores en la
superficie celular activa PI3K, para generar PIP3, que recluta a la quinasa PKD1 y
Akt/PKB a la membrana. Akt/PKB es activado por fosforilacion en dos lugares
diferentes. mTOR es un blanco terapéutico para el desarrollo de nuevas estrategias
farmacoldgicas debido a que su bloqueo juega un papel fundamental en la inhibicion de
la proliferacién celular tumoral. Tomado de Bartlett, 2010.
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2.3 Microfotografia emisora de positrones (mPET)

El conocimiento basico del efecto Warburg ha servido para llevarlo a una de las
herramientas clinicas diagndsticas mas importantes, la tomografia por emisiéon de
positrones (PET; por sus siglas en inglés). Es una técnica no invasiva de imagenologia
molecular empleada para el manejo y diagnostico de enfermedades (Ojeda-Flores,
2010). Actualmente, el PET juega un papel esencial en la oncologia, neurologia y
cardiologia clinica (Mankoff et al; 2005). El radiofarmaco mas utilizado para PET es el
anélogo a la glucosa la 18- fluorodeoxiglucosa (por sus siglas en inglés, [**F]JFDG), con
una vida media de aproximadamente 110 minutos. Este radionudclido se emplea para la
evaluacion del metabolismo glicolitico, que se encuentra mas elevado en células
neoplasicas comparada con células normales, sin embargo, debido a que el uso de la
[*|F]FDG esta limitado a estudios de procesos relacionados con el metabolismo
glicolitico existe la necesidad de contar con radiofarmacos adicionales para el estudio
de otros procesos fisioldgicos de interés clinico que permiten aprovechar al maximo el
potencial de esta técnica de diagndstico (Avila-Rodriguez y Alva-Sanchez, 2010)

(Tabla 1).

Mediante un estudio PET se obtienen imagenes funcionales que reflejan la
concentracion de un radiofarmaco especifico proporcionando informacién de procesos
biolégicos a nivel molecular. La PET representa hoy en dia la técnica mas avanzada
de diagnostico médico por imagen, ya que provee informacién metabdlica o bioquimica
de los procesos bajo estudio, en comparacién con las técnicas de imagen por rayos X,
ultrasonido y resonancia magnética, que ofrecen principalmente informacién estructural

o0 anatémica (Koolen et al; 2012).
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Radiofarmacos para PET con aplicaciones oncolégicas.

Radiofarmaco Aplicacién comun

[**F]Fluorotimidina Estudios de proliferacién celular
[**F]Fluoromisonidazol Procesos de hipoxia

[**F]FAZA* Procesos de hipoxia

[**FlAnexina V Procesos de apoptosis (externalizacion de fosfatidilserina)
[**FIRGD Procesos de angiogénesis (expresién de integrinas «j3,)
[**F]Octredtido Tumores de origen neuroendocrino
[**F]-Fluorodopamina Tumores de origen neuroendocrino
[*®F]-Fluoroestradiol Receptores estrogénicos en tumores

[**C]Colina Sintesis de acetilcolina, actividad tumoral
[**C]Metionina Transporte de aminoacidos, actividad tumoral
[**C]Acetato Cancer de préstata y carcinoma hepatocelular

*Fluoroazomyecin arabinoside

Tabla 1. Radiofarmacos existentes con aplicaciones oncolégicas para el estudio y
diagnostico de otros procesos fisiologicos de interés clinico. Tomado de Avila-

Rodriguez y Alva-Sanchez, 2010.

Esto permite la deteccion temprana de procesos patologicos, inclusive antes de
gue se manifiesten los primeros sintomas de la enfermedad, ya que generalmente los
cambios fisiologicos anteceden a los cambios anatomicos. Los radiofarmacos para
PET tienen la caracteristica de estar marcados con un radionuclido emisor de
positrones que permite la deteccion externa de la biodistribucion del radiofarmaco
dentro del organismo (lagaru et al; 2009). La sensibilidad, resolucion espacial y
precision de cuantificaciéon del PET, hacen de esta la técnica de diagnostico de
medicina nuclear molecular por excelencia. Al igual que en estudios de PET en
pacientes, el reto en los sistemas de micro-tomografia por emision de positrones
(microPET) para estudiar animales pequefios es el conseguir imagenes de alta calidad

administrando al sujeto la menor cantidad del radiofarmaco (Phelps, 2000).
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Esto constituye una dificultad adicional en cuanto a la diferencia tan grande en
tamafo y peso entre los sujetos a estudiar; mientras que la masa de un ser humano
tipico es 70 kg, la de una rata es de 250 g y la de un ratén de aproximadamente 30 g
(Jensen et al; 2008) (Figura 9). Para obtener datos funcionales de utilidad existen los
sistemas microPET los cuales proporcionan imagenes ideales con una resolucion
espacial de fracciones de milimetros. Con los estudios microPET es posible realizar
pruebas de los nuevos radiofarmacos asi como de agentes terapéuticos in vivo en
modelos animales antes de su aplicacion en la clinica. Es una técnica util en la
exploracion de rutas metabdlicas y tiempos de biodistribucidon, de especificidad y, de
evaluacion de los efectos negativos o contraproducentes de los radiofarmacos y
farmacos con implicaciones terapéuticas (Gatenby y Gillies, 2004). Asi mismo, estos
ensayos permiten realizar proyectos de investigacion relacionados con el seguimiento
de las enfermedades en modelos animales e investigar nuevas estrategias de
tratamiento. Por todo lo anterior el PET es una herramienta de diagndstico que permite
visualizar pequefios crecimientos tumorales en el cuerpo humano, gracias a una

caracteristica de la célula tumoral: su adiccion por la glucosa.

A la fecha no se conocen los factores especificos que participan en la
transformacion de células normales a células malignas que terminan generando algun
tipo de tumor cancerigeno. Sin embrago, la informacion que se tiene actualmente
sobre los procesos bioldgicos del cancer mencionados anteriormente nos han
permitido conocer aquellos mecanismos involucrados en el éxito o fracaso de los

tratamientos de quimioterapia y radioterapia (lagaru et al; 2009).
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3er andlisis: Control (-)

Transversal

Figura 9. a) Equipo microPET Focus 120 Concorde Microsytems Siemens para estudios
de animales pequefios de la Unidad PET/CT-Ciclotron. Facultad de Medicina de la
UNAM. b) Fotografia de roedor Foxnlnu/Foxnlnu sobre la camilla del microPET. c)
Corte transversal y coronal de estudios microPET de ratéon Foxnl1"/Foxn1™: control (-)
con 15 dias de seguimiento de la enfermedad empleando el radio trazador [18F] FDG;
una intensidad de color mayor refleja una concentracion de actividad glicolitica alta.
(Fotografias tomadas durante la realizacién de este proyecto de tesis en la unidad
PET/CT ciclotrén de la Facultad de Medicina de la UNAM, Julio del 2011).

La posibilidad de cuantificar estos procesos de manera no invasiva permitiria no
s6lo la deteccién temprana y la evaluacion del estado de los tumores, sino también
permitiria la seleccidén de los tratamientos apropiados para cada paciente, asi como la
verificacion de su eficacia durante el transcurso del mismo. Aunado a esto, las
imagenes de estos procesos biolégicos obtenidas por PET, pueden ser usadas para
definir el volumen blanco a tratar en radioterapia o para dar un incremento de dosis en

areas del tumor que asi lo requieran (Alva-Sanchez et al; 2012).
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2.4 Modelos murinos en cancer

Los modelos animales para el estudio de cancer son una herramienta util para
comprender los mecanismos moleculares involucrados en el inicio y progresion de
neoplasmas, asi como para evaluar la eficiencia de nuevos farmacos (Weyden y
Adams 2013). El uso de animales para el estudio de cancer tomé su auge hace mas
de cuarenta afios, y han sido de gran importancia en la investigacion de la biologia,
bioquimica, fisiologia, factores genéticos y ambientales que participan en la
carcinogénesis. Su uso se ha convertido en una herramienta fundamental en la
busqueda de farmacos y terapias blanco en la clinica (Benavides y Guenet, 2008).
Hasta el momento, no se ha encontrado modelo in vivo alguno que sea capaz de imitar
todo el proceso de carcinogénesis en humanos, sin embargo con el uso de animales
experimentales se ha logrado un acercamiento mas real a lo que podria estar
sucediendo en un paciente y con ello la investigacion de terapias alternativas y nuevas
formas de tratamiento mas eficientes (Anisimov et al; 2005). En general, los roedores
son los animales mas empleados en este tipo de estudios ya que presentan
caracteristicas favorables como tamafio manejable, alta tasa de reproduccion, facilidad
para ser modificados genéticamente y un costo de mantenimiento accesible. Gracias a
su corto periodo de gestacion y esperanza de vida facilitan la viabilidad y el nimero de
animales por experimentacion minimo requerido para tener resultados
estadisticamente significativos y con un impacto preclinico real (Bennett y Green,
2010). Los modelos mas utilizados en la actualidad pueden ser clasificados y
empleados de acuerdo al evento especifico que se quiere estudiar o reproducir dentro

del proceso de la carcinogénesis, por ejemplo: a) induccién quimica de tumor, b)
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ratones manipulados genéticamente con susceptibilidad para desarrollar cancer de
manera espontanea, c) evaluacion del impacto del estrés ambiental y la promocion de
crecimiento tumoral, d) modelos farmacolbégicos para desarrollo y evaluacion de
nuevos farmacos, e) técnicas de imagenologia molecular en ratones para observar el
desarrollo del cancer y f) transplante de tumores a través de inoculacion de células
cancerosas de origen humano en ratones inmunodeprimidos (el cual es un método
ampliamente utilizado para monitorear los procesos de formacion tumoral asi como
para identificar a aquellos genes que se encuentran relacionados al proceso de
carcinogénesis (Benavides y Guenet, 2008). El xeno-transplante consiste en la
inoculacion de células cancerosas humanas por diferentes vias: intravenosa (IV),
intraperitoneal (IP), subcutanea u ortotopica (Kim y Baek, 2010), siendo la subcutanea
la mas comunmente empleada. Los ratones transgénicos y la combinacién de
induccion quimica con animales modificados genéticamente son los dos modelos que
han tenido mejores resultados en el estudio del cancer ya que presentan la posibilidad
de recrear el evento del desarrollo del cancer desde el inicio hasta su etapa mas
progresiva. Sin embargo, a pesar de la disponibilidad de modelos in vivo del cancer,
ninguno es completamente satisfactorio. Por ejemplo, los ratones inmunosuprimidos
utilizados para estudios preclinicos, tienen la desventaja de no presentar un sistema
inmunoldgico competitivo, lo cual se ve reflejado en la falta de interaccion entre las
células tumorales y el microambiente que las rodea, asi como su relacion directa con el
organo u 6rganos afectados (Ursini-Siegel et al; 2007). Por otra parte, de acuerdo a la
literatura reportada, una combinacion entre ratones modificados genéticamente para la
generacion espontanea de tumores y la induccién quimica por algun agente que

genera la formacion de tumores, ha resultado sumamente eficiente, tanto en la
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representacion inicial del evento, como en su desarrollo (Naumov et al; 2006). La
induccion artificial de cancer en ratones constituye la principal herramienta preclinica
para la evaluacion de nuevos farmacos antes de ser introducidos a la clinica en
humanos. La importancia e impacto de estos modelos preclinicos son fuertemente
cuestionados, ya que existen diferencias evidentes entre ratones y humanos y, deben
ser consideradas antes de planear los experimentos (Kuperwasser et al; 2005). Dentro
de éstas diferencias se pueden resaltar el tamafio de los organismos, ritmo cardiaco, el
metabolismo y fisiologia de los mismos, todos ellos son factores que limitan el estudio
y pruebas farmacologicas. Dichas caracteristicas explican por qué los animales
pequefios pueden llegar a tolerar dosis mas altas de farmacos, ya que al tener un
metabolismo mas rapido los quimicos son eliminados mas rapidamente (Howe et al;
2005). Sin embargo, los modelos animales siguen siendo una fuente Unica de
informacion sobre el conocimiento del cancer y un vinculo insustituible entre estudios

in vivo y los pacientes (Figura 10).
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Figura 10. Ratén inmunosuprimido de la cepa (Foxnlnu/Foxnlnu). a) inoculacién
subcutanea de linea celular TNCM en el flanco derecho del animal. b) aparicion
de masa tumoral después de 4 semanas post-inoculacion. Al observarse la
generacion del xenotransplante se procede a la administracién IP de los
tratamientos durante 20 dias. Fotografias tomadas durante la realizacién de este
proyecto de tesis en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la
Nutricién Salvador Zubiran (INCMN SZ), Julio del 2011.

2.5 Farmacos propuestos para la inhibiciéon del metabolismo tumoral en

cancer de mama triple negativo

Actualmente, el tratamiento del cancer consiste en el empleo de quimio- y
radioterapia junto con procedimientos quirdrgicos, los cuales generalmente tienen
resultados favorables en la mayoria de los casos con estadios tempranos (I y II).
Desafortunadamente, estos pierden su eficacia con estadios avanzados (lll) y son
dificilmente curables en el caso de formas metastasicas (estadios 1V) (Medina-Franco

y Suérez-Bobadilla, 2012).
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La busqueda de nuevos farmacos para tratamiento del céncer involucra
minimizar en tiempo los mecanismos para probar su eficacia; lo anterior se ve
beneficiado con el uso de modelos in vivo, que puedan reproducir el diagnéstico de
una enfermedad y que nos permitan experimentar nuevas drogas, o combinaciones de
diferentes farmacos en un tiempo menor utilizando herramientas altamente sensibles y
especificas (Robles-Castillo et al; 2011). Con el objetivo de atacar el metabolismo
energético de la célula tumoral como blanco terapéutico, proponemos para este
proyecto dos farmacos: la Metformina utilizada para tratar diabetes mellitus tipo 2
(DMT2) y el F3, el cual es un inhibidor de la LDH, y su posible efecto coadyuvante,
actuando sobre dos de las principales caracteristicas de la célula tumoral: disminucion
del consumo de glucosa e inhibicion de la proliferacion y crecimiento celular a traves

de la via mTOR.

2.5.1 Metformina

La metformina es un agente hipoglucemiante oral ampliamente utilizado para el
tratamiento de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2). Es una biguanidina obtenida de
galegina, compuesto aislado de la planta Galega officinalis (Figura 11) (Chong y
Chabner, 2009). Se sabe que este glucofago reduce elevados niveles de glucosa en
sangre en pacientes con diabetes, su administraciéon en altas dosis en humanos es
inocua Yy teratogénica en muchas de las especies estudiadas. Se ha demostrado que
las biguanidinas inhiben el complejo | de la cadena respiratoria, disminuyendo la
sintesis de ATP, lo que lleva a un incremento en la actividad de la cinasa activada por

la AMPK (Graham et al; 2011).
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Figura 11. Estructura quimica de la Metformina: C4H12CIN5 3-
(diaminomethylidene)-1,1-dimethylguanidine; hydrochloride. (PubMed
Compound. CID 14219. http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/search/).

El principal mecanismo de accién de la metformina en el tratamiento de la DMT2
es a través de la disminucién de la secrecion de glucosa del tejido hepatico e
incrementar la captacion de la glucosa en musculo esquelético (Pollak, 2010) y
bajando los niveles y la resistencia a la insulina. A nivel de sefializacion celular la
metformina también disminuye la AMPK, la cual es una enzima clave en la regulacion
de lipidos y glucosa, en respuesta a alteraciones de nutrientes y niveles intracelulares
de ATP (Ibarra-Dendrall et al; 2011). La via AMPK juega un papel fundamental en la
homeostasis energética celular, su activacién bajo condiciones de estrés conlleva a
una regulacion rio debajo de procesos que requieren alto consumo de energia tales
como: sintesis de proteinas, acidos grasos y regulaciéon de niveles de ATP. Este
sistema homeostatico es conservado en levaduras y humanos (Del Barco et al; 2011).

La participacion de LKB1 se ha identificado recientemente como un gen supresor de
44


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/

tumores; en organismos multicelulares la via LKB1-AMPK ha adquirido un papel
fundamental en el metabolismo energético celular; su activacién regula rio abajo la

gluconeogénesis.

La gluconeogénesis representa el transporte de energia de hepatocitos al
organismo en forma de glucosa, este efecto a la inversa reduce la concentracion de
glucosa en sangre (Dowling et al; 2011). Existen evidencias in vitro que muestran que
mientras la metformina activa la via LKB1-AMPK para inhibir la gluconeogénesis en
hepatocitos, esta activacion conlleva a la inhibicién de la via de sefalizacion de mTOR
y sintesis de biomoléculas. En estos estudios se concluyd que la metformina actua
como sensibilizador energético disminuyendo los niveles energéticos en la célula,
estimulando a activacion de mTOR inhibiendo la proliferacion celular de una manera
dependiente de AMPK (Shackelford y Shaw, 2009. Otros estudios han conferido a la
metformina actividad antineoplasica empleandolo como agente Unico o de manera
combinada ya que se ha observado que la accién de la reduccion de la insulina a nivel
sistémico puede inhibir la proliferacion de las células cancerigenas mediante la
restriccion calorica inhibiendo el crecimiento de ciertos canceres (Gonzéalez-Angulo y
Meric-Bernstam, 2010). Existe evidencia que indica que la mayoria de los canceres
son estimulados por la insulina (Azar y Lyons, 2010). Estudios retrospectivos en
mujeres diabéticas muestran que las pacientes tuvieron un incremento de mortalidad
por CaMa comparados con las no diabéticas, y que las pacientes diabéticas tratadas
con metformina tuvieron sustancialmente un 40% de reduccion de CaMa a diferencia
de las pacientes diabéticas con otros tratamientos. Este mecanismo es relevante tanto

para la prevencién como para el tratamiento de la enfermedad (Hirsch et al; 2009).
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2.5.2 Farmaco (F3)

El F3 es conocido como un potente inhibidor de la LDH, enzima que regula el
flujo glicolitico en la conversion de piruvato a lactato; especificamente es un inhibidor
competitivo de la LDH-A por tener una alta homologia con el piruvato (Simpson, 2012)
(Figura 12). Sin embargo, inicialmente el F3 se empleaba en humanos como agente
atiparasitario, pero se descontinué su uso con el advenimiento de farmacos mas

eficaces (Fiume, 1959).

Figura 12. Estructura quimica del F3: C2H2NNaO3. (PubChem Compound. CID
5242. http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/search/).

La LDH-A es una enzima reversible que convierte el piruvato (producto final de
la glucolisis) en lactato mediante la oxidacion de NADH a su forma reducida NAD"
(Draoui y Feron, 2011). La actividad y sobreexpresion de la LDH-A es caracteristica de
diversos desordenes tales como cancer, falla cardiaca, dafio en higado, neumonia y

otros (Ward et al; 2012). La célula tumoral para satisfacer su demanda de energia,

46


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/

dependen en gran parte de la glicolisis aerobia, proceso que puede ser inhibido
mediante el bloqueo de la LDH (Lee et al; 2010). La LDH constituye el principal punto
de control del “switch metabdlico” de generacién de energia de la glicolisis aerobia a
anaerobia, catalizada por la reduccion de piruvato a lactato. La sobreexpresion de la
LDH-A es mediada por la sobre regulacion del HIF-1a, el cual es un regulador central
de la respuesta metabdlica a hipoxia y esta asociado a proliferacién celular, se ha
observado que este se encuentra sobreexpresado en CaMa, posiblemente es un
marcador molecular de pronostico pobre en CaMa y otros tipos de cancer (Thornburg
et al; 2008). La sobre expresion de HIF-1a conlleva a la induccion de oncogenes tales
como Ras, Scr y HER-2/Neu, esto en conjunto conduce a la sobre expresion de las
enzimas que participan en la glicdlisis incluyendo a la LDHA y a los transportadores
GLUT-1 y GLUT-3; esta sobreexpresion se ha evidenciado en aproximadamente el
70% de los casos de cancer en humanos sugiriendo que la mayoria de las células
tumorales adquieren ventajas selectivas mediante la alteracion del metabolismo
produciendo una mayor cantidad de acido lactico, incluso en condiciones de normoxia,
lo que conlleva a lo que se le conoce como “switch metabdlico” o efecto Warburg
(Fiume et al; 2011). Diversos estudios sustentan que el F3 puede ser un blanco
molecular en el bloqueo del metabolismo y crecimiento de las células tumorales
ademas de que es un farmaco no toxico que puede administrarse en animales de
laboratorio hasta en 3g/kg (Papacostantinou y Colowick, 1961). Estudios realizados en
la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 evidenciaron que el F3 produce un
efecto anti-metabdlico, especificamente inhibe la produccion de intermediarios del ciclo
de los acidos tricarboxilicos (tricarboxylic acid cycle, TCA por sus siglas en inglés) y

disminuye el flujo glicolitico y la actividad de la cadena de transporte de electrones
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(Hamilton et al; 1995). En otros trabajos se demuestra que selectivamente suprime la
proliferacién celular en xenotransplantes inducidos con la linea celular MDA-MB-231
en ratones atimicos (Migneco et al, 2010). Por otro lado, estudios in vitro con la linea
celular de hepatoma PLCPRF/5, se observd que el F3 produce un efecto anti-
proliferativo mediante la inhibicion de la LDH y la disminucion de los niveles de ATP
(Liu et al; 2001). Asi mismo se ha demostrado que el F3 inhibe el consumo de la
glucosa por las células tumorales HelLa ademas de inhibir del flujo glicolitico y
crecimiento celular (Ward et al, 2012). Este farmaco ha sido empleado con éxito en
diferentes estudios in vitro con el objetivo de analizar la inhibicion del crecimiento en
las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231 y se ha observado la disminucién de la LDH-
A e inhibicion de la proliferacion celular. Estos resultados evidenciaron que el F3 tiene
un efecto anti-proliferativo en células de CaMa. (Zhao et al; 2009). En trabajos con
animales, se demostré que al administrar el F3 via i.p en ratones Balb/c, se suprime el
crecimiento tumoral de la linea hepatocelular PLC/PRF/5 y HepG2 dentro de las

primeras 48 horas de tratamiento (Fiume et al; 2011).

2.5.3 Doxorrubicina

La doxorrubicina es un farmaco antineoplasico de amplio espectro,
comercialmente se le conoce como Adriamicina y fue la primera antraciclina (ANT)
aislada de Streptomyces peucetius en 1960; es un antibiético ampliamente utilizado en
la clinica y tiene un alto efecto anti-tumoral (Figura 13). No obstante, su inespecificidad
conlleva a padecer numerosos efectos adversos en los pacientes que la reciben

(Escudero-Ortiz et al; 2011).
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Figura 13. Estructura quimica de la doxorribicina: Adriamicina (C27H29NO11).
PubChem Compound. CID 31703.1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/

El mecanismo exacto de la actividad antitumoral de ésta ANT aun no se conoce,
pero estudios independientes sugieren que presenta una actividad potencialmente
dafina multifactorial y compleja que afecta diversos 6rganos y mecanismos celulares

(Adel et al; 2012).

La doxorrubicina actia intercalandose entre las pares de bases inhibiendo la
replicacion y la acciéon de las polimerasas de los acidos nucleicos (RNA y ADN); induce
la ruptura de las cadenas de ADN a través de la inhibicion de la topoisomerasa Il y su
oxidacion lleva a la formacién de ROS y radicales libres hidroxilo (OH"), generados por

una variedad de oxidasas, reductasas y deshidrogenasas. (Swift et al; 2006).
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La doxorrubicina esta indicada para el tratamiento de diferentes tumores sélidos
como CaMa, de pulmén, carcinoma gastrico y tumores ginecoldgicos. Es metabolizada
ampliamente en el higado por la enzima aldoceto reductasa que origina su metabolito
principal, el doxorrubicinol. Es sustrato de la isoforma 3A4 del citocromo P450 y el
metabolito que origina es la doxotubicina-7-desoxiaglicona; ambos considerados como
los principales responsables de la toxicidad de la doxorrubicina (Tekedereli et al;
2012). Entre los efectos adversos que limitan el uso clinico de la doxorrubicina se
encuentran la toxicidad cardiaca y hematoldgica; también se ha documentado toxicidad
gastrointestinal, dermatoldgica, hepatica, renal y necrosis severa local. Ademas
ocasiona una severa toxicidad miocardica lo que conlleva a falla de cardiaca (FC), la
cual puede manifestarse durante la terapia, en meses o afios después de haber
terminado el tratamiento (Roca-Alonso et al, 2012). Estudios in vitro han demostrado
gue la doxorrubicina inhibe la contractilidad del musculo cardiaco de raton, observando
gue a concentraciones de 350ug/ml de doxorrubicina se produce un 69% de la
reduccion de contractilidad. Por otro lado, estudios retrospectivos demostraron que
aquellos pacientes tratados con doxorrubicina tuvieron FC sin que estos presentaran
historia clinica de este padecimiento (Sishi et al, 2013). En otro estudio se observé una
afeccion del 4% de pacientes tratados con 500-550 mg/m? de doxorrubicina; 18%
tratados con 551-600 mg/m? de doxorrubicina y el 36% de afeccién en los pacientes
tratados con dosis mayores a las arriba mencionadas, por tanto la dosis total no debe
exceder de 550 mg/m? Por lo tanto en la clinica, se ha establecido que la dosis
méaxima de seguridad recomendada es de 500-550 mg/m? debido a la presencia de los

eventos cardiacos que se manifiestan con este tratamiento (Akyurec et al; 2012).
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El diagnéstico temprano de la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina es
importante, ya que una vez que los pacientes la desarrollan en una fase avanzada, su
pronéstico es poco favorable debido a que actualmente no existe ninguna terapia que
pueda revertir estos efectos (Kugawa et al; 2012). Estos efectos secundarios se
desencadenan debido a la falta de especificidad en los tratamientos actualmente
empleados, es decir, que no estan disefiadas para dirigirse especificamente a células
cancerigenas y preservar células normales sino que por el contrario, existe una lesion
generalizada (Joensuu y Gligorov, 2013). Algunos investigadores sugieren que la
doxorrubicina no solo genera dafo por ROS sino que también contribuye a la
disminucién de los niveles de antioxidantes endogenos lo que conlleva a estrés
oxidativo que podria estar ocasionando citotoxicidad a través de multiples mecanismos
(Doublier et al; 2012). Existen evidencias que indican que la mitocondria es altamente
susceptible a dafio por la generacion de radicales superoxido, después de la oxidacion
de doxorrubicina en la mitocondria, ocasionando dafio al DNA, alteracion de la
expresion génica, degradacion del sarcomero con desregulacion de niveles de calcio
(Ca®") y disfuncién mitocondrial (Sishi et al; 2013). Otros estudios in vitro han mostrado
gue hay disfuncién mitocondrial después del tratamiento con doxorrubicina liberando al
citocromo ¢ que conduce a la activacion de la caspasa 3 mediada por caspasa 9 dando
como resultado la apoptosis

(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cqi?cid=443939&loc=ec rcs).
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3. JUSTIFICACION

El uso de los farmacos metformina y F3, inhibidores de la rutas metabdlicas de
MTOR vy glicolisis aerobia, respectivamente, actuaran de manera concomitante con la
Doxorrubicina, disminuyendo el tamafio de la masa tumoral en un modelo in vivo.
Resultados preliminares in vitro han demostrado que el empleo de la metformina y el
F3 en cultivos tumorales disminuyen de manera considerable la viabilidad en lineas

celulares de CMTN.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es la neoplasia de mayor incidencia y mortalidad a nivel
mundial y en nuestro pais. El fenotipo de mayor agresividad comprende los tumores
gue no expresan los RE, RP y HERZ2; es decir los TMTN (Lara-Medina et al; 2011). En
nuestro pais los TMTN corresponden a mas del 20% de los tumores de mama. A la
fecha, no existe una terapia blanco para estos tumores, en general, la guia de
tratamiento comprende cirugia, radiacion y tratamiento co-adyuvante basado en
farmacos cito-tbxicos como doxorubicina, gemcitabina y ciclofosfamida. Sin embargo
las tasas de recurrencia de la enfermedad y metastasis son sumamente altas; por otra
parte la supervivencia y el prondstico de enfermedad son sumamente pobres
(Chavarri-Guerra et al; 2012). Es por ello que la propuesta de este proyecto de tesis
fue desarrollar nuevos enfoques de terapias que permitan emplear de manera co-
adyuvante farmacos que inhiban a nivel molecular puntos clave de la via metabdlica de
la célula tumoral que han sido implicadas en este tipo de cancer. Para ello se requiere

como primer paso pre-clinico estudios in vivo de tumorigénesis en modelos murinos.
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5. HIPOTESIS

Dada la alta dependencia de los tumores solidos por el metabolismo de la glucosa y
el lactato, la combinacion de farmacos inhibidores de la glicdlisis, inhibidores de la
LDH-A y en combinacién con doxorrubicina, causaran una disminucion de la
proliferacién celular en xenotransplantes inducidos con la linea tumoral celular de

CMTN: MDA-MB-231 en un modelo murino.

6. OBJETIVOS

6.1.1 Objetivo General.

Determinar el efecto co-adyuvante de la metformina y el F3 sobre el crecimiento

tumoral en combinacion con doxorrubicina, en un modelo de tumorigénesis de CaMa in

Vivo.

6.1.2 Objetivos particulares
1. Determinar in vitro la ICso para metformina, F3 y doxorrubicina en linea celular

de CMTN MDA-MB-231 a través de Sulforrodamida-B (SFR-B).

2. Demostrar in vitro a través de citometria de flujo el tipo de muerte celular
inducido por metformina, F3 y doxorrubicina en linea celular de CMTN MDA-

MB-231.

3. Demostrar en un modelo in vivo de CaMa la inhibiciéon del crecimiento tumoral a

través de microPET.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este trabajo se realizd en el Departamento de
Medicina y Biologia Molecular y en el Departamento de Bioquimica del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubirdn” (INCMN SZ) asi como

también en el laboratorio de Gendmica del Instituto Nacional de Cancerologia (INCaN).

Para cumplir con los objetivos planteados en este estudio se llevé a cabo la siguiente

estrategia experimental:

7.1 Ensayos in vitro (Figura 14):

El proposito de los ensayos in vitro en este trabajo de tesis fue evaluar la eficacia
de los farmacos utilizados: doxorrubicina, metformina y del F3 de manera individual y
combinada. Mediante la siguiente metodologia se determiné su ICso y el mecanismo de

muerte inducida sobre la linea celular MDA-MB-231.

a) Determinacion de ICsp de los farmacos: doxorrubicina, metformina y F3
sobre la linea celular MDA-MB-231 por medio de la técnica de SRF-B.

b) Determinacién del tipo de muerte celular inducida por los farmacos:
doxorrubicina, metformina y F3 de manera individual y sinérgica sobre la
linea celular MDA-MB-231 a través de Anexina V/IP (loduro de Propidio).

c) Estudio de valoracion morfolégica del efecto citotoxico inducido por los
farmacos: doxorrubicina, metformina y F3 de manera individual y sinérgica

sobre la linea celular MDA-MB-231.
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1. Ensayos in vitro

a) Obtencion de ICsg los farmacos en estudio (individual y sinergia por SFR-B en4, 24,48y 72 horas.

b) Evaluacion de muerte inducida por los farmacos en estudio (individual y sinergia)
por citometria de flujo con Anexina V/IP en linea celular MDA-MB-231en 4, 24,48y

72 horas.

1.doxorrubicina= 5 uM
2.metformina= 25mM
3.F3 = 10mMm
4_doxorrubicina/metformina

5.doxorrubicina/F3
6. metformina/F3

7.doxorrubicina/metformina/F3

* AnexinaV: proteina con alta afinidad a fosfolipidos (-)
* |P:intercalante e indicador de viabilidad celular.
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morfolégica para observar dafio citotoxico causado por los farmacos en

- estudio de maneraindividual y sinergia sobre la linea celular MDA-MB-231 en 4, 24,48y 72 horas.

morfolégicos las células fueron tefiidas con SFR-B.
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Figura 14. Diagrama de flujo de la estrategia experimental (in vitro) para alcanzar los
objetivos planteados en este trabajo de tesis. a) Se utilizaron células MDA-MB-231
de CMTN. Para evaluar la viabilidad celular de los farmacos de manera individual y
en sinergia mediante SFR-B y determinar su ICs, en 4 tiempos de incubacion (4, 24,
48 y 72 horas), la linea celular fue tratada con 0.5, 1, 2, 3,4y 5 uM de doxorrubicina;
15, 20, 25, 30 y 40 mM de metformina y 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mM del F3. b) Para
evaluar el tipo de muerte que los farmacos de manera indivial y en sinergia inducen
sobre la linea celular MDA-Mb-231 las células fueron tefiidas con Anexina V/IP y c)
Para el estudio de valoracion morfoldgica la linea celular MDA-MB-231 fue expuesta

a los farmacos en estudio a 4, 24, 48 y 72 horas. Para observar los cambios




7.2 Ensayos in vivo (Figura 15):

El propdsito de los ensayos in vitro en este trabajo de tesis, fue evaluar la
eficacia de los farmacos empleados (doxorrubicina, metformina y el F3) de manera
individual y en sinergia, sobre el crecimiento o inhibicion de tumores en un modelo en

ratones. Mediante la siguiente metodologia se evalué la eficacia de los tratamientos.

a) Establecimiento del modelo murino: formacion de grupos experimentales
(tratamientos individuales y sinergia).

b) Realizacion del xenotransplante con la linea celular MDA-MB-231.

c) Desarrollo de masa tumoral de 3mm?; de 3-4 semanas post-inoculacion.

d) Administracion i.p. de tratamientos individuales y en sinergia durante 15
dias.

e) Anélisis en microPET con [*®F]JFDG para la evaluacién del crecimiento
tumoral.

f) Punto final de experimentacion: extraccion de masa tumoral.

56



2. Ensayos in vivo

b)Inoculacion 10x10¢ c) Presencia de masa d) Administracion IP €) Analisis en microPET
linea celular MDA-MB- tumoral 3mm?: 3-4 de tratamientos con FDG*(antes,
231, semanas post- durante 15 dias. durantey después del
inoculacion. tratamiento).

Figura 15. Diagrama de flujo de la estrategia experimental in vivo para alcanzar los
objetivos planteados en este trabajo de tesis. a) Para establecer el modelo murino se
utilizaron ratones Foxnl1"/Foxnl™ los cuales fueron distribuidos en 8 grupos
experimentales con una n=5 para cada grupo. b) Los animales fueron inoculados via
subcutanea con la linea celular de CMTN MDA-MB-231; c¢) cuando se observd la
presencia de la masa tumoral (3mm?®), c) se inici6 con la administracién de los
tratamientos via i.p durante 15 dias. e) La progresion de la enfermedad se evalu6
mediante microPET, empleando la [®®*F]FDG; en 3 ocasiones (basal, 7 y 15 dias). f) Al
llegar al punto final de experimentacion se realiz6 la eutanasia de los animales; la masa
tumoral extraida, fue almacenada a -72°C y en paraformaldehido al 4% para futuras

pruebas moleculares.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Linea celular y tratamientos

Se emplearon células adherentes de morfologia epitelial de la linea celular
metastasica de CMTN MDA-MB-231 de la American Type Culture Collection (ATCC).
Esta linea celular fue crecida en botellas de cultivo de 75 cm? con 10 ml de medio de
cultivo RPMI-1640 GIBCO® suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
biowest®, penicilina y estreptomicina GIBCO® y bicarbonato de sodio Sigma-Aldrich®.
Los cultivos fueron mantenidos en una incubadora REVCO Technologies® con una
atmdsfera de 5% CO%5% aire a 37°C. Cada tercer dia las células eran lavadas con
PBS-1x para crecerlas en condiciones Optimas y cuando alcanzaban una confluencia
del 80 al 90% eran cosechadas con una solucién de tripsina al 0.05% durante 5
minutos a 37° C para ser separadas a cantidades iguales en 2 botellas de cultivo hasta

obtener la densidad celular necesaria para los ensayos requeridos.

8.2 Andlisis de laviabilidad de la linea celular MDA-MB-231 en respuesta a

los tratamientos mediante SFR-B

Para cuantificar la viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 expuesta a los
farmacos en estudio, se empled el método colorimétrico de SFR-B establecido por
Vichai y Kirtikara (2006), el cual estad basado en la capacidad de medir el contenido de
proteina celular en células adherentes en un formato de placas de 96 pozos. La SFR-B
es un colorante de aminoxantano, rosado brillante, posee dos grupos sulfénicos -SO3

cargados negativamente, capaces de unirse electrostaticamente a cationes.
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En condiciones acidas (disuelta en acido acético) la SFR-B aumenta su afinidad por
los aminoacidos bésicos de las proteinas, y se fija selectivamente a estos
proporcionando un indice del contenido de proteina celular. Las células son
previamente fijadas con acido tricloroacético al 10% (TCA) Sigma-Aldrich ® y después
de eliminar el colorante no fijado, el colorante unido a las células viables se extrae con
medio alcalino (solucién de Tris pH 10.5) Sigma-Aldrich ® y se lee a una absorbancia
de 564 nm. En nuestros ensayos se sembraron células de la linea MDA-MB-231 en
placas de 96 pozos con una densidad de 7, 000 células por pozo contenidas en 200 pl
de medio RPMI-1640 suplementado con 1% de SFB. Se utilizé una placa cero (control)
y 7 placas experimentales: 3 para los tratamientos individuales y 4 para las sinergias
(Tabla 2). Todas las placas fueron incubadas a 37°C, en una atmosfera humeda de
95% y 5% de CO; durante 24 horas en lo que respecta a la placa Oy 4, 24, 48y 72
horas para las placas experimentales. Después de 24 horas a la placa cero se le retir6
el medio y se le realiz6 la técnica de SFR-B con base en las instrucciones del
fabricante. En lo que respecta a las placas experimentales con los tratamientos
individuales y en sinergia fueron expuestas a los farmacos durante 4 tiempos de
incubacion: 4, 24, 48 y 72 horas, cada 24 horas en cultivo se aspiré el medio y se
afiadio medio con diferentes concentraciones de doxorrubina: 0.5, 1, 2, 3, 4, y 5 uM;
metformina: 10, 15, 20, 25, 30, y 40 mM; y F3: 5, 10, 15, 20, 25y 30 mM. En lo que
refiere a las sinergias doxorrubicina/metformina; doxorrubicina /F3; metformina/F3 y
doxorrubicina/metformina/F3 se realizaron todas las combinaciones posibles de
concentraciones con base en las establecidas para los farmacos individuales. Todas
las placas se mantuvieron en cultivo bajo las mismas condiciones de temperatura y

humedad que la placa O.
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Los tratamientos fueron renovados cada 24 horas desde su inicio; concluido este
periodo de incubacion se procedid a la fijacion de las células. Para ello se eliminé a
cada pozo se le agregaron 100 pl de TCA al 10% frio dejandose incubar a 4°C por 1
hora, al finalizar este periodo de incubacion se retiré el TCA y se lavo cuatro veces con
agua corriente y se dej6 secar la placa a temperatura ambiente. Al finalizar, se
agregaron 100 ul de SFR-B Sigma-Aldrich® al 1% a cada pozo y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente se elimin6 la SFR-B y se
enjuago cuatro veces con acido acético al 1% (JT Baker®) dejandose secar a
temperatura ambiente. La tincion formada por la proteina se disolvié en una solucion
de Tris a un pH 10.5 y se dejo en agitacion constante por 5 minutos. Las lecturas de
citotoxicidad fueron tomadas a 4, 24, 48 y 72 horas de tratamiento (Tabla 2). La
densidad optica (DO) se midi6 en un espectrofotometro Opsys MR Dynex
technologies, como lectura de referencia se utilizd una longitud de 490 nm a través del
programa Revelation Quicklink. La DO fue proporcional al nimero de células viables.
Cada experimento se realizé por triplicado en tres ocasiones independientes. En cada
experimento se calculo la fraccion de supervivencia como el cociente de DO entre las
células tratadas y la DO de las células control o placa cero (no tratadas). Se obtuvo la
recta de regresion por el método de los minimos cuadrados que representa un
coeficiente r® superior a 0.95. A partir de la linea resultante se calcul6 la pendiente m y
la DLso (concentracion que inhibe el 50% de crecimiento celular). Se empled el paquete

estadistico Prisma 5.0 para crear la base de datos y efectuar los calculos estadisticos.
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INCUBACION

PLACAS TRATAMIENTOS [ ] (HORAS)
0 Control (sin tratamiento) 24 horas
1 Doxorrubicina: 0.5, 1, 2, 3,4y 5 uM
2 Metformina: 10, 15, 20, 25, 30 y 40 mM
3 F3: 5, 10, 15, 20, 25y 30 mM 4,24,48y 72
horas

4 Doxorrubicina 0.5, 1, 2, 3, 4y 5 uM /Metformina 10, 15, 20, 25, 30 y 40 mM
5 Doxorrubicina 0.5, 1, 2,3, 4y 5 uM /F3 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mM
6 Metformina 10, 15, 20, 25, 30 y 40 mM/F3: 15mM

7 Doxorrubicina 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 uM /Metformina 10, 15, 20, 25, 30 y 40
mM/F3: 5, 10, 15, 20, 25y 30 mM

Tabla 2. Tratamientos individuales y en sinergia para la evaluacién de citotoxicidad
mediante SFR-B y las diversas concentracion empleadas para la determinacion de la
ICs0 en todas las placas asi como el tiempo de incubacion empleado en cada una de
ellas.

8.3 Evaluacion de induccién y tipo de muerte celular mediante
Citometria de Flujo con doble marcaje: FITC Anexina V/IP de la linea

celular MDA-MB-231 en respuesta a los tratamientos

Con el objetivo de evaluar el tipo de muerte celular inducida por los farmacos de
manera individual y en sinergia se identificaron células apoptéticas y necroticas en la
linea celular MDA-MB-231, sometidas al tratamiento con los diferentes farmacos

utilizados. Este método permiti6 detectar el proceso de translocaciéon de la fosfatidil
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serina hacia la cara externa de la membrana celular que se produce durante los

estadios tempranos de la apoptosis.

El procedimiento consistio en una doble tincién Anexina V/IP. La Anexina V es
una proteina que se une a los fosfolipidos de la membrana celular y es dependiente de
Ca™ con gran afinidad por la fosfatidilserina. La Anexina V lleva conjugada una
molécula de fluoresceina que emite en la zona verde del espectro y que al unirse a la
membrana celular permite cuantificar el porcentaje de células apoptéticas presentes en
un cultivo. Por otra parte, el IP (emision en la luz roja del espectro) es un colorante vital
gue entra unicamente en células muertas y permite calcular el porcentaje de células
necroticas presentes en el cultivo (Coxon et al; 2011). Todas las muestras se
analizaron en un citometro FACS-Canto Il (Becton-Dikinson ®) con el software
FACSDIVA® de la misma casa comercial. Las distintas poblaciones celulares se
centraron atendiendo al tamafio y complejidad celular (Forward Scatter, por sus siglas
en inglés FSC: volumen de la particula/Side Scatter, por sus siglas en inglés SSC:
complejidad interna de la particula). El protocolo de tincidon utilizado para este ensayo
fue el del kit comercial Annexin V-FITC apoptosis detection Kit BD Pharmigen®. Las
células MDA-MB-231 fueron plagueadas en una caja de 6 pozos a una densidad
celular de 3x10° células por pozo en 2000 pl de medio RPM-I suplementado con SFB
al10%. Se utilizaron los siguientes controles: como control negativo, células viables y
sanas, teflidas con Anexina V/IP; control de apoptosis, células en apoptosis inducida
por luz UV y células tefiidas con IP como control de necrosis. Los grupos
experimentales consistieron en: doxorrubicina al 0.5 uM; 2 pozos con metformina 25
mM y 2 pozos con F3 15 mM, doxorrubicina/metformina, doxorrubicina/F3 vy

doxorrubicina/metformina/F3. Los tratamientos fueron renovados cada 24 horas desde
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su inicio; todos se llevaron a cabo por triplicado en tres ocasiones de manera

independiente y en 3 tiempos de incubacién 24, 48 y 72 horas.

El buffer de unién a Anexina 1X se prepar6 mezclando 1 ml de 10X annexin-
binding buffer + 4 ml de PBS 1X; el IP se utiliz6 a una concentracion de 100 mg/ml y se
obtuvo diluyendo 5 pl de la solucion stock de IP en 45 pul del buffer de unién a Anexina
1X. Ambas soluciones fueron incubadas en oscuridad para protegerlas de la luz.
Concluidos los tiempos de incubacion, las células fueron tripsinizadas para
despegarlas de la superficie, esto se llevo a cabo retirando el medio de los pozos para
lavarlos con PBS1X, agregando 1.5 mL de PBS1X-EDTA + 64 ul de tripsina al 0.05% a
cada pozo. Se incubaron durante 3 minutos a 37° C. La tripsina se inactivo con 1 mL
de medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10% (1mL/pozo). Las células se
despegaron con movimientos suaves y la suspension celular se recuper6 en tubos de
clitbmetro y fueron centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos a 4° C. Se retird
cuidadosamente el sobrenadante para obtener el pellet, se lavaron las células con PBS
y nuevamente se centrifugaron bajo las condiciones anteriores; se retird el
sobrenadante y se adicioné al pellet el buffer de union a Anexina 1X (100 uL por cada
1X10 ° células). Posteriormente, se agregaron 5 pL de Anexina FITC-V + 1uL de IP por
cada 100 uL de suspension celular, las células fueron incubadas a temperatura
ambiente y en obscuridad por 15 minutos. Después de la incubacion, se agregaron 400
pL de buffer de union a Anexina 1X, se homogeneizaron perfectamente y se
conservaron en hielo previo y durante el andlisis por citometria de flujo. Este ensayo se
llevé a cabo en el laboratorio de Protéomica del Instituto Nacional de Cancerologia

(INCaN).
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8.4 Ensayo de valoracion morfologica en linea celular de CMTN MDA-

MB-231 en respuesta a los tratamientos

Este ensayo se realizé en el laboratorio de Gendémica del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCaN) con el objetivo de observar algun posible dafio sobre la

morfologia de la linea celular MDA-MB-231 provocado por los farmacos.

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en placas de 6 pozos a una densidad
celular de 3x10° células por pozo en 2000 pl de medio RPMI-1640 suplementado con
SFB all0%. Se manej6 una placa para cada tratamiento (doxorrubicina al 0.5 uM,;
metformina 25 mM y F3 15 mM) en 4 tiempos de incubacion: 4, 24, 48 y 72 horas
respectivamente; de igual manera se requiri6 de una placa para cada tratamiento en
sinergia bajo los mismos tiempos de incubacidén que los tratamientos individuales. Las
concentraciones establecidas en cada tratamiento se obtuvieron con los ICsg obtenidos
por SFR-B. Los grupos experimentales consistieron en: 1. Control negativo, células sin
tratamiento, 2. Control positivo, doxorrubicina, a 0.5 uM; 3. células tratadas con
metformina 25 mM; 4. células tratadas con F3 15 mM; 5. Células tratadas con
doxorrubicina/metformina; 6. células tratadas con doxorrubicina/F3 y 7. Células
tratadas con doxorrubicina/metformina/F3. Los tratamientos fueron renovados cada 24
horas desde su inicio; todos se llevaron a cabo por triplicado de manera independiente.
Concluidos los tiempos de incubacion correspondientes para cada tratamiento se llevo
a cabo la fijacion de las células, para ello se elimind el medio de cultivo y a cada pozo
se le agregaron 100 ul de TCA al 10% frio dejandose incubar a 4°C por 1 hora, se
retir6 el TCA y se lavo cuatro veces con agua corriente dejando secar la placa a

temperatura ambiente. Al finalizar, para la tincién de las células se agregaron 200 ul de
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SFR-B Sigma-Aldrich® al 1% a cada pozo y se incub6 a temperatura ambiente y en
agitacion constante durante 30 minutos, posteriormente se elimind lo mas posible el
colorante emitido por la SFR-B, se lavé cada pozo con acido acético al 1% JT Baker®.
Finalmente se agregaron 100 pl de PBSX frio para realizar el escaneo en el

microscopio optico Nikon® a 100X y se tomaron las imagenes correspondientes.

8.5 Ensayos in vivo: Establecimiento del modelo murino

El protocolo de experimentacion in vivo se llevo a cabo en el Bioterio del

Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran (INNCM SZ).

Para el establecimiento del modelo murino se requirieron ratones hembra atimicos de
la cepa (Foxn1™/Foxn1™) de 4 semanas de edad los cuales fueron proporcionados por
dicha Institucién. Los ratones atimicos (Foxn1™/Foxn1™) presentan una mutacion en el
gen Fox1, se caracterizan por la ausencia o deterioro del timo con el objetivo de inducir
una inhibicion del sistema inmunologico (inmunidad celular) debido a la ausencia total
de linfocitos T. Se les llama “ratén desnudo” por la ausencia de pelo corporal y tienen
un gran valor en la investigacion oncoldgica porque permiten el trasplante de células

tumorales humanas.

Los animales fueron mantenidos en la sala de trabajo No. 10 del mismo bioterio,
lugar donde se realizaron todos los procedimientos de inoculacién y quirdrgicos. Los
animales se mantuvieron en microaisladores estaticos para ratbn con un maximo de

cinco individuos por caja. Se mantuvieron libres de patdégenos con ciclos de luz y
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obscuridad 12/12 con agua y alimento ad libitum y de acuerdo a las normas de cuidado

establecidas por el comité de Bioética de esta Institucion.

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 8 grupos experimentales:
grupo control (-) con solucién fisiolégica; tratamientos individuales: doxorrubicina,
metformina y F3; tratamientos en sinergia: doxorrubicina/metformina, doxorrubicina/F3,
metormina/F3 y metformina/doxorrubicina/F3. Todos con una n=5 respectivamente.
Para generar los xenotransplantes los animales fueron inoculados via subcutédnea en
el flanco derecho con 10x10° de células de CMTN MDA-MB-231. La suspensién celular
fue preparada el mismo dia en que se practico la inoculacion y previo a ello las células
fueron mantenidas en botellas de cultivo de 175 cm? con 15 ml de medio de cultivo
RPMI-1640 GIBCO® suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) biowest®,
penicilina 10,000 U/mL y estreptomicina 10,000 ug/mL GIBCO® y bicarbonato de sodio
Sigma-Aldrich®. Los cultivos fueron mantenidos en wuna incubadora REVCO
Technologies® con una atmésfera de 5% CO?%-95% aire a 37°. Cuando las células
alcanzaron una confluencia del 80% y la densidad necesaria para la inoculacién de
todos los animales de los grupos experimentales se retir0 el medio y las cajas se
lavaron con PBS 1X estéril y frio. Las células se cosecharon agregando 1 mL de
tripsina al 0.05% durante 5 minutos a temperatura ambiente con movimientos suaves
para ser despegadas. La suspension celular fue cosechada en tubos falcon estériles
de 15 ml, se agregaron 5 ml de PBS 1X estéril y frio y se centrifugaron a 1200 rpm
durante 5 minutos, el sobrenadante fue retirado y el pellet lavado nuevamente con 10
mL de PBS 1X estéril y frio y centrifugado bajo las mismas condiciones, se retiro el
sobrenadante y el pellet fue re-suspendido en 1 mL de medio RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB. La adicion de medio se hizo con la finalidad de
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facilitar el recuento y mantener la viabilidad. La suspension celular fue mantenida en
bafio de hielo hasta el momento del recuento de células y el analisis de la viabilidad,
para ello de la suspensién celular en stock se tomé una alicuota de 10 uL a la cual se
le adicionaron 10 pL del colorante azul de tripano GIBCO® para su recuento en una
camara hemocitométrica de Neubauer MARIENFELD®. La cuantificacion de las
células viables y no viables fue realizada mediante la técnica de exclusién vital, es
decir, exclusion de las células no tefiidas con respecto a las tefiidas por el azul de
tripano. El procedimiento se realiz6 en referencia al protocolo establecido por GIBCO®:

http://www.invitrogen.com/cell-culture-protocols/trypan-blue-exclusion. Con base en lo

anterior se realizaron las diluciones correspondientes para obtener 10x10° de células
viables para cada raton de los 8 grupos experimentales. La suspension celular se
coloco en tubos eppendorff estériles de 0.6 mL, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5
minutos a 4° C se retird el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 200 uL de
solucion fisioldgica estéril PISA®. Dicha suspension celular fue inoculada con una
jeringa de insulina de 1°/mL. La inoculacién de animales se llevé a cabo via
subcutanea en el flanco derecho del animal. Previo a esto, los animales fueron
pesados diariamente y monitoreados para la deteccion oportuna de la aparicion de la
masa tumoral la cual fue evaluada durante un periodo maximo de 4 semanas. En el
momento de la deteccion del tumor, cuando éste presentd un volumen de
aproximadamente 3 mm?®se hizo un seguimiento con el objetivo de establecer su tasa
de crecimiento durante la fase de tratamiento. La medicion del tumor se llevé a cabo
con un vernier mediante la formula establecida por Hedley et al; 2011; la cual
establece que el volumen, expresado en mm es= (0.52) X (largo)? X (ancho), donde

0.52 es el factor que incluye la proporcion de piel; al mismo tiempo de la aparicion del
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tumor se procedié a la administracion de los farmacos via intra-peritoneal (i.p.) a la
misma hora cada 24 horas. Las concentraciones de los tratamientos fueron
establecidas con base en las ICso que se obtuvieron en los ensayos de SFR-B in vitro:
1) control (+) doxorrubicina: 1 mg/Kg; 2) metformina: 200 mg/Kg y 3) F3: 15 mg/Kg.
Para los tratamientos en sinergia: 4) doxorrubicina/metormina: 1mg/Kg:200mg/Kg; 5)
moxorrubicina/F3: 1mg/Kg:15mg/Kg; 6) Metformina/F3: 200mg/Kg:15mg/Kg vy 7)
doxorrubicina/metformina/F3: 1 mg/Kg/200mg/Kg:15mg/Kg (Tabla 3). En lo que se
refiere al grupo control (-) fue inoculado con 200 pl se solucion salina. De igual manera
durante esta fase de tratamiento los animales fueron pesados y monitoreados
diariamente. El punto final de experimentacion culmindé dentro de los 15 dias de
tratamiento establecidos. Dentro de esta fase no se reportd ninguna de las siguientes
caracteristicas: disminucion del peso corporal en un 20%, falta de movilidad y/o
cambios de comportamiento que obligara a sacrificar a los animales antes de finalizar

con su tratamiento.
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# de animales

Grupo Tratamiento [ ] Farmaco en 200 pl
1. Control (-) solucidn fisioldgica N=5
2. Control (+) doxorrubicina 1 mg/Kg N=5
3. metformina 200 mg/Kg N=5
4, F3 15 mg/Kg N=5
5. doxorrubicina/metformina 1 mg/Kg:200mg/Kg N=5
6. doxorrubicina/F3 1 mg/Kg:15 mg/Kg N=5
7. metformina/F3 200 mg/Kg: 15 mg/Kg N=5
8. doxorrubicina/metformina/F3 1 mg/Kg: 200 mg/Kg: 15 N=5
mg/Kg

Tabla 3. Distribucidén de grupos experimentales y dosis de tratamientos administradas en 200
ul de PBS 1X a cada uno de los animales. Las concentraciones de los tratamientos
administradas a cada grupo de animales fueron establecidas con base en las ICsy obtenidas

en los ensayos in vitro.

8.6 Evaluaciéon de ladisminucion de la masa tumoral a través de micro-

Tomografia Emisora de Positrones (microPET)

Este estudio se llevd a cabo en la Unidad PET/CT Ciclotron de la Facultad de

Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).

La micro tomografia emisora de positrones (microPET) es una técnica no invasiva
de imagenologia molecular cuyo objetivo es proporcionar informacién de procesos
biol6gicos a nivel molecular y/o metabdlico mostrando imagenes funcionales que

reflejan la concentracion de un farmaco especifico proporcionando informacion de
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procesos bioquimicos o bioldgicos a nivel molecular. La evaluacion y seguimiento del
crecimiento tumoral en los animales con la linea celular MDA-MB-231 y el efecto
reductor del tumor por el nuevo tratamiento, se llevé a cabo mediante este estudio
empleando el radiotrazador fluorodesoxiglucosa ([*®F] FDG). Este es un radiofarmaco
analogo de la glucosa (glucosa marcada con flior 18) que permite evaluar la actividad
glicolitica en células neopléasicas (Avila-Rodriguez y Alva-Sanchez, 2010), que como
ya se menciond anteriormente se encuentra mas elevada en células tumorales a

diferencia de las células normales.

El andlisis se llevo a cabo bajo el siguiente protocolo de adquisicion establecido por
la Unidad PET/CT ciclotron UNAM a través del equipo MicroPET Focus 120 Concorde
Microsystem, Siemens: Los ratones fueron anestesiados en una camara de induccion
con isofluorano/oxigeno (0.5 L/min) durante 5 minutos y canalizados via vena caudal
con 200 mCi de [*®F]JFDG en un volumen de 200 pL con un tiempo de biodistribucion
del radiotrazador de 45 minutos, periodo en el cual el animal se mantuvo en un
microaislador con temperatura constante para su pronta recuperacion después de
haber sido anestesiado. Concluido el tiempo de biodistribucion el animal nuevamente
fue colocado en la camara de isofluorano para ser anestesiado via vena caudal para
mantenerlo estatico en la plancha del microPET para la adquisicién de las imagenes
con el programa de reconstruccion OSEM3D Siemens® de la misma casa comercial
del equipo microPET. El protocolo de adquisicién fue de manera estéatica durante 30
minutos, en este periodo de tiempo de adquisicion de imagenes el animal permanecio
anestesiado con una dosis baja y constante de isofluorano a través de una mascarilla,
se mantuvo a 37°C bajo luz incandescente con el objetivo de mantener su temperatura

corporal constante. La evaluacion y evolucién de la enfermedad se hizo en tres
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ocasiones: 1) estado basal, 2) punto medio del tratamiento (7 dias) y 3) al final del
tratamiento (15 dias). Los ensayos se realizaron por triplicado y de manera

independiente.

8.7 Estadistica

Para evaluar si existen o no diferencias significativas, a los resultados se les aplico
el andlisis de varianza de una via (ANOVA), utilizando en método de Dunnett para
comparaciones multiples. La significancia estadistica fue aceptable con una p<0.05

empleando el programa estadistico GraphPad PRISMA version 5.0.

9. RESULTADOS

9.1 Efecto delos farmacos individuales y en sinergia en la viabilidad de las

células MDA-MB-231

En esta seccion del trabajo experimental se evalud el efecto citotéxico de los
farmacos en forma individual y combinados sobre la linea celular de CMTN MDA-MB-
231 mediante el uso del colorante SFR-B tal como se describe en materiales y
métodos. Los resultados muestran que los valores de absorbancia obtenidos en este
ensayo disminuyeron a medida que se incremento la concentracion de los farmacos y

el tiempo de exposicion a estos; se manejaron 4 tiempos de incubaciéon con el objetivo
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de observar su efecto a corto y largo plazo. En la Figura 16 a-g se observa que en los
tratamientos individuales y en sinergia el valor de 1Csy es dependiente tanto de la dosis
como del tiempo. En lo que refiere a los tratamientos individuales, se observa de
manera significativa (*p=0.05) que la doxorrubicina tiene un efecto dependiente de
dosis-tiempo, obteniendo su ICsp a una dosis baja (0.5 uM) y en un tiempo corto (4
horas); con respecto a otras concentraciones y tiempos de incubacién, su efecto
permanecio constante a esta dosis en tiempos de incubacion mas largos, lo cual nos
hace suponer que bajo estas condiciones las células estan desarrollando cierta
resistencia a doxorrubicina. Su citotoxicidad fue en aumento conforme el tiempo de
exposicion. En metformina se obtuvo un un ICsp a 25 mM (*p=0.05) a las 24 horas; su
efecto inhibitorio aumenta conforme el tiempo, tiene un comportamiento dependiente
del tiempo y no de la dosis ya que se ha observado que a menores 0 mas altas
concentraciones la metformina ejerce la misma accion; ademas, se conoce que este
farmaco es inocuo aun en altas concentraciones (Figura 16-b). El F3 ejercio su efecto
inhibitorio sobre la proliferacion celular de 50% en un tiempo mas largo con respecto a
doxorrubicina y metformina, se obtuvo su ICsp a 15mM a las 48 horas (*p=0.05)

(Figura 16-c).
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Figura 16 a-c. Viabilidad de las células de CMTN MDA-MB-231 tratadas con diferentes
concentraciones de los farmacos en estudio, de manera individual. Las graficas muestran el
porcentaje de células que sobrevivieron a los tratamientos. a) doxorrubicina 1C5,=0.5 uM; b)
metformina=25 mMy c) F3=15 mM.
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En lo que respecta a las combinaciones farmacolégicas, la sinergia entre los
farmacos se ve potencializada en tiempos mas cortos y a bajas concentraciones en
relacion con los tratamientos individuales. En el caso de Metformina/F3 se observa su
efecto en un plazo mas largo y una dosis mas alta en referencia a las demas
combinaciones, obteniendo a las 48 horas una ICsy de 30 mM; se observa que las
combinaciones farmacoldgicas con doxorrubicina potencializan su accion en tiempos
mas cortos en comparaciéon con las que no la tienen, tal y como lo podemos observar
en la (Figura 16-e), el ICso de esta combinacién fue obtenida en un tiempo mas largo y
por tanto dosis mas altas en comparacion con doxorrubicina/F3. La combinacion
doxorrubicina/F3 (Figura 16-f) muestra un 50% de la inhibicion de la proliferacion
sobre la linea celular en corto tiempo (24 horas) y dosis baja (15 mM); en relacion a lo
gue se obtuvo con doxorrubicina de manera individual, lo que sugiere que
probablemente la combinacién con doxorrubicina potencializa la accion de los
farmacos combinados con ella. Finalmente nuestra estrategia farmacolégica, la mezcla
de los tres farmacos, doxorrubicina/metformina/F3, tiene un comportamiento sinérgico
obteniendo una respuesta considerablemente significativa (*p=0.05) sobre la inhibicién
del 50% de la proliferacion celular en un tiempos mas corto (4 horas) y dosis baja (10
mM) con respecto a otras combinaciones. Demostramos que probablemente la
combinacién con doxorrubicina puede estar potencializando el efecto inhibitorio sobre

la proliferacion celular en combinacion con metformina/F3 (Figura 169).
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Figura 16 d y e. Viabilidad de las células de CMTN MDA-MB-231 tratadas con diferentes
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Figura 16 f y g. Viabilidad de las células de CMTN MDA-MB-231 tratadas con diferentes
concentraciones de los farmacos en sinergia en cuatro tiempos de incubacion. Las graficas
muestran el porcentaje de células que sobrevivieron a los tratamientos con f) metformina/F3 y g)
doxorrubicina/metformina/F3 presentando una ICsy de 30 y 15 mM respectivamente. La estrategia
farmacoldgica de la combinacion de los tres farmacos muestra de manera significativa incremento
en el efecto sobre la inhibicion de la proliferacion celular con respecto a las demés combinaciones.
En ambas graficas, se observa que el efecto de los tratamientos es dependiente de la dosis.
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9.2 Efecto de los farmacos en la apoptosis de las células de CMTN MDA-

MB-231 por citometria de flujo

Con la finalidad de evaluar el tipo de muerte celular inducida por los farmacos,
se utiliz6 el método de Anexina V/IP para citometria de flujo. En referencia a la
Doxorrubicina (Figura 17a) a una concentracion de 0.5 uM, las graficas de puntos
obtenidas mostraron que su efecto sobre la induccibn de muerte por apoptosis es
minimo; se obtuvo un 9% de muerte por apoptosis dentro de las primeras 24 horas y
este efecto se incremento ligeramente a las 72 horas con un 14% de apoptosis; sin
embargo de manera significativa se observaron mas células tefiidas con IP en células
tratadas con doxorrubicina (0.5 uM), lo que indica que su efecto indujo un 17% de
muerte celular por necrosis dentro de las primeras 24 horas y que dicho efecto va en
aumento conforme transcurre el tiempo de incubacion presentando un 26% total de
muerte por necrosis a las 72 horas (Figura 18 a-d). En la Figura 17b, se muestra que
la metformina a una concentracion de 25mM, tiene un efecto de induccion de muerte
por apoptosis sobre la linea celular del 18% en las primeras horas (*p=0.05) este
efecto va en aumento en las siguientes 72 horas hasta terminar con un total de 45% de
apoptosis. Por el contrario, hubo una disminucion significativa de necrosis con respecto
a doxorrubicina y F3, mostrando 4.5 % de necrosis en las primeras 24 horas,
manteniendo este efecto relativamente constante, con 4 y 6 % de necrosis,
respectivamente. El F3 a 15mM produce un efecto minimo de apoptosis (4%) dentro
de las primeras 24 horas, el cual es significativamente menor (*p=0.05) en

comparacion con doxorrubicina y metformina (Figura 17 a-c; Figura 18 a-d).
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Figura 17 a-c. Graficas de puntos obtenidas de citometria de flujo; el eje de las X
grafica para Anexina V mientras que el de las Y para IP. Mediante ANEXINA V/IP se
determiné el tipo de muerte que los farmacos individuales en estudio indujeron sobre
la linea celular de CMTN MDA-MB-231 a) doxorrubicina control (+), b) metforminay c)
F3. Todos los ensayos se realizaron en 3 tiempos de incubacion (24, 48y 72 horas) y

por triplicado.
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La induccién de apoptosis por el F3 aumento transcurridas 72 horas, hasta
alcanzar 18% de apoptosis; efecto significativamente mas alto en comparacion con

doxorrubicina y metformina en ese mismo periodo de tiempo (Figura 17-c).

Por otra parte, en la Figura 17d observamos que doxorrubicina/metformina
tienen un efecto inductor de muerte por apoptosis del 18% a las 24 horas y un total de
64% a las 72 horas; de manera importante se observa que el efecto inductor de
necrosis es inversamente proporcional en los tres tiempos de incubacién. El complejo
de doxorrubicina/F3 generd una induccion de muerte por apoptosis del 9% en las
primeras 24 horas, tal efecto se mantiene relativamente constante a las 48 y 72 horas
con un 11 y 13% respectivamente; por otro lado su efecto por induccion de necrosis es
considerablemente significativo (*p=0.05) en los 3 tiempos de incubacion 24, 48y 72
horas mostrando un 19, 21 y 30% de necrosis respectivamente. En metformina/F3 se
observo una induccién de muerte por apoptosis del 7% a las 24 horas el cual
permanecio constante a las 48 y 72 horas con un 6%; sin embargo la muerte por
necrosis se vio considerablemente incrementada (*p=0.05) en los tres tiempos de
incubacion 24, 48 y 72 horas con un 14, 29 y 37 % de necrosis, respectivamente.
Finalmente, el efecto proapotdético que nuestra estrategia farmacolégica
doxorrubicina/metformina/F3, ejerce sobre la linea celular es considerablemente
significativa (*p=0.05) en referencia a las demas combinaciones (Figura 17-g; Figura
18 a-d). Dicha accién es mayor a las otras alternativas en las primeras 24 horas con un
19% de apoptosis; este fenébmeno fue en aumento llegando a un total de 75% de
apoptosis a las 72 horas. Por otra parte la toxicidad se ve disminuida notoriamente,
obteniendo 5% de necrosis a las 24 horas, incrementando hasta un total de 26% a las

72 horas (Figura 18 a-d).
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d) Doxorrubicina/Metformina
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Figura 17 d y e. Graficas de puntos obtenidas de citometria de flujo; el eje de las X
corresponde a células marcadas con Anexina V, mientras que el de las Y, células
marcadas con IP. Mediante ANEXINA V/IP se determiné el tipo de muerte que los
farmacos en sinergia indujeron sobre la linea celular de CMTN MDA-MB-231: d)
Doxorrubicina/Metformina, e) Doxorrubicina/F3. Se observa que el efecto de estos
tratamientos induce de manera significativa, muerte por necrosis mas que por
apoptosis. Todos los ensayos se realizaron en 3 tiempos de incubacion (24, 48 y

72 horas) y por triplicado.
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f) Metformina/F3
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Figura 17 f y g. Graficas de puntos obtenidas de citometria de flujo; el eje de las X
corresponde a células marcadas con Anexina V, mientras que el de las Y a células
marcadas con IP. Mediante ANEXINA V/IP se determiné el tipo de muerte que los
farmacos en sinergia indujeron sobre la linea celular de CMTN MDA-MB-231: f)
Metformina/F3 muestran mayor efecto de muerte por necrosis y Q)
Doxorrubicina/Metformina /F3 muestra un efecto significativo de inducciéon de muerte
por apoptosis a diferencia de los demas tratamientos. Todos los ensayos se realizaron
en 3 tiempos de incubacidn (24, 48 y 72 horas) y por triplicado.
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a) APOPTOSIS EN TRATAMIENTOS INDIVIDUALES
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Figura 18 a-b. Porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis inducida por los
farmacos de manera individual: doxorrubicina, metformina y F3. a) De manera
significativa doxorrubicina y F3 muestran un menor porcentaje de muerte por apoptosis.
Metformina muestra de manera significativa (*p=0.05) induccion de apoptosis lo que
refiere su bajo efecto toxico en comparacién con doxorrubicina y el F3. b) Porcentaje de
necrosis inducida por los farmacos de manera individual: doxorrubicina, metformina y
F3; se observa que doxorrubicina y F3 ejercen efecto toxico al inducir de manera
significativa (*p=0.05) muerte por necrosis en comparaciéon con metformina. Los ensayos

se realizaron por triplicado y en tres tiempos de incubacion: 24, 48y 72 horas.
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c) APOPTOSIS EN TRATAMIENTOS COMBINADOS

1007 24 Horas
50, P=0.0005 48 Horas
—- 72 Horas
n
8 60
=
o
@)
% 40-
NS
204
0
Control Doxorrubicina/Metformina Doxorrubicina/F3 Metformina/F3 Doxorrubicina/Metformina/F3
TRATAMIENTOS
d) NECROSIS EN TRATAMIENTOS COMBINADOS
100+
24 Horas
48 Horas
804
P=0.005 72 Horas
%) ok
8 60 -I;
o %
O 5 \
LU
2w N\
8 \
20 \
N\ N\
O T T § T &

Control Doxorrubicina/Metformina Doxorrubicina/F3 Metformina/F3 Doxorrubicina/Metformina/F3

TRATAMIENTOS

Figura 18 c-d. Porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis inducida por los farmacos
en sinergia: doxorrubicina/metformina, doxorrubicinal/F3, metformina/F3 y
doxorrubicina/metformina/F3. c) se observa de manera significativa (*p=0.05) que nuestra
estrategia experimental (doxorrubicina/metformina/F3) induce 75% de apoptosis a diferencia de
las demés combinaciones: doxorrubicina/metformina, doxorrubicina/F3, metformina/F3 y d) se
observa que el efecto de muerte por necrosis en doxorrubicina/metformina/F3 es inversamente
proporcional a lo obtenido en apoptsosis. Los ensayos se realizaron por triplicado y en tres

tiempos de incubacion: 24, 48 y 72 horas.
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9.3 Evaluacién morfologica de las células de CMTN MDA-MB-231

después del tratamiento con los farmacos

Con el objetivo de tener mas evidencia sobre el efecto toxico de los farmacos se
realizé un ensayo de valoracion morfolégica cosechando 7000 células en placas de 24
pozos en 5 tiempos de incubacion: 4, 24, 48 y 72 horas y por triplicado, tal y como se
describe en material y métodos; empleando las concentraciones de los IC50 obtenidas
en el ensayo de SFR-B. Los resultados obtenidos muestran el cambio morfolégico que
sufrieron las células al ser tratadas con cada uno de los farmacos en los 5 tiempos de
incubacion. En la Figura 19 se presentan las imagenes de las células con tratamientos
individuales y en sinergia; las células control se encuentran en estado proliferativo con
forma regular, nucleo definido y con integridad de la membrana celular y volumen
citoplasmatico. Las células que recibieron los tratamientos (Figura 19 a-g) se observa
gue las células presentaron cambios morfologicos en proporcion directa al tiempo que
estuvieron expuestas a los farmaco mientras transcurren los tiempos de incubacion. En
lo que respecta a metformina (Figura 19a), las células muestran caracteristicas
propias de apoptosis, es decir, el citoplasma y los organulos celulares estan
condensados. En las imagenes las células presentan ligeros poros o evaginaciones en
su membrana, lo que refiere la exposicion de los fosfolipidos al exterior de la
membrana, agrandamiento nuclear y una consecuente reduccion del volumen
citoplasmatico a partir de las 4 horas; estas caracteristicas se hacen mas prominentes
en los siguientes tiempos de incubacion. Caso contrario a doxorrubicina y F3 (Figura
19 b y c¢), a partir de las 4 horas la célula presenta significativos cambios morfolégicos

en comparacion con metformina, ambos farmacos propician muerte por necrosis, es
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decir, reduccién del volumen citoplasméatico y considerable pérdida de la interaccion
célula-célula. Estas caracteristicas se hacen mas prominentes conforme incrementa el
tiempo de exposicion a estos farmacos hasta observar caracteristicas que tienden
induccién de muerte por necrosis. De igual manera, estos resultados concuerdan con
los ensayos de citotoxicidad anteriores y demuestran morfolégicamente el alto
potencial toxico de doxorrubicina y F3. En lo que refiere a las combinaciones
farmacoldgicas, en la Figura 19 d-g; las células con tratamiento presentan cambios
morfolégicos a partir de las 4 horas, haciéndose mas prominentes conforme
incrementan los tiempos de incubacion; En los tratamientos: doxorrubicina/metformina,
doxorrubicina/F3 y metformina/F3 (Figura 19 d, e y f respectivamente), las células
presentan una morfologia caracteristica de muerte por necrosis, (reduccion del
volumen citoplasmatico y considerable pérdida de la interaccion célula-célula).
Finalmente, la estrategia experimental: doxorrubicina/metformina/F3, refiere cambios
morfolégicos caracteristicos de induccion de muerte por apoptosis (Figura 19 g). A
partir de las 4 horas de estimulo se observa la presencia de células granulares con los
cuerpos apoptoéticos e hinchamiento celular, de manera importante se observa que a
las 72 horas hay una disminucién de la proliferacion celular ademas de la presencia de
restos celulares; tales observaciones son propias de muerte por apoptosis. Lo anterior
nos permite inferir que el empleo de esta estrategia farmacoldgica no da muestras

morfoldgicas de toxicidad en comparacion con los demas tratamientos.
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a) Metformina b) Doxorrubicina c) F3
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Figura 19 a-c: Valoracién morfoldgica del tipo de muerte inducida sobre la linea celular de
CMTN MDA-MB-231 por el efecto de los farmacos de manera individual a 4, 24, 48y 72 horas
de incubacion. Tratamientos individuales: as células control se observan en estado
proliferativo con forma regular, nucleo definido y buena integridad de la membrana celular y
volumen citoplasmatico. a-c) en las células con tratamientos a partir de las 4 horas se
observan cambios en su estructura; a) metformina presenta cambios caracteristicos que
tienden a la apoptosis; b) doxorrubicina y ¢) F3 cambios caracteristicos de muerte por

necrosis. Las flechas indican zonas donde se presentan cambios morfoldgicos.
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d) Doxo/Met e) Doxorrubicina/F3 f) Metformina/F3 g) Doxo/Met/F3

4

Figura 19 d-g: Valoraciéon morfolégica del tipo de muerte inducida sobre la linea celular de
CMTN MDA-MB-231 por el efecto de los farmacos en sinergia a 4, 24, 48 y 72 horas de
tratamiento. Las células control se observan en estado proliferativo con forma regular,
nucleo definido y buena integridad de la membrana celular y volumen citoplasmatico. g) En
Doxo/Met/F3 a las 72 horas se observa reduccion considerable de la proliferacion celular y
apariencia caracteristica de células apoptoticas en comparacion con las otras
combinaciones que muestra caracteristicas de muerte por necrosis. Las flechas indican las

zonas donde se presentan cambios morfologicos.
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94 Determinacién del crecimiento tumoral mediante microPET

Con el objetivo de evaluar la eficacia de los tratamientos empleados en este
estudio se recurri6 a utilizar como herramienta de seguimiento de enfermedad al
microPET con el radioniclido [18F]FDG (Figura 20 y 21 a y b). La medicion de la
masa tumoral se llevo a cabo con vernier, dichas medidas fueron tomadas diariamente
y con ellas se establecieron las curvas de inhibicion del crecimiento tumoral desde el
dia cero (basal) hasta el final del tratamiento (15 dias) (Figura 22 a 'y b), tal y como se
describe en material y métodos, respectivamente. De acuerdo a las Figuras 20 y 21 La
biodistribucién del radionuclido se aprecia en las zonas de color rojo con mayor
intensidad, es decir, la [18F]FDG como otros radionuclidos tienen la capacidad de
absorberse donde hay mayor demanda energética por tanto este se bio-distribuira en
mayor intensidad en la masa tumoral. Los 6rganos como los 0jos, la vejiga (por ser la
zona de eliminacion del farmaco) y cerebro por su naturaleza fisiologia son zonas de
alta demanda energética por tanto la acumulacion de la [18F]FDG también se vera

acumulada en esta zonas.

En las figuras 20 y 21 se muestran la biodistribucién de la [18F]FDG, la cual fue
determinada 1 hora después de su administracion, su biodistribucion se aprecia en las
zonas de color rojo con mayor intensidad. Se observan 3 cortes: (transversal, coronal y
sagital) de los estudios de microPET realizados en los ratones. En el corte transversal
se observa la zona apical del corazon, el cerebro y la masa tumoral. En el corte sagital
se aprecia que por su funcion fisiologia el corazoén, el cerebro y la vejiga obtuvieron la
mayor captacion de la [18F]FDG. Cabe mencionar que en estudios con [18F]FDG la

vejiga presenta la mas alta concentracion de actividad debido a que su eliminacion es
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por via renal. A diferencia de la glucosa que sigue toda la ruta bioquimica de la
glucoalisis, la [18F]FDG se queda atrapada en la célula después de la accion de la
hexocinasa, esto permite evaluar la actividad glicolitica que es méas elevada en células
neoplasicas comparada con células normales. Este proceso es el que nos permite
apreciar el crecimiento o disminucién de la masa tumoral durante el tratamiento.

De manera particular la Figura 20 muestra las tres imagenes correspondientes de
respuesta al tratamiento de manera individual. La Figura 20a corresponde al control
negativo, el crecimiento del tumor es progresivo conforme al tiempo; en el ler andlisis
la masa tumoral tiene un volumen de 3 mm?, el 2° andlisis: 8 dias post-tratamiento con
un volumen 6.6 mm?y 3er anélisis con un volumen de 18 mm?®. La curva de inhibicién
del crecimiento tumoral (Figura 22a) muestra que a partir del dia 8 se incrementa de
manera considerable el crecimiento significativo de la masa tumoral con respecto al dia
cero; el grupo control se utilizé para todos los grupos experimentales (individuales y en
sinergia) como referencia de progresion de enfermedad. En la Figura 20 b se muestra
la imagen correspondiente al control positivo Doxorrubicina. ler analisis con una masa
tumoral inicial de 3mm?, en el 2° andlisis el tumor es tres veces mayor al inicial con un
volumen de 8.7 mm® y en el 3er andlisis el volumen de masa tumoral incremento a
18.11 mm?®, seis veces mas al volumen con el cual se inicié el tratamiento; la Figura
22a muestra que la curva de crecimiento tiende a bajar de manera significativa
(*p=0.05) después de una semana de tratamiento, sin embargo las células
probablemente desarrollan quimioresistencia y nuevamente se inicia la proliferaciéon
celular cinco dias antes de finalizar el tratamiento. En la Figura 20c se muestra el
animal correspondiente al grupo experimental tratado con metformina. Se inicio el

tratamiento con una masa tumoral de 3mm3, a los 8 dias de tratamiento hubo un
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incremento significativo del crecimiento tumoral hasta de 23.63 mm®y, al finalizar los
15 dias de tratamiento, el volumen tumoral disminuye a 19.18mm? (Figura 22a); lo
anterior muestra la eficacia del farmaco después de los 8 dias post-tratamiento al
disminuir el crecimiento de la masa tumoral al dia 15. En la Figura 20d se muestra la
imagen del animal tratado con F3. Al igual que los otros grupos experimentales, la
masa tumoral fue de 3mm?, en el 2° andlisis a los 8 dias post-tratamiento incrementé a
18.30 mm®y en el 3er andlisis 15 dias post-tratamiento, con respecto al control
negativo se observa un aumento importante del crecimiento de la masa tumoral al
presentar un volumen de 32.83 mm?® (Figura 22a); mas de 10 veces el tamafio inicial.
En la Figura 21, se muestran los grupos experimentales correspondientes a los
tratamientos en sinergia; todos los individuos iniciaron tratamiento cuando el volumen
del tumor alcanzo los 3 mm?®. En la Figura 21a se observa el ratén que pertenece al
grupo doxorrubicina/metformina, después de ocho dias de tratamiento, se observa un
incremento en el crecimiento tumoral con un volumen de 21 mm?® y al 3er anélisis
disminuye notoriamente a 13.77 mm?® (*p=0.05) (Figura 22b). En La Figura 21b, se
muestra el raton correspondiente al grupo doxorrubicina/F3, después de ocho dias de
tratamiento, se duplica el volumen del tumor a 6.3 mm?® en el tercer andlisis se
muestra un incremento de la masa tumoral de 9.85 mm?® (Figura 22b). Lo anterior
refiere que a pesar de que probablemente al inicio del tratamiento la doxorrubicina
intensifica su accion en combinacion con otros farmacos después de cierto tiempo
genera resistencia en las células lo que conlleva a una recurrencia de la enfermedad.
En la Figura 21c se muestra el animal correspondiente al grupo experimental
metformina/F3, el tumor tiene un comportamiento de crecimiento exponencial, igual

gue el control negativo, aumentando de manera considerable hasta el dia 15 en donde
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alcanzé un volumen final de 35 mm?® (Figura 22b). Finalmente en la Figura 21c se
muestra el efecto de la doxorrubicina/metformina/F3; en el 1er analisis la masa tumoral
tiene un volumen de 3mm?, a partir del 2° estudio (8 dias de tratamiento), se observa
de manera considerablemente significativa (***p=0.0005) que la combinacion de estos
farmacos produce una remision total de la masa tumoral con respecto a las deméas
propuestas farmacoldgicas (Figura 22b). En la imagen del microPET se puede
observar que en el 2° y 3er estudio no hay captacion de la [18F]FDG en la zona de
inoculacién, es decir, no hay actividad metabdlica. Asi mismo, la medicién del tumor no
fue posible ya que no habia evidencia fisica palpable. En la Figura 22c se muestran
los tumores correspondientes a los grupos experimentales extraidos después de la
eutanasia. Es importante mencionar que el grupo experimental correspondiente a la
combinacion de los tres farmacos, tuvo seguimiento por tres meses mas, con el
objetivo de observar la posible recurrencia de la enfermedad y sobrevida. Después de
este periodo de sobrevida no se observo crecimiento tumoral recurrente ni sintoma de

toxicidad.
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Analisis en microPET 18FDG: Tratamientos individuales

a) Control (-)

1er analisis: Control (-)

Transversal Coronal

20 analisis: Control (-)

Transversal Coronal

3er analisis: Control (-)

‘ r

Transversal Coronal .

Figura 20 a. Muestra la evaluacién del crecimiento tumoral del grupo experimental control
(-), animales sin tratamiento (tratado con solucién salina). Este analisis se llevé a cabo
mediante microPET empleando el radiontclido ®FDG. El seguimiento de la enfermedad se
evalué mediante 3 andlisis (basal, 7 y 15 dias). Se observé crecimiento significativo de la
masa tumoral al dia 7. A la derecha se muestran los animales que se utilizaron durante los
15 dias del seguimiento de este analisis y la masa tumoral extraida al finalizar el estudio.
Las flechas indican la zona de mayor captacién de la *®FDG; la cual se biodistribuye en la
zona de mayor demanda energética. Por su naturaleza fisiol6gica, en los 6rganos corazon
y cerebro se observa mayor captacion del radionuclido; en la vejiga se observa captacion
debido a que la FDG es excretada a través de la orina.
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b) Doxorrubicina (+)

1er analisis: Doxorrubicina (+)

Transversal Coronal ¢

2° analisis: Doxorrubicina (+)

Transversal Coronal

3er analisis: Doxorrubicina (+) DOXORRUBICINA(+)
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Figura 20 b. Muestra la evaluaciéon del crecimiento tumoral del grupo experimental tratado con
Doxorrubicina (control +). Este andlisis se llevé a cabo mediante microPET empleando el
radiontclido™®FDG. El seguimiento de la enfermedad se evalué mediante 3 andlisis (basal, 7 y 15 dias).
se observé crecimiento significativo de la masa tumoral y recurrencia de la enfermedad al dia 7 de
tratamiento. A la derecha se muestran los animales que se utilizaron durante los 15 dias del
seguimiento de este andlisis y la masa tumoral extraida al finalizar el estudio. Las flechas indican la
zona de mayor captacién de la '®FDG; la cual se biodistribuye en la zona de mayor demanda
energética. Por su naturaleza fisioldgica, en los 6rganos corazén y cerebro se observa mayor
captacion del radionuclido; en la vejiga se observa captacion debido a que la FDG es excretada a
través de la orina.
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c) Metformina

1er analisis: Metformina

Transversal Coronal

22 analisis: Metformina

Transversal Coronal

3er analisis:
Metformina

Transversal Coronal ‘

Figura 20 c. Muestra la evaluacién del crecimiento tumoral del grupo experimental tratado
con metformina. Este andlisis se llevé a cabo mediante microPET empleando '°FDG. El
seguimiento de la enfermedad se evalué mediante 3 analisis (basal, 7 y 15 dias. Se observo
disminucion poco significativa del crecimiento de la masa tumoral con respecto a lo
obtenido con doxorrubicina y F3. A la derecha se muestran los animales que se utilizaron
durante los 15 dias del seguimiento de este andlisis y la masa tumoral extraida al finalizar el
estudio. Las flechas indican la zona de mayor captacion de la **FDG; la cual se biodistribuye
en la zona de mayor demanda energética. Por su naturaleza fisiolégica, en los 6rganos
corazén y cerebro se observa mayor captacion del radiondclido; en la vejiga se observa
captacion debido a que la FDG es excretada a través de la orina.
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d) F3

1er analisis: F3

Transversal Coronal

2° analisis: F3

X

Transversal Coronal

3er analisis: F3

Transversal Coronal

Figura 20 d. Muestra la evaluacion del crecimiento tumoral del grupo experimental tratados con el
F3. Este andlisis se llevd a cabo mediante microPET empleando el radiontclido '®FDG. El
seguimiento de la enfermedad se evalu6 mediante 3 analisis (basal, 7 y 15 dias). Se observé
crecimiento significativo de la masa tumoral y presencia de necrosis, lo que refiere la baja
efectividad del tratamiento de manera adyuvante. A la derecha se muestran los animales que se
utilizaron durante los 15 dias del seguimiento de este analisis y la masa tumoral extraida al
finalizar el estudio. Las flechas indican la zona de mayor captacién de la °FDG; la cual se
biodistribuye en la zona de mayor demanda energética. Por su naturaleza fisiologica, en los
O6rganos corazon y cerebro se observa mayor captacion del radionuclido; en la vejiga se observa
captacion debido a que la FDG es excretada a través de la orina.
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Analisis en microPET 18FDG: Tratamientos en sinergia

a) Doxorrubicina/Metformina

1er analisis:
Doxorrubicina/Metformina

Transversal Coronal

2° analisis:
Doxorrubicina/Metformina
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Figura 21 a. Muestra la evaluacién del crecimiento tumoral de los grupos experimentales tratados

con los farmacos en sinergia. Este andlisis se llevdo a cabo mediante microPET empleando el

radiontclido ®FDG. El seguimiento de la enfermedad se evalué mediante 3 andlisis (basal, 7y 15

dias). a) grupo metformina/F3 se observd crecimiento significativo con respecto a la masa

tumoral inicial. A la derecha se muestran los animales que se utilizaron durante los 15 dias del

seguimiento de este analisis y la masa tumoral extraida al finalizar el estudio. Las flechas indican

la zona de mayor captacion de la ®FDG; la cual se biodistribuye en la zona de mayor demanda

energética. Por su naturaleza fisiolodgica, en los 6rganos corazén y cerebro se observa mayor

captacion del radiontclido; en la vejiga se observa captacion debido a que la **FDG es excretada

através de la orina.
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b) Doxorrubicina/F3

1er analisis:
Doxorrubicina/F3

Transversal Coronal

2° analisis:
Doxorrubicinal/F3

Transversal Coronal

3er analisis:
Doxorrubicina/F3

Transversal Coronal W/

Figura 21 b. Muestra la evaluaciéon del crecimiento tumoral de los grupos experimentales tratados con

los farmacos en sinergia. Este analisis se llevé a cabo mediante microPET empleando el radiondclido
BEDG. El seguimiento de la enfermedad se evalué mediante 3 andlisis (basal, 7 y 15 dias). b) grupo
Doxorrubicina/F3 se observd disminucion considerable con respecto a la masa tumoral a la mitad del
tratamiento. A la derecha se muestran los animales que se utilizaron durante los 15 dias del
seguimiento de este analisis y la masa tumoral extraida al finalizar el estudio. Las flechas indican la
zona de mayor captacion de la '®*FDG; la cual se biodistribuye en la zona de mayor demanda energética.
Por su naturaleza fisiolégica, en los dérganos corazdén y cerebro se observa mayor captacién del

radionticlido; en la vejiga se observa captacion debido a que la ®FDG es excretada a través de la orina.
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c) Metformina/F3

1er analisis :
Metformina/F3

Transversal Coronal

2° analisis:
Metformina/F3

Transversal Coronal

3er analisis:
Metformina/F3

Transversal Coronal ‘ 48

Figura 21 c. Muestra la evaluacién del crecimiento tumoral de los grupos experimentales tratados con
los farmacos en sinergia. Este andlisis se llevé a cabo mediante microPET empleando '®FDG. El
seguimiento de la enfermedad se evalu6é mediante 3 analisis (basal, 7 y 15 dias). ¢) grupo metformina/F3
se observo crecimiento significativo con respecto a la masa tumoral inicial. A la derecha se muestran
los animales que se utilizaron durante los 15 dias del seguimiento de este analisis y la masa tumoral
extraida al finalizar el estudio. Las flechas indican la zona de mayor captacién de la **FDG; la cual se
biodistribuye en la zona de mayor demanda energética. Por su naturaleza fisiologica, en los 6rganos
corazén y cerebro se observa mayor captacion del radioniclido; en la vejiga se observa captacién

debido a que la ®FDG es excretada a través de la orina.
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d) Doxorrubicina/Metformina/F3

1er analisis:
Doxo/Met/F3
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20 analisis:
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Figura 21 d. Muestra la evaluacién del crecimiento tumoral de los grupos experimentales tratados con la

-
LA

estrategia experimental de la combinacién de los tres os farmacos. Este andlisis se llevé a cabo
mediante microPET empleando el radiontclido ®FDG. El seguimiento de la enfermedad se evalué
mediante 3 analisis (basal, 7 y 15 dias). d) grupo doxorrubicina/metformina/F3; a partir del 2° andlisis (7
dias de tratamiento) se observa de manera considerablemente significativa (***p=0.0005) la remision
total de masa tumoral, sin observar recurrencia de la enfermedad. A la derecha se muestran los
animales que se utilizaron durante los 15 dias del seguimiento de este analisis y la masa tumoral
extraida al finalizar el estudio. Las flechas indican la zona de mayor captacién de la *FDG; la cual se
biodistribuye en la zona de mayor demanda energética. Por su naturaleza fisiologica, en los 6rganos
corazén y cerebro se observa mayor captacion del radioniclido; en la vejiga se observa captacién

debido a que la ®FDG es excretada a través de la orina.
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CRECIMIENTO TUMORAL (mm)

a) TRATAMIENTOS INDIVIDUALES

20000+ Control - |5 .
/
/
{ <~ CONTROL (+)
/ , & DOXORRUBICINA
10008+ -+ METFORMINA
+ F3
£ Do/MvIF3
10000+
) 'P=0.05
/ .
/ "o' o T
/, f‘ € m
5000+ / V—
/ ’
-
4 “
/ v 4 p=0,0005
_..‘.'.‘:"’4:?: R EEE ey 1 Ju

’
DIAS

Figura 22a. Curva de inhibicion de crecimiento tumoral con los tratamientos individuales

durante 15 dias de seguimiento de la enfermedad. La gréfica corresponde al crecimiento

tumoral con respecto al tiempo, empleando los farmacos individuales; se observa que la

doxorrubicina remonta su crecimiento al dia 8 del tratamiento a pesar de presentar

disminucion significativa (*p=0.05) del crecimiento tumoral con respecto a metformina y
F3.
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b) TRATAMIENTOS COMBINADOS
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Figura 22b. Curva de inhibicién de crecimiento tumoral con los tratamientos en sinergia
durante 15 dias de seguimiento de la enfermedad. La grafica corresponde al crecimiento
tumoral con respecto al tiempo, empleando los farmacos en sinergia; se observa de
manera considerablemente significativa (***p=0.0005) que doxorrubicina/metformina/F3
induce remision total del crecimiento tumoral a los 7 dias de tratamiento. No se observé

recurrencia de la enfermedad al final del estudio.
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c) Masas tumorales extraidas al final del tratamiento
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Figura 22c. Extracciones de masas tumorales correspondientes a los animales sometidos al

analisis con microPET durante 15 dias de tratamiento. En el panel superior se observan los
tumores de los grupos tratados con los farmacos individuales. La masa tumoral
correspondiente al tratamiento con doxorrubicina es de menor tamafio en comparacién con el
control (-), metformina y F3. En el panel inferior se observan los tumores correspondientes a
los grupos experimentales tratados con las terapias coadyuvantes. Se observa que el tumor
correspondiente a la terapia metformina/doxorrubicina es de menor tamafio con respecto a
metformina/F3 y doxorrubicina/F3; mientras que, de manera importante el tejido extraido de
doxorrubina/metformina/F3 es significativamente menor a diferencia de todos los grupos
experimentales. El tejido obtenido de doxorrubicina/metformina/F3 no muestra caracteristicas

propias de masa tumoral, tal y como se observa en las terapias individuales y en sinergia
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9.5. Evaluacién del estado morfolégico de los xenotransplantes

mediante cortes histolégicos

Con el objetivo de conocer si los farmacos provocaban cambios histologicos en
la masa tumoral, se llevaron a cabo tinciones mediante el protocolo de ematosilina-
eosina en muestras del control negativo, positivo y del complejo
doxorrubicina/metformina/F3. En la Figura 23 a y b se muestran los cortes
histologicos del control negativo y control (+) doxorrubicina, respectivamente;
después de 15 dias de tratamiento en ambos grupos se observan células de
aspecto irregular, nucleos grandes y difusos. Las células presentan una evidente
perdida de la integridad o deformacién de la membrana plasmatica y una pérdida
de adhesion célula-célula; se observan espacios infiltrados lo que sugiere un
estadio avanzado de la enfermedad. Dichos cambios morfolégicos son mas
prominentes en el grupo control negativo que en el grupo tratado con doxorrubicina.
Con base en lo anterior podemos observar el bajo efecto terapéutico que
doxorrubicina ejercio en este grupo experimental en los 15 dias de tratamiento en
comparacion con la combinacion de los tres farmacos. En la Figura 23c se
observan escasas células dispuestas de forma aislada con una morfologia que
sugiere muerte por apoptosis, o que se deberia al probable efecto de la sinergia de

los tres farmacos.
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Figura 23. Corte histolégico de grupo control (-), (+) y doxorrubicina/metformina/F3.
En (a y b) se observan células de aspecto irregular: nucleos grandes y difusos;
espacios infiltrados, perdida de la integridad o deformacién de la membrana
plasmética y pérdida de adhesion célula-célula. Todas estas caracteristicas nos
sugieren un estadio avanzado de la enfermedad. c) La estrategia experimental
doxorrubicina/metformina/F3, muestra células dispuestas de forma aislada lo que

sugiere un tipo de muerte inducida por necrosis.
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10.DISCUSION

Con base en los avances conceptuales en la ultima década Hanahan y Weinberg
en el 2011 afiadieron dos “hallmarks” o marcas biologicas emergentes a la lista de los
8 ya existentes: la evasion en los procesos de destruccion del sistema inmune y la
reprogramacion del metabolismo energético de la célula tumoral. (Pérez-Plasencia y
Duefias-Gonzélez, 2006). Sin embargo, el conocimiento de la biologia celular y
molecular de las células tumorales ha cambiado significativamente. A pesar de que el
descubrimiento se estableci6 hace casi un siglo por Otto Warburg en 1923,
recientemente su trabajo ha sido recuperado, donde se postula que el cancer puede
ser visto desde la perspectiva de una enfermedad con aberraciones en el metabolismo
intermedio de la glucosa (Garcia, 2010). En general se ha observado que la mayoria
de las células tumorales presentan un metabolismo significativamente alterado; esto
significa que su tasa glicolitica es mucho mayor que el de sus contrapartes normales,
permitiendo a estas células mantener altas sus tasas proliferativas resistiendo a las
sefales de muerte celular, lo que les permite cumplir con dos objetivos: proliferar y
mantener una fuente constante de energia (Vander et al; 2009). Este incremento en la
tasa proliferativa de la célula tumoral, exige incrementar su masa celular asi como
duplicar su DNA. En ambos procesos se requiere sintetizar lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, asi como energia en forma de ATP (Hanahan y Weinberg, 2011). Diversos
estudios demuestran que el resultado de esta aberracion metabdlica, es la
sobreexpresién de genes que codifican para las enzimas que intervienen en ésta ruta
metabdlica tales como la LDH y G3PDH. Ademas, este efecto ha sido directamente

relacionado con la activacion de oncogenes tales como MYC, Ras y Akt y la pérdida de
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genes supresores de tumores los cuales conllevan a una desregulacién de la
conversion de piruvato a lactato (Lee et al; 2010). Por todo lo anterior, la inhibicion del
metabolismo de la célula tumoral actualmente se conceptualiza y se propone como un

blanco terapéutico prometedor para el tratamiento de esta enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, la doxorrubicina in vitro
no induce la muerte celular por apoptosis, sino por necrosis, el cual probablemente se
debe a la fragmentacion del DNA sobre la linea celular, induciendo minimamente
muerte por apoptosis, caso contrario observamos de manera considerablemente
significativa induccion de muerte por necrosis probablemente mediante la
fragmentacion del DNA sobre la linea celular (figura 17a) En los ensayos de
citotoxicidad y valoracion morfologica, la doxorrubicina inhibio la proliferacion celular en
un 95%. Dicho fendmeno se corroboré por medio de Anexina V/IP, en donde el
farmaco fue evaluado en tres tiempos diferentes (24, 48 y 72 horas) (Figura 17a). En
las primeras 24 horas de tratamiento, la doxorrubicina indujo principalmente, muerte
por necrosis; tal efecto fue en aumento en las siguientes 72 horas de tratamiento. Lo
anterior concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos de SFR-B; donde el
efecto sobre la inhibicion del 50% de la proliferacion celular permanecié relativamente
constante, lo cual sugiere que las células desarrollaron cierta resistencia al farmaco a
esta concentracion. La valoracion morfologica correspondiente a doxorrubicina, a 5 uM
las células tratadas comienzan a presentar cambios morfologicos desde las primeras 4
horas de tratamiento; mostrando cambios caracteristicos de muerte por necrosis al
final del periodo de tratamiento (72 horas) en comparacion con las células control
negativo y metformina. Los resultados anteriores confirman que el tipo de muerte

inducido por la doxrrubicina en la linea celular MDA-MB-231 es por necrosis, a tiempos
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cortos de exposicion y dosis bajas, su accion es dosis y tiempo dependientes. Dichos
resultados concuerdan con el trabajo de Ghebeh et al; 2010 en lineas celulares MDA-
MB-231, T47D y SKBR3. Los autores, observaron una inhibicion de la proliferacion
celular en tiempos cortos y baja dosis y la induccion del 90% de muerte por necrosis a
las 72 horas a una concentracion de doxorrubicina de 0.4 uM. En el trabajo citado, los
autores concluyeron que dentro de las drogas quimioterapéuticas disponibles hoy en
dia, la doxorrubicina es uno de los farmacos mas efectivos, la cual actia por toxicidad

directa sobre la célula.

Por otra parte, en cuanto al efecto de doxorrubicina en el modelo en ratones, su
efectividad es baja. Sin embargo, es superior en comparacion al efecto de la
metformina y el F3. A pesar de la efectividad que la doxorrubicina mostré al inhibir el
crecimiento tumoral a los 8 dias de tratamiento, a partir del dia 10 la masa tumoral
reinicié su crecimiento (Figura 22a). Dicho evento es confirmatorio a los resultados de
toxicidad (Figura 16a) y citometria de flujo (Figura 17a), lo que nos hace suponer que
probablemente las células desarrollaron cierta quimioresistencia al farmaco a la mitad
del periodo de tratamiento y por lo tanto hubo recurrencia de enfermedad. Estudios
demuestran que doxorrubicina también puede inducir muerte por autofagia debido al
estrés genotdxico que ocasiona, ya que promueve la hiperactivacion de (poli-ADP-
ribosa) polimerasa-1, (por sus siglas en inglés, PARP) una importante enzima nuclear
gue promueve la induccion de otro tipo de muerte celular como la autofagia lo que a su
vez agota los niveles de NAD® y ATP conllevando a la célula a experimentar
irreversiblemente un fallo de energia resultando en la muerte celular. Lo anterior se
encuentra referenciado en estudios realizados en células deficientes de PARP-1 aun

en concentraciones altas de doxorrubicina fueron incapaces de inducir muerte celular.
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La forma especifica de muerte celular que doxorrubicina induzca sobre el
sistema biolégico (apoptosis, autofagia o necrosis) varia dependiendo de las
concentraciones del farmaco. Lo anterior sustenta que a pesar de la eficacia que se
observé en nuestros resultados in vitro; in vivo no se obtuvo una respuesta eficiente de
doxorrubicina, probablemente a que in vivo se requiera emplear dosis mas altas para
demostrar su efectividad en la disminucién de la masa tumoral, a pesar de la toxicidad

gue este farmaco pueda ejercer en los animales.

Con respecto al F3 (Draouil y Feron, 2011) in vitro, su ICsy se encontro a
tiempos mas largos (48 horas) y concentraciones relativamente bajas (15 mM), a
diferencia de doxorrubicina y metformina. Este resultado coincide con lo que se obtuvo
en citometria de flujo: el F3 ejerce un efecto significativo (*p=0.05) a las 48 horas de
tratamiento, al inducir principalmente muerte celular por necrosis (23%), e
incrementando este valor transcurridas 72 horas de tratamiento (Figura 17c). Por el
contrario, el efecto proapoptético fue de 18% total, después de 72 horas de exposicion.
En los estudios de valoracion morfolégica, el F3 a 15 mM, indujo cambios evidentes en
la morfologia de las células después de 24 horas de tratamiento, causando muerte por
necrosis (Figura (Figura 19c). Al término de las 72 horas de exposicion al farmaco, se
presentaron, principalmente, caracteristicas de muerte por necrosis, en comparacion
con las células control negativo y metformina. El efecto del F3 en los ensayos in vitro,
puede explicarse por su accién en la disminucion en la sintesis o sobreexpresion de la
LDH-A, lo que produce una reduccién del flujo glicolitico y por tanto a una disminucion
o inhibicion de la sintesis del oncogen c-myc, el cual juega un papel fundamental en el
crecimiento y la proliferacién de las células tumorales en el paso de la fase GO/G1

(Ward et al; 2012). Asi mismo se infiere que hubo una disminucion o inhibicion del HIF-
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1, provocando la disminucion o inhibicion de la sobreexpresion de los genes que
codifican para las enzimas que participan en la glicolisis, incluyendo la LDH-A la cual
convierte el piruvato a lactato con el reciclaje de NAD" (Thornburg et al; 2008). Por otro
lado, en cuanto al efecto proapoptético del F3, éste puede ser debido a una reduccién
de la LDHA, lo que caus6 estrés bioenergético y oxidativo, y que condujo a la muerte

de la célula tumoral por apoptosis.

El F3 es un potente inhibidor de la LDHA en lo que a esta linea respecta. En
otro estudio, se determind mediante SiRNAs el mecanismo de la muerte celular
mediante la reduccion de la expresion de la LDHA en células cancerigenas linfoideas
(P493) empleando el F3 (Lee et al; 2010). Asi mismo observaron un aumento en el
consumo de oxigeno, por lo que concluyeron que el F3 promueve la entrada de
piruvato a la mitocondria mediante fosforilacion oxidativa, lo que conlleva a una
disminucién de la LDHA y por tanto a la muerte de las células cancerigenas. Nuestros
resultados demuestran que a dosis mas bajas (5 y 10 mM) y tiempos cortos: 4 y 24
horas, no se observan diferencias significativas en la inhibicion de la proliferacion
celular, por el contrario a dosis mas altas (20, 25 y 30 mM) y tiempos largos: 48 'y 72
horas, se induce un efecto potencialmente toxico sobre la linea celular. Lo anterior se
sustenta con un estudio realizado igualmente por Lee et al; 2010 con la linea celular
P493, donde observaron mediante citometria de flujo con ANEXINA V, que la adicién
diaria (cada 24 horas) del F3 de 5mM hasta 20mM durante 72 horas induce muerte por

necrosis.

Actualmente, diversos estudios in vivo han documentado que la disminucién de

la sintesis de la LDHA retrasa el desarrollo del tumor, indicando que la LDHA es
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importante para la iniciacion del tumor (Lee et al; 2010). El efecto del F3 en los
animales no fue significativo en comparacién a la doxorrubicina y metformina. El
crecimiento de la masa tumoral del grupo tratado por 15 dias con el F3 fue en aumento
del dia 0 al 15; de una masa inicial del xenotransplante de 3 mm?® al final del
tratamiento se observé un patron de crecimiento descontrolado de la masa tumoral
similar al control negativo con un volumen de 32.83 mm?® De manera particular, en
este grupo experimental, los animales desarrollaron necrosis en el sitio de inoculacién
al finalizar el tratamiento, esta reaccion probablemente sea una caracteristica particular
del F3 debido a su prolongado tiempo de exposicion en los animales. Lo anterior
muestra la baja eficacia del farmaco de manera individual al no presentar una
disminucion considerable de la masa tumoral. Los resultados anteriores son
comparables con el trabajo de Thornburg et al; 2008, ya que sus resultados in vivo
mostraron que en ratones BALB/c tratados con el F3 con una dosis de 15 mg/Kg no se
observo una disminucion significativa del xenotrasplante a los 40 dias de tratamiento,
sin embrago, aumentando la dosis a 120 mg/Kg, observaron una reduccion
considerable del xenotransplante. Probablemente en nuestros resultados no hubo una
respuesta favorable al F3 debido a la dosis utilizada. Sin embargo, de acuerdo a la
literatura, la inhibicion de la LDHA es un importante blanco terapéutico para la
supresion de tumores, siendo el F3 una excelente opcion para la regulacion del flujo

glicolitico en la conversion del piruvato a lactato (Draouil y Feron, 2011).

El dltimo farmaco evaluado fue la metformina, el cual es empleado a nivel
mundial para el tratamiento de pacientes con DMT2. Su principal mecanismo de accién
consiste en disminuir la secreciéon de glucosa del tejido hepético e incrementar la

glucdlisis intestinal, asi como disminuir la resistencia a la insulina (Bailey y Turner,
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1996). Existe una diversidad de publicaciones relevantes de estudios en animales y
humanos que demuestran el efecto antineoplasico de la Metformina, incluyendo la
inhibicion de la proliferacion e induccion de muerte celular (Lee et al; 2010).Se ha
documentado ampliamente que los pacientes diabéticos son susceptibles de padecer
cancer debido a las altas concentraciones de glucosa sistémica que presenta; sin
embargo, se ha demostrado que los pacientes diabéticos tratados con metformina,
tienen incidencia reducida y menores probabilidades de padecer cancer a diferencia de
los que no son tratados con ella (Hirsch et al; 2009). En nuestro trabajo, encontramos
gue la metformina tiene un ICso en la linea celular MDA-MB-231 a una concentracion
de 25 mM a las 24 horas. El efecto sobre la inhibicién de la proliferacion celular se
mantiene relativamente constante en las siguientes horas de tratamiento (48 y 72
horas), sin observar una disminucion significativa de muerte celular a dosis mas altas
(40 mM), en periodos largos de tiempo (72 horas), a diferencia del comportamiento de
la doxorrubicina y el F3. Por otra parte los ensayos por citometria de flujo concuerdan
con las pruebas de toxicidad (SFR-B), observando de manera significativa que a las 24
horas se obtuvo un %15 de células marcadas con Anexina lo que refiere muerte celular
por apoptosis. Este efecto fue en aumento en las siguientes horas, llegando a un total
de un 75% de apoptosis al final del tratamiento (72 horas). El efecto de la metformina
en la induccion de muerte por necrosis fue inversamente proporcional a lo obtenido por
apoptosis, debido a su bajo potencial téxico aun a altas concentraciones y largos
periodos de tiempo de incubacién (72 horas). Nuevamente, nuestros resultados
demuestran la inocuidad de la metformina en comparacion con doxorrubicina y el F3.
En los resultados de valoracién morfoldgica, las células expuestas a una concentracion

de 25 mM de metformina, a partir de las 4 horas de incubacién existe la presencia de

111



evaginaciones en su membrana plasméatica, lo que refiere a la exposicion de los
fosfolipidos al exterior de la membrana, agrandamiento nuclear y una consecuente
reduccién del volumen citoplasmatico. Estos resultados son similares a lo reportado
por Zhuang y Miskimins, (2011) en la linea celular MDA-MB-231, correspondientes a
muerte por apoptosis. Cabe mencionar que en nuestros resultados, estos cambios
fueron mas evidentes al final del periodo de tratamiento (72 horas). La inhibicion de la
proliferacién y crecimiento celular por parte de la metformina, se debe a su capacidad
de inhibicion de la via mTOR. La deprivacion de nutrientes inducida por la metformina,
provoca una disminucion de los niveles de ATP, lo que conduce a la activacion del
sensor energético AMPK; esta cinasa al detectar esta baja energética activo rio abajo
la cascada de sefalizacion para inhibir la actividad de mTOR, particularmente el
complejo mTORC1. De manera directa, esta cascada promueve a la inhibicion del
complejo elF4E, el cual es requerido para la eficiente transcripcion de los RNAs de
genes que sintetizan las proteinas que participan en la glicdlisis y otros tipos de
proteinas (Dowling et al; 2011). Por tanto la bioenergética de la célula tumoral se ve
comprometida, inhibiendo los procesos de biogénesis que ésta requiere para obtener
la biomasa necesaria y, asi cumplir con funciones como: proliferacion constante y el
mantenimiento de una fuente de energia disponible para su crecimiento; al ser
inhibidos estos procesos de vital importancia en la célula tumoral inevitablemente la

célula muere.

Otro mecanismo de accion de la metformina es su asociacién a mitogénesis, es
decir, la disminucion de ciclina D1, dicho fendmeno conlleva al arresto del ciclo celular

en la fase G1, lo anterior también como consecuencia de la activacion de AMPK
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(Alimova et al; 2009). Dichos procesos vinculados a la metformina, pueden explicar el

efecto proapoptético encontrados en las evaluaciones in vitro.

Sin embargo, a pesar de la alta efectividad que la metformina demostro en los
ensayos in vitro, hubo un efecto contrario in vivo. De acuerdo con la gréafica de
crecimiento tumoral, podemos observar que los resultados in vivo (22a) sustentan de
manera poco significativa la inhibicion del crecimiento de los xenotransplantes por
metformina en comparacion a la doxorrubicina, pero a diferencia de ésta, no se
observo recurrencia de la enfermedad. En nuestro estudio, la metformina demostro
baja eficiencia en la disminuciéon de la masa tumoral a largo plazo (Figura 22a);
probablemente se requieran de dosis mucho mas altas y tiempos mas prolongados
para un efecto inhibitorio. Zhuang y Mismkimins, (2011) reportaron que en modelos in
vivo de cancer de mama con ratas, la metformina a dosis de 200 y 400 mg/Kg no
produce efectos significativos sobre la reduccion tumoral, y que, por el contrario,
después de cierto tiempo, hay un incremento de la masa tumoral, seguramente debido
al desarrollo de quimioresistencia. Los mecanismos mediantes los cuales la
metformina no produce efectos inhibitorios sobre el crecimiento tumoral no se conocen
con exactitud, sin embrago, se cree que su inefectividad se debe a efectos indirectos
sobre los niveles sistémicos de insulina o glucosa o, a través de efectos directos sobre
el crecimiento celular y sobrevivencia (Dowling et al; 2011). De manera contraria Liu et
al; 2009, demostraron en ratones atimicos xenotransplantados con 5 x 10° células
tumorales MDA-MB-231, que con una dosis de 2 mg/Kg via i.p y 2 mg/ml via oral de
metformina, hubo inhibicion y prevencion de manera significativa del crecimiento
tumoral (*p=0.01) a los 60 dias de tratamiento. Asi mismo, lliopolous et al; 2011,

encontraron en xenotransplante en ratén atimico con la misma linea celular, que
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aquellos animales tratados con la metformina a una dosis de 20 mg/Kg de metformina
via i.p y 20 mg/mL via oral, tenian una disminucion de la masa tumoral a los 45 dias de
tratamiento. De manera importante, cabe destacar que en los trabajos previamente
citados utilizaron dos vias de administracién y la dosis que emplearon, es mucho
menor a la nuestra, no obstante, observaron un efecto significativo en la reduccion de
la masa tumoral. En el grupo experimental tratado con metformina, encontramos un
patrén de crecimiento similar a doxorrubicina, es por ello que no descartamos el

potencial inhibitorio de la metfomina.

En lo que se refiere a los grupos tratados con terapia coadyuvante (Figura 26b),
observamos que en aqguellas combinaciones con el F3, no hubo respuesta favorable en

cuanto a la reduccién de la masa tumoral o proliferacion celular.

Los resultados de citometria de flujo, en la combinacion metformina/F3 refieren de
manera significativa, induccion de muerte por necrosis; este efecto fue en aumento al
inducir un total del 80% de células en necrosis a las 72 horas y 19% de apoptosis. Lo
anterior concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos de SFR-B, donde se
observa que la combinacion de metformina/F3 a dosis mas altas y tiempos largos
induce una inhibicion significativa de la proliferacion de la linea celular. En cuanto al
cambio morfoldgico, segun nuestras observaciones, hubo efecto toxico de la terapia
metformina/F3 en los 4 tiempos de incubacion, con una significativa pérdida del
volumen citoplasmético y de la interaccion célula-célula, hasta mostrar cambios
caracteristicos de muerte por necrosis, este efecto se hizo mas prominente al final del
periodo de tratamiento (72 horas) en comparacion con las células control negativo

(Figura 19f). Lo anterior nos permite inferir que esta sinergia no esta ejerciendo su
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accion al actuar sobre sus blancos terapéuticos, sino que por el contrario, muestra
citotoxicidad, manteniéndola en un ambiente agresivo que la conlleva a sufrir muerte

por necrosis.

La ineficacia de esta terapia se demostré en los ensayos in vivo al observar una
vez mas la baja efectividad de terapia coadyuvante (metformina/F3) sobre los animales
de este grupo experimental, en comparacion con los grupos conformados por
doxorrubicina/metformina, doxorrubicina/F3 y doxorrubicina/metformina/F3 al finalizar
el tratamiento (Figura 22b). Los resultados obtenidos en este proyecto de tesis con
esta sinergia, no pueden ser sustentados bibliograficamente ya que hasta el momento
no se encuentran referenciados estudios que demuestren cientificamente el uso de
esta terapia in vitro e in vivo y mucho menos en humanos para comprobar su efecto
eficiente y/o ineficiente. Con base en los resultados podemos decir que a pesar del alto
potencial sobre la inhibicion de la proliferacion celular que se le atribuye a metformina,
en esta sinergia con el F3 suprime su efectividad al observar que no demuestra de
manera efectiva su potencial, sin embargo, probablemente la metformina logra atenuar
el efecto citotoxico del F3, en comparacion con su accién individual. De igual modo,
aunque se encuentra referenciado que el F3 es un potente inhibidor de la LDHA
observamos que en combinacién con metformina se suprime el efecto inhibidor sobre

la linea celular y sobre la disminucion del crecimiento tumoral.

En este trabajo, encontramos que la combinacién doxorrubicina/F3 no muestra
un efecto significativo sobre la inhibicién de la proliferacion celular en la linea celular
MDA-MB-231 en el primer tiempo de incubacién (24 horas); su ICso se obtuvo a las 48

horas, sin embargo se observé a las 72 horas una considerable inhibicién de la
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proliferacién celular lo que probablemente refiere que a tiempos mas prolongados
induce de manera importante muerte celular por toxicidad debido a la combinacién con
doxorrubicina. Los resultados de citometria de flujo indican un 19% de necrosis en las
primeras 24 horas; este efecto fue en aumento al mostrar un total de 67% después de
72 horas, mientras que las células que murieron por apoptosis fueron de 9% y 33%
después de 24 y 72 horas, respectivamente. Estos resultados son reforzados por los
obtenidos en SFR-B en los que se observé que a dosis mas altas y tiempos largos
induce una inhibicién significativa de proliferacion, siendo una combinacion altamente
toxica. En los resultados de valoracion morfologica, se puede observar en el panel
correspondiente a doxorrubicina/F3 en los 4 periodos de tratamiento (Figura 19e). Las
células comienzan a presentar, de manera significativa, cambios estructurales como
pérdida del volumen citoplasmatico y de la interaccion célula-célula, hasta mostrar
cambios caracteristicos de muerte por necrosis. La ineficacia de esta terapia en la
inhibicién del crecimiento de los xenotransplantes, se demostro en los ensayos in vivo
al observar la baja efectividad de doxorrubicina/F3. El crecimiento de la masa tumoral
del grupo tratado por 15 dias con doxorrubicina/F3 fue relativamente en aumento del
dia 0 al 15, iniciando con un volumen de 3 mm?® hasta alcanzar 11.3 mm® al termino del
tratamiento. De manera particular se puede observar que no se generd crecimiento
descontrolado del tumor en comparacion con lo que se obtuvo en la terapia
metformina/F3, lo anterior probablemente se deba a que la doxorrubicina potencié su
efecto en combinacién con el F3. De igual manera que con metformina/F3, los
resultados anteriores no pueden ser sustentados bibliograficamente ya que hasta el

momento no se encuentran referenciados estudios que demuestren cientificamente in
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vitro, in vivo y en humanos la eficacia de esta terapia. Con base en los resultados, el

F3 no incrementa significativamente la accion de la doxorrubicina en células tumorales.

De manera importante, la terapia coadyuvante con los farmacos de primera
linea para el tratamiento de cancer de mama y DMT2: (doxorrubicina/metformina)
muestra un comportamiento efectivo sobre la inhibicion de la proliferacion celular en
los ensayos in vitro e in vivo en comparacion con el control negativo, doxorrubicina/F3
y metformina/F3 (Figuras 16d-f; 17d-f; 19d-f; 21a-c y 22b-c). No obstante las células
desarrollaron quimioresistencia a esta combinacion farmacolodgica. Este fenomeno de
resistencia puede ser atribuido a la doxorrubicina, debido a que de manera adyuvante
ejercio resistencia en los cuatro tiempos de tratamiento a 5 uM; en el caso de dosis
mas altas y tiempos prolongados se observa una significativa inhibicion de la
proliferacion celular; probablemente el responsable de este efecto potencial se deba a
la presencia de la doxorrubicina. En lo que refiere al tipo de muerte que se indujo con
esta terapia coadyuvante, los resultados de citometria de flujo refieren de manera
significativa que induce 10% de muerte por apoptosis en las primeras horas. Este
efecto fue relativamente en aumento al mostrar un total de 38% de células en necrosis
a las 72 horas, probablemente este efecto de induccién de necrosis no fue atenuado
por la presencia de metformina; de manera contraria, se observo un efecto significativo
de induccién de apoptosis, obteniendo a las 24 horas un 18% de células marcadas con
Anexina V, este evento incremento hasta lograr un total de 62% de células marcadas
con Anexina V al final del tratamiento (72 horas). El efecto significativo sobre la
induccion de apoptosis nos sugiere que probablemente la metformina atenta la

toxicidad de la doxorrubicina dentro de las primeras horas, pero que posteriormente
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este efecto se reduce debido a la resistencia que las células contra la doxorrubicina

conforme transcurre el tiempo de tratamiento.

Los resultados de valoracibn morfolégica evidenciaron el potencial toxico de
esta terapia, en ellos se puede observar en el panel correspondiente a
doxorrubicina/metformina en las primeras 4 y 24 horas de tratamiento que las células
comienzan a presentar poros en su membrana plasmatica, agrandamiento nuclear y
una consecuente reduccién del volumen citoplasmatico, todos ellos, cambios
caracteristicos propios de induccion de muerte por apoptosis. Los cambios
morfolégicos mas evidentes ocurren después de 48 y 72 horas de tratamiento, se
observa pérdida del volumen citoplasmatico y de la interaccién célula-célula, hasta
mostrar cambios caracteristicos de muerte por necrosis, este efecto se hizo mas
prominente al final del periodo de tratamiento, en comparacion con las células del
control negativo, doxorrubicina/F3 y metformina/F3. Esto sugiere, que el efecto
apoptético en las primeras horas de tratamiento, puede estar asociado a la metformina,
la cual atenua la toxicidad que la doxorrubicina pueda inducir. Sin embargo, de manera
contraria, en las siguientes 48 y 72 horas este efecto se reduce, probablemente debido
a la resistencia que desarrollan las células contra la doxorrubicina. La eficacia de la
combinacién de los 3 farmacos in vivo fue superior a las combinaciones de
metformina/F3 y doxorrubicina/F3 al finalizar el tratamiento. De manera importante
como sucedi6 en los ensayos in vitro, los animales desarrollaron resistencia y
recurrencia de la enfermedad, es decir, se observé una disminucion importante del
xenotransplante a los 8 dias de tratamiento, sin embrago, al dia 11 la curva de
crecimiento muestra una recurrencia de la masa tumoral por quimioresistencia. La

combinacién de doxorrubicina/metformina habia sido previamente reportada (lliopoulus
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et al; 2011) demuestran una reduccién de la masa tumoral en un 90% en ratones
atimicos después de 40 dias de tratamiento. lliopoulus sugiere que la metformina ataca
a las células troncales, retrasando asi la recurrencia de enfermedad. Esto fue
demostrado midiendo la afinidad de la doxorrubicina/metformina por atacar

selectivamente a las CSC mediante microRNA-200.

Finalmente, la estrategia farmacoldgica, doxorrubicina/meformina/F3, mostro
una capacidad de remision de masa tumoral total (Figuras 21d y 22b y c). Los
resultados in vitro muestran que a tiempos cortos y bajas concentraciones, la
combinacion farmacologica es muy efectiva sin dafio citotoxico, observando un 5% de
células macadas con IP en las primeras 24 horas y de un 26% de células en apoptosis
en el mismo tiempo, hasta obtener un 75% total de muerte por apoptosis después de
72 horas de tratamiento (Figura 17g). Lo anterior concuerda con los resultados
obtenidos en los ensayos de SFR-B, donde se observé que a dosis mas altas y
tiempos largos induce una inhibicion significativa de la proliferacion sobre la linea
celular. En los ensayos de valoracion morfoldgica, se puede observar que las células
tratadas con doxorrubicina/metformina/F3, comenzaron a presentar de manera
significativa la presencia de poros en su membrana plasmatica a partir de las 4 horas
hasta las 72 horas de tratamiento; dichos cambios morfologicos refieren el
agrandamiento nuclear y una consecuente reduccion del volumen citoplasmatico;

cambios indicadores de muerte por apoptosis.

Este complejo farmacolégico abatié in vivo por completo el crecimiento tumoral en
comparacion con los otros grupos experimentales. Cabe mencionar que los animales

de los otros grupos experimentales fueron sacrificados por cuestiones éticas, sin
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embargo, el grupo experimental de los 3 farmacos, tuvo seguimiento por mas de tres
meses para observar recurrencia de enfermedad y sobrevida. Al termino de éste
periodo, en ningln animal hubo recurrencia de enfermedad o signos de toxicidad. Al
término de este periodo, en ningun animal hubo recurrencia de enfermedad o signos

de toxicidad.

Con base en los resultados obtenidos, se puede inferir que la remisiéon de la masa
tumoral inducida por el complejo doxorrubicin/metformina/F3, se deba a una sinergia
atacando por una parte la glicolisis, disminuyendo el consumo de glucosa e inhibiendo
las sefiales de proliferacion y crecimiento celular por parte del bloqueo de la via de
MTOR, induciendo finalmente una reparacion de muerte celular recuperando autofagia

y apoptosis.

Finalmente los ensayos de inmunohstoquimica en nuestros grupos control negativo,
doxorrubicina y doxorrubicina/metformina/F3 muestran resultados evidentes en
relacion a la efectividad de nuestra estrategia farmacoldgica; la combinacién de los 3
farmacos refiere células con caracteristicas propias de induccion de muerte celular por
apoptosis. Por el contrario, la doxorrubicina, el farmaco de excelencia para tratamiento
de cancer de mama, refleja su baja efectividad al mostrar células con caracteristicas
gue refleja un estadio avanzado de la enfermedad. Para sustentar si evidentemente la
combinaciéon de farmacos ejerce muerte por apoptosis y demostrar su bajo potencial
toxico es importante mencionar que se realizaran las pruebas inmunohistoquimicas
correspondientes para la busqueda de marcadores moleculares que nos indiquen mas
especificamente sobre las proteinas y genes involucrados en la muerte celular por

apoptosis inducida por la combinacion farmacolégicas.
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11.

CONCLUSIONES

+E|l uso y la combinacién de estas drogas (doxorrubicina/metformina/F3) fue
efectivo, observando la remision total de la masa tumoral en este modelo de

tumorigénesis.

+Se demostré in vitro e in vivo el potencial terapéutico de esta combinacion de
farmacos mostrando una mejor eficacia sobre las terapias existentes

(doxorrubicina).

+ El modelo de CaMa in vivo es una herramienta para reproducir, bajo
condiciones controladas, el crecimiento tumoral con células humanas en

ratones, permitiendo la evaluacion de nuevas terapias farmacoldgicas.

+ Con base en los resultados obtenidos, se observd que el metabolismo
energético tumoral representa una buena estrategia tanto para el entendimiento
del comportamiento de la célula cancerigena, asi como en la busqueda de

alternativas terapéuticas.

+ A través de SFR-B se observd que el efecto citotoxico del tratamiento
experimental doxorrubicina/metformina/F3 sobre la linea celular MDA-MB-231
es dependiente de tiempo y dosis, obteniendo su ICsy a bajas concentraciones
en tiempos cortos.

+ A través de citometria de flujo, se observé que la combinacion de los farmacos

doxorrubicina/metformina/F3 induce la muerte celular por apoptosis en la linea
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MDA-MB-231, reduciendo significativamente la necrosis provocada por la
doxorrubicina.

En el modelo in vivo, la combinacion de los tres farmacos mostraron un alto
potencial en la reduccién del tumor derivado de la linea celular MDA-MB-231.
No se encontré recurrencia de la enfermedad ni respuesta téxica en los
animales correspondientes a esta estrategia experimental después de 3 meses
post-tratamiento.

Los ensayos in vitro e in vivo realizados permitieron alcanzar satisfactoriamente

los objetivos establecidos en este proyecto de tesis.
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12. PERSPECTIVAS

+Sobre la masa tumoral extraida de los ensayos in vivo es necesario llevar a cabo
las pruebas moleculares que refieran las vias de sefializacién que se activan o

inhiben con el empleo de esta terapia coadyuvante.

+Es de suma importancia determinar mediante Western Blot, citometria de flujo,
RT-PCR y analisis inmunohistoquimicos la expresion o inhibicion de marcadores
moleculares especificos que determinen el tipo de muerte que esta induciendo

esta terapia coadyuvante: apoptosis 0 autofagia.

+Es importante medir la expresion, sobreexpresion o inhibiciéon de las enzimas que
juegan un papel fundamental en la glicolisis aerobia: GDPH3, LDHA, ATP, NAD,

NADH".

+Es importante determinar que complejos proteinicos de la via mTOR se estan

activando o suprimiendo con el empleo de esta terapia farmacoldgica.

+Es importante probar esta combinaciéon farmacolégica en otros modelos de
tumorigenesis, empleando diversas lineas celulares de cancer para determinar
si el mecanismo de accion de estos farmacos es el mismo que en el modelo de

CaMa.

+Es importante llevar esta estrategia experimental a la clinica ya que
probablemente mejorare el tratamiento de pacientes con cancer de mama y

posiblemente otros tipos de cancer.
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COADYUVANTE EN UN MODELQO in
vivo DE CANCER DE MAMA

VERONICA GARCIA CASTILLO

En Méxice, D.F., s=e presentaron a las 9:00 horas del- dia
13 del mes de junic del afic 2013 en la Unidad Iztapalapa
de la Universildad Autdnoma Metropolitana, los suscritos
miembros del jurador

DR. LUIS ENRIQUE GOMEZ QUIROQZ

DR, SIGIFREDO PEDRAZA SANCHEZ

DRA., YOLANDA IRASEMA CBIRINO LOPEZ
DRA., NADIA JUDITH JACOBO HERRERA

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretaria la iltima, se reunieron para proceder al Examen
de Grade cuya denominacidn aparece al margen, para la
obtencidén del grado de;

MAESTRA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAYL

DE: VERONICA GARCIA CASTILLO

v de acuerdo con al articulo 78 fraccidén III del
Reglamento de Egtudios Superiores de la Univeraidad
Autdnoma Metropolitana, los miembros del jurado

regolvieron:

DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS

DR. RUBEN ROMAN RAMOS

ALUMNA
VISO

Acto continuo, el presidente del jurado comunicd a la
interesada el resultade de la evaluacidén vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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DIRECTOR DE &IS S ESBOLARES
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PRESIDENTE

e

SANCHEZ

DR. IFREDO PEDRA

DRA. YOLANDA IRASEMA CHIRING LOPEZ

VOCAL SECRETARIA

DRA. NADIA JUDITH JACOBG HERRERA




