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1. RESUMEN

El cAdncer de mama (CaMa) es un problema de salud publica a nivel mundial,
ubicdndose en el primer lugar de mortalidad e incidencia, con 23 764 nuevos casos

y 6 591 muertes en mujeres calculados para el 2015.

El CaMa es una enfermedad heterogénea que comprende varios subtipos entre
los que se encuentran el luminal A, luminal B, HER-2+ y basal o triple negativo (CaMa
TN), este Ultimo fenotipo se caracteriza por ser el mdas agresivo y de peor prondstico
para quien lo padece; actualmente no existe una terapia efectiva para este

subtipo tumoral.

Investigaciones anteriores han demostrado que la progresion del CaMa y otros tipos
de cdncer, probablemente estén asociados con el metabolismo energético
alterado; ésta alteraciéon metabdlica juega un papel importante en la progresion
del cdancer, ya que le permite a la célula proliferar velozmente y mantener una
fuente constante de energia. Con base en lo anterior, en este trabajo se pretendid
emplear una terapia farmacoldégica que incida sobre las vias de generacién de
energia de la célula tumoral: Metformina y Oxamato de sodio (Fosforilacion
oxidativa y glucdlisis respectivamente) en combinacién con la terapia actual para

el CaMa TN; la Doxorrubicina.

Los resultados mostraron que la triple terapia resultd menos tdxica e inhibe la
proliferacién y el crecimiento celular en los ensayos in vitro e in vivo. Se calculd la
concentracién inhibitoria 50 (ICso) de los fdrmacos individuales y en combinacion
mediante el ensayo colorimétrico cristal violeta; observando que el efecto de las
terapias individuales y en combinacidén sobre la inhibicidon de la proliferacion celular
es dependiente de la dosis y del tiempo. Para evaluar si los tratamientos inducen
apoptosis en la linea celular de CaMa TN se empled la técnica de doble marcaje
Anexina V/IP; observando que la triple terapia es de toxicidad baja al inducir
principalmente muerte por apoptosis a partir de las 24 horas, éste efecto se

mantuvo hasta las 72 h.
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Se realizaron ensayos de formacion de colonias, obteniendo una reduccion las
mismas con el 21.15% en las células expuestas a la triple terapia en comparacion

de las células sin fratamiento (control).

En los ensayos in vivo, se inhibid de manera considerable la masa tumoral a los 9
dias de tratamiento; mientras que con las terapias solas y demds combinaciones

no se observd un efecto favorable sobre la inhibicidon del crecimiento tumoral.

Con estos resultados el presente trabajo nos muestra que el tratamiento con
Metformina y Oxamato inhibidores de rutas metabdlicas tuvieron un mejor efecto
en combinacidén con Doxorrubicina tanto in vitro como in vivo reduciendo la
toxicidad en células MDA-MB-231 de CaMa TN, proponiéndola como una terapia
efectiva y con baja toxicidad que tiene sus efectos sobre la inhibicién de las vias

de generacion de energia de la célula tumoral.

Palabras clave. Cancer de Mama Triple Negativo, metabolismo tumoral (Efecto

Warburg), Metformina, Oxamato de sodio y Doxorrubicina
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2. INTRODUCCION

2.1 CANCER

El cdncer es una enfermedad caracterizada por la adquisicidn progresiva
de alteraciones, eventos o caracteristicas que permitan a las células
tumorales adaptarse al entorno y proliferar. Estos eventos van desde la
acumulacién de modificaciones epigenéticas (Choi y Lee, 2013), hasta
alteraciones genéticas, que provocan un cambio en genes supresores de
tumores y activaciéon de oncogenes para desencadenar el fenotipo tumoral
(Wu y Morris, 2001). Sin embargo se ha demostrado que la alteracion de un
gen no es suficiente para la proliferacion del cancer (Knudson, 2001), por lo
que es fundamental que exista una alta tasa de mutaciones (Loeb et al.,
2003).

Estas alteraciones moleculares se desarrollan en tres etapas: La iniciacion,
promocién o establecimiento y progresion de la célula (Figura 1). La
iniciacion es un proceso en el que se incluye la incorporacion, distribucion y
transporte de un agente cancerigeno a érganos y tejidos para su activacion
metabdlica y posterior interaccién con el DNA (Acido desoxirribonucleico)
generando dano genotdxico (Pan et al.,, 2011). Durante la iniciacion y
progresion del cdncer la inestabilidad gendmica provocada por el agente
cancerigeno juega un papel fundamental que puede manifestarse
genéticamente en varios niveles que van desde cambios en la secuencia
del DNA hasta cambios estructurales a nivel cromosémico (Ferguson et al.,
2015).
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Iniciacién Promocion Progresién

Detoxificacion Proliferacién Angiogenesis nvasion
Exposicién a agentes  Inestabilidad genémica  Factor delcrecimiento Degr.adacion dela
genotoxicos Arresto del ciclo celular endotelial vascular matriz extracelular
Apoptosis

Celulas Celulas Celulas Celulas Celulas Celulas
Normales Iniciadoras Preneoplasicas Tumorales Invasivas Metastasicas

Figura 1: Progresién del cdncer.
De izquierda a derecha, se muestra la progresion del cdncer en las etapas de iniciacion,
promocidn, y progresion, en donde se encuentran desregulados diferentes procesos (Tomado y
modificado de Min-Hsiung et al., 2011).

En el proceso de iniciacion es importante la regulaciéon de la proliferacion
celular, asi como la inhibicidn de la apoptosis puesto que de esta forma se
evita la transferencia de las mutaciones y la adquisicion de un fenotipo
tumoral. La proliferaciéon estd mediada por la actividad de las CDK (cinasas
dependientes de ciclina) que requieren subunidades reguladoras
conocidas como ciclinas. Las ciclinas se sintetizan y se degradan en
diferentes etapas del ciclo celular (Lim y Kaldis, 2013). Hay tres CDK’s
involucradas en interfase (CDK2, CDK4 y CDK§); una CDK en mitosis (CDK1,
también conocida como proteina de control de la divisidn celular) y diez
ciclinas que pertenecen a cuatro clases diferentes (A, B, D y E) (Deshpande
et al., 2005). Las mutaciones asociadas a cdncer, con frecuencia desregulan

los complejos de CDK-ciclina, dando como resultado una continua
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proliferacion o una progresion del ciclo celular, inhibiendo procesos de

muerte celular programada como apoptosis (Malumbres y Barbacid, 2009).

Finalmente la etapa de progresion implica la conversion gradual de las
células tumorales en células invasoras; iniciando con la angiogénesis que
conduce al aumento del potencial metastdsico (Pan et al., 2011). La
metdstasis es la etapa final de una célula tumoral, la cual implica la difusion
de células de un tumor primario a érganos distantes con el objetivo de

formar un fumor secundario (Valastyan y Weinberg, 2011).

2.1.1 FACTORES DE RIESGO

Existen diversos factores que estdn implicados en la patogénesis del cdncer,
tales como: mala alimentacion, consumo de tabaco y/o bebidas
alcohdlicas (Stewart y Wild, 2014), exposicion a carcindgenos y mutaciones

genéticas hereditarias (de Vogel et al., 2005), entre otras.

2.1.2 INCIDENCIA Y MORTALIDAD

De acuerdo a la International Agency for Research on Cancer (IARC), a nivel
mundial esta enfermedad es una de las primeras causas de muerte, ya que
se ha reportado una incidencia de 14.1 millones de nuevos casos, y 8.2
millones de muertes al ano en ambos sexos. Entre los tipos de cdncer que
causan un mayor numero de muertes en ambos sexos anuales son: pulmon,

higado, estdbmago, colon y mama (Ferlay et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cdncer.
En ambos sexos a nivel mundial (Tasa por cada 100,000 personas) (Tomada y modificada de
Ferlay et al, 2015)

2.1.3 CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DEL CANCER

En el 2000 Hanahan y Weinberg establecieron caracteristicas distintivas o
“hallmarks” que adquieren las células normales para la progresion a una
célula tumoral (Figura 3). Entre las cuales se encuentran: mantenimiento de
la senalizacidén proliferativa, evasidn de supresores de crecimiento y de
apoptosis, aumento del potencial replicativo, angiogénesis y metdstasis.
Posteriormente se establecieron caracteristicas emergentes como
inestabilidad gendmica, evasion de la respuesta inmune, inflamacion
continua y desregulacion del metabolismo energético, siendo esta Ultima
una caracteristica distintiva en la mayoria de los tipos de cdncer (Hanahan
y Weinberg, 2011).

Es por eso que hoy en dia un gran nUmero de estudios se enfocan en la

bUsqueda de nuevas opciones de tratamiento que incidan sobre las vias de
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generacion de energia, asi como en el uso de terapias combinatorias que
puedan bloguear de manera simultdnea multiples blancos involucrados en
procesos bioldgicos importantes para la célula tumoral, ya que las terapias
actuales que se utilizan en pacientes con cdncer consisten en cirugia,
quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, los agentes utilizados en la
quimioterapia provocan efectos secundarios como, radio-resistencia vy

citotoxicidad (Anshushaug et al., 2015).

Mantenimiento Inestabilidad a
de senalizacion senales inhibidoras
proliferativa del crecimiento

Evasién del sistema
inmunoldgico

Evasion

Potencial
dela replicativo
muerte ilimitado
celular
Inestabilidad Inflomgcién
gendémica y continua
mutaciones promovedora
de tumores
Induccién de Activaciéon
angiogénesis de invasién y
metastasis

Figura 3: “Hallmarks del cancer”.
Caracteristicas distintivas adquiridas para la progresion de una célula normal a una célula
tumoral (Tomado y modificado de Hanahan & Weinberg, 2011).

2.2 CANCER DE MAMA

El CaMa es una enfermedad heterogénea que se caracteriza por la
diferencia en las alteraciones moleculares, la respuesta a la terapia y la
susceptibilidad de los pacientes. Hay diversos factores implicados en la
patogénesis del CaMa, tales como la edad de la menarquia, y menopausia,

edad del primer embarazo, y predisposicion genética (Chdvarri-Guerra
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et al., 2012). Este tipo de cdncer, es el de mayor incidencia y mortalidad en
mujeres en todo el mundo con 1.67 millones de casos de incidencia cada
ano; (Ferlay et al., 2015) (Figura 2). Ocurriendo principalmente en mujeres de

15 a 392 anos (Keegan et al., 2012).

En México desde el 2006 la mortalidad por CaMa, ha ido en aumento,
desplazando en el 2005 al cdncer cervicouterino (CaCu); pasando de
ocupar el segundo lugar en incidencia y mortalidad a ocupar el primer lugar
respectivamente (Figura 4) (Chavarri-Guerra et al., 2012). Se previé para el
2015 un estimado de 23 764 nuevos casos y 6 591 muertes en por CaMa
(Villarreal-Garza et al., 2015). Una de las probables razones de estos altos
indices es el limitado acceso a servicios médicos especializados en zonas de
€sCcasos recursos como el sur de México, asi como la falta de informacion

(Farmer et al., 2010).

+ @ Cancer de mama
- Cancer cervico uterino

Mortalidad por cada 100 000 mujeres

955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

Figura 4: Mortalidad del CaMa 'y CaCu en México.
Desde 1955 hasta el 2010 (Tomada y modificada de Chdavarri-Guerra et al., 2012)

2.2.1 ANATOMIA DE LA MAMA

La mama es un tejido cuya funcidn principal es la sintesis y secrecion de la

leche, se encuentra mds desarrollado en mujeres a partir de la pubertad vy
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se localiza en la fascia pectoral profunda que cubre el mUsculo pectoral
mayor. Contiene una red ramificada de conductos y I6bulos embebidos en

una matriz de soporte de tejido conectivo y grasa (Ellis y Mahadevan, 2013).

Cada mama se compone principalmente de estructuras externas e internas;
las externas son el pezdn y la areola, mientras que las internas se componen
principalmente de tejido adiposo, tejido conectivo, conductos, y gldndulas
mamarias. Las gldndulas mamarias contienen de 15-25 conductos lactiferos
localizados en el pezdn, estos se ramifican en ductos mds pequenos y
terminan en la unidad lobular ductal terminal (I6bulo) que constan de un
ducto terminal y varios ductulos (o acinos) (Farshid, 2014). Los ductos vy
ductulos estén revestidos por una capa interna de células epiteliales cubicas
a columnares y una capa externa de células mioepiteliales (Figura 5)

(Moumen et al., 2011).
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Figura 5: Estructura bdsica de la mama.

Se muestran la piel, pezdn, areola, tejido graso, conectivo y la gldndula mamaria, que contiene
15-25 conductos lactiferos localizados en el pezdn. Estos se ramifican en ductos mds pequerios 'y
terminan en la unidad lobular ductal terminal (Idbulo), que estd compuesta por un ducto
terminal y varios pequefos ductulos (o acinos). Los ductos y ductulos estdn revestidos por una
capa interna de células epiteliales cubicas a columnares y una capa externa de células
mioepiteliales.




El desarrollo de la mama ocurre en fres etapas distintas: embrionaria,
pubertad y adulta (Gjorevski y Nelson, 2011). La primera comienza durante
la gestacion en la formaciéon de placas que originan el ectodermo
(placodas) que se regulan por interacciones epitelio-mesenquimal y se
invaginan en el mesénquima subyacente para producir la estructura
rudimentaria ductal de la gldndula mamaria (Macias y Hinck, 2012). Después
del nacimiento la gldndula rudimentaria enfra en una fase de quiescencia

morfogenética (Gjorevski y Nelson, 2011).

Durante la pubertad la morfologia, diferenciacién y crecimiento de estas
células estdn controladas por factores de crecimiento y hormonas ovdricas
de crecimiento como estrogeno (Brisken y O'Malley, 2010) para dar origen
a las conductos ductales que después de su elongacion, bifurcacion y
ramificacion forman una estructura similar a un “arbol” llamada unidad del
conducto lobular, compuesta de epitelio mamario (Macias y Hinck, 2012). El
epitelio mamario se compone de dos capas celulares: luminales y basales
mioepiteliales; (productoras y excretoras de leche durante la lactancia)
(Gudjonsson et al., 2005).

Finalmente en la etapa adulta durante el embarazo el desarrollo se regula
por la accidon de progesterona (que inducen la proliferacion y la
ramificacion de los conductos) y prolactina (hormonas esenciales para el
desarrollo y homeostasis de la mama) generando los alveolos para la

secrecion de leche (Tanos et al., 2012).

Los receptores de progesterona y de estrégeno se expresan principalmente
en células luminales mientras que las células basales no expresan estos
receptores. Estas caracteristicas dan lugar a diferentes fenotipos celulares
de CaMa (Gudjonsson et al., 2005).
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2.2.2 SuBTIPOS DE CANCER DE MAMA

El CaMa se origina en las células epiteliales de la gldndula mamaria normal.
Los conductos estdn revestidos con células epiteliales luminales, que dan
lugar a la mayoria de los tipos de cdncer de mama (Zhang et al., 2014). El
CaMa comprende varios subtipos con caracteristicas bioldgicas distintas,
estas incluyen el tamano del tumor, grado de proliferacion, diseminacion
linfovascular, grado histoldgico, y principalmente el estado de receptores
de estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP) y del Receptor del
Factor de Crecimiento Epidermal-2 (HER-2); por lo que la terapia es

dependiente del fenotipo tumoral.

Los fenotipos tumorales de CaMa se han clasificado de acuerdo a su patrén
de expresion de genes y a su grado histoldgico. En el 2010 Perou y
colaboradores clasificaron los fenotipos de CaMa en Luminal A, Luminal B,

HER2 positivo (HER2+) y triple negativo (Figura 6).
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Luminal Basoluminal Basal

SUprOS Luminal A Luminal B HER-2 Triple Negativo
moleculares
Porcentaje de 50-60% 20-30% 15-20% 10-20%
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Grado Il
Gqudc; Lobuci;c:?%?/;sivo Grado Il Infiltrado ductual
Molecular kT
2ol RE+, RP+  RE.« RP+ HER.+ RE- RP- HER-2+  RE- RP- HER-
Receptores
Tamoxifen Quimioterapia Quimioteparia
Tera pias Inhibidores de Trastuzumab Terapia
aromatasa Lapatanib antiangiogenica

Figura 6: Fenotipos del CaMa.
Se observa el porcentaje de incidencia para cada subtipo de CaMa, asi como la expresion de
los receptores, el grado histolégico, prondstico y el tipo de tratamiento

El fenotipo Luminal A, representa el subtipo mds comin y comprende del 50-
60% de los tipos de CaMa. Se caracteriza por la presencia de RE y RP pero
con ausencia de HER-2. Se encuentran con células diferenciadas y se
desarrolla en los l6bulos terminales. Las pacientes con este subtipo de
cdncer tienen buen prondstico de sobrevivencia y la tasa de recurrencia es

menor (10%) que en los otros subtipos (Yersal y Barutca, 2014).

El fenotipo luminal B representa del 20-30% de los subtipos de CaMa, se
caracteriza por la ausencia de RP y HER-2 positivo/negativo con presencia
de RE; es mds agresivo y tiene una expresion mayor de Kl67 que el luminal A.
Presenta baja respuesta a la terapia hormonal y alta tasa proliferativa, se
desarrolla en los l6bulos terminales, sin embargo el prondstico de
sobrevivencia para los pacientes que lo padecen es menor a diferencia del
subtipo luminal A; presentando una tasa de recurrencia del 20% (Creighton,
2012).
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El subtipo HER2 positivo, representa del 15-20% de los subtipos de CaMa, se
caracteriza por una alta expresidon del gen HER-2 positivo y otros genes
asociados a esta via; es altamente proliferativo, con mal prondstico para
quien lo desarrolla. Su tasa de recurrencia es mds alta (60%) que los subtipos

luminales Ay B (Gutierrez y Schiff, 2011).

Para los subtipos de CaMa que presentan al menos un receptor, se emplean
diversas terapias hormonales, como la endocrina (inhibicién de hormonas):
el tamoxifeno que es un inhibidor selectivo del RE y trastuzumab se dirige al

dominio extracelular de HER2, disminuyendo su actividad (Dent et al., 2007).

El Ultimo subtipo, caracterizado por la ausencia de RE, RP y HER-2, se conoce
como el fenotipo Basal (basal like) o Triple Negativo (TN). Este subtipo es
altamente proliferativo, debido a la perdida de la funcién de la proteina del
Retinoblastona Rb1(supresor de tumores que regula el ciclo celular) y
mutaciones en p53, que se encuentra desregulado no sélo en CaMa TN, sino
en ofros tipos de cdncer. Asi mismo, en el CaMa TN se han encontrado
mutaciones en BRCAIT (Breast Cancer 1) y un alto grado de aneuploidias,
tales como cambios cromosdmicos, franslocaciones, y pérdidas de
fragmentos de DNA (Perou, 2010). Este subtipo representa el 10-20% de los
fenotipos de CaMa. Es el fenotipo mds agresivo y de peor prondstico para

quien lo padece (Chen y Russo, 2009) (Figura 6).

2.2.3 PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

Para lograr la deteccion temprana del CaMa, la OMS (Organizaciéon
mundial de la Salud) promueve el diagnostico a fravés de diferentes
programas, los cuales incluyen, autoexploracién, examen clinico de los
senos, y finalmente la mamografia (IARC, 2012). Ademds, en México, desde
el ano 2002, existe una norma oficial para la prevencion, diagndstico,

tratamiento, control y seguimiento epidemiolégico, del CaMa, que fue
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actualizada en el 2011 (Norma Oficial Mexica NOM 041-SSA2-2011) (Ortega-
Olvera et al., 2016). En donde se menciona que la promocién de pruebas
de tamizaje en mama debe incluir un examen de los senos mensualmente,
con el objetivo de permitir la deteccion de anormalidades en el tejido
mamario. De acuerdo a la Fundacién Nacional de Cdncer de Mama, se
debe de redlizar éste chequeo en mujeres mayores de 20 anos cada mes,
después del periodo menstrual cuando las mamas tienen mayor sensibilidad
y examen clinico a partir de los 25 anos. Sin embargo, esta prdctica se ha
asociado con un aumento en falsos positivos y por lo tanto es inespecifica
(Eimore et al., 2005). La mamografia para la deteccion de CaMa
comprende la captura de imdgenes tomadas con rayos X, se recomienda
hacer una cada ano, a partir de los 40 anos. Sin embargo, la mamografia
también tiene baja sensibilidad, particularmente en mujeres con tejido
denso (Nam et al., 2015) (Ortega-Olvera et al., 2016).

2.2.4 TERAPIAS ACTUALES PARA ELCaMa TN

Actualmente no existe una terapia efectiva para el CaMa TN, sin embargo
se utilizan agentes quimioterapéuticos cuando hay una alta tasa de
respuesta. La Doxorrubicina (Dox) clasificado como inhibidor de la
topoisomerasa 2 (TOPII), es el mas utilizado en la clinica para este fenotipo
tumoral, sin embargo, se utilizan otros agentes quimioterapéuticos
agrupados en cinco clases y basadas en su mecanismo de accidn como:
agentes alqguilantes, inductores de aneuplidia, inhibidores de TOPII
(antraciclinas), antimetabolitos y radiomimeticos (Meirow y Nugent, 2001).
Todos ellos, incluida Dox, muestran tasas de respuesta bajas (10-30%
disminuciéon del tumor, en algunos casos). Debido a la baja respuesta del
empleo de los fdrmacos de manera individual, actualmente estos agentes
quimioterapéuticos son empleados en combinacion; puesto que se ha

observado que independiente del fenotipo de CaMa la tasa de respuesta
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mejora y en algunos casos disminuye los efectos secundarios (Brouckaert

et al., 2012; Yardley, 2013).

2.3 BLANCOS TERAPEUTICOS POTENCIALES PARA EL CaMa TN

Hasta hace poco se ha retomado el interés por el metabolismo aberrante
de la célula tumoral, viendo al cdncer como una enfermedad metabdlica
y no genética. Estudios recientes han demostrado que la inhibicién del
metabolismo celular es un blanco potencial para el desarrollo de terapias
anticancerigenas, debido a que el metabolismo aberrante de la célula
tumoral es una caracteristica esencial en la mayoria de las células
cancerigenas, la cual se caracteriza por tener una deficiencia en la
fosforilacion oxidativa y altas tasas glucoliticas con el objetivo de generar
ATP (adenosin frifosfato) para mantener altas tasas proliferativas; o que
conlleva a la activaciéon de diversas vias de senalizacion, como la via mTOR
(mamalian Target of Rapamicin) otro blanco terapéutico potencial
necesario para el desarrollo de la tumorigénesis a fravés de la biosintesis de
macromoléculas como proteinas y lipidos; asi como también la inhibicion de
procesos de muerte celular como autofagia y apoptosis; permitiendo a la

célula proliferar de manera indiscriminada (Demetrius et al., 2010).

2.3.1 METABOLISMO DEL CANCER

Es bien sabido que todas las células diferenciadas en condiciones normales,
dependen de la glucdlisis para la obtencidén de energia, la glucosa se
metaboliza en condiciones aerdbicas a través de 10 reacciones
enzimdticas, dando como producto piruvato, que entra en la mitocondria
para oxidarlo a través de la fosforilacion oxidativa (FOSOX). Ya que se
requiere oxigeno como aceptor final de la cadena transportadora de

electrones para oxidar completamente la glucosa y asi producir en
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promedio 36 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa. Sin embargo,
si hay una disminucion de oxigeno (hipoxia), las células mediante glucdlisis
anaerobia, redirigen el piruvato generado por glucdlisis a la lactato
deshidrogenasa (LDH), para la produccidon de lactato. Asi, permiten que
continte la glucdlisis por la conversion de NADH a NAD+ (dinucledétido de
nicotinamida adenina), teniendo como resultado una produccion de ATP

minima, comparada con la FOSOX (Berg et al., 2002).

En 1924, el Doctor Otto Warburg reconocié diferencias entfre la regulacion
de la energia en células diferenciadas normales y células cancerosas.
Warburg analizd la FOSOX y la glucdlisis en diferentes tejidos de células
normales y cancerosas, observando dos caracteristicas particulares:
glucdlisis aerobia y sobreexpresion de Lactato deshidrogenasa A (LDH-A)
que lleva a una produccidon de lactato elevada, la cual tiende a ser
particularmente alta en tumores agresivos en comparacion con los tumores

benignos y tejidos normales (Demetrius et al., 2010).

Estas observaciones llevaron a Warburg a proponer la deficiencia en la
FOSOX vy la glucdlisis elevada como una probable causa para el desarrollo
del cancer. Las células fumorales reprograman el metabolismo energético
para satisfacer la concentfracion de nutrientes esenciales como la glucosa,
la glutamina y el oxigeno para favorecer la proliferacion celular (Cairns et all.,
2011).

A éste proceso metabdlico se le conoce como “efecto Warburg” o glucolisis
aerobia, que consiste en un cambio en la obtencidn de ATP a través de la
degradacion de glucosa a lactato en presencia de oxigeno, a través de la
enzima reversible LDHA, que se compone de dos subunidades: la Ay B, que
se organizan en las isoformas: LDH1-B4 (conocida como LDH-B), LDH2-B3A,
LDH3-b2a2, LDH4-BA3 y LDH5-A4 (conocido como LDH-A) Esta enzima
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convierte el piruvato en lactato y oxida la forma reducida de NADH a NAD+
(Thornburg et al., 2008; Miskimins et al., 2014b) y no por fosforilacion oxidativa,

incluso en concentraciones normales de oxigeno (Wu 'y Zhao, 2013).

Aungue la produccién de ATP por la glucdlisis aerobia es mds rdpida que la
FOSOX es menos eficiente, ya que genera 4 moléculas de ATP por cada
molécula de glucosa (Figura 7). Sin embargo, este cambio metabdlico crea
un ambiente dcido en la célula, lo cual promueve la activacidon de
oncogenes como HIF-1 (factor inducible por hipoxia 1 a) y c-MYC (oncogén
viral de la mielocitomatosis aviar), que promueven la transcripcion de genes
que codifican GLUT (transportadores de glucosa) y otras enzimas glucoliticas
como, HKI y II (hexocinasa | y ll) PFK-1 y 2 (fosfofructucinasa 1-2), PDH
(Piruvato  deshidrogenasa), LDHA 'y GAPDH (Gliceraldehido  3-
fosfodeshidrogenasa), promoviendo el flujo glucolitico, disminuyendo la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula y evitando
procesos de muerte celular. Ademds la activacion de HIF-1 aumenta la
captacién de glucosa en las células cancerosas y regula positivamente a la
LDH-A (Stubbs y Griffiths, 2010). Este cambio exige que las células tumorales
tengan una captacidon mayor de glucosa para satisfacer sus necesidades

de crecimiento y proliferacién (Cairns et al., 2011).

22

=
=

o>
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Figura 7: Procesos de obtencidn de energia entre las células normales y células tumorales.
(Tomado y modificado de Vander et al., 2009)

Existen diversos mecanismos moleculares que alteran el metabolismo
celular, para la generacion de ATP de manera répida y un aumento en la
biosintesis de macromoléculas (hidratos de carbono, proteinas, lipidos vy
dcidos nucleicos). Uno de esos mecanismos es la activacion de la via de
senalizacion de PI3K, que activa rio abajo a AKT1 y estimula la glucdlisis
mediante la activacion de enzimas glucoliticas clave como la HK y PFK-2 y
el aumento de la expresidon y translocaciéon a la membrana de los
transportadores de glucosa. Ademds, AKT regula la via de senalizaciéon de la
cinasa mTOR la cual a su vez, regula indirectamente la traduccidon del dcido
ribonucleico mensajero (RNAm), la biogénesis de ribosomas y la activacion
de factores de franscripcidon como HIF-1, incluso bajo condiciones de

normoxia (Cairns et al., 2011).

El efecto Warburg promueve la supervivencia celular y el crecimiento
celular, donde la captacion de glucosa es mayor, permitiendo que la célula
promueva el crecimiento aberrante (Courtnay et al., 2015). Y puede ser un

blanco terapéutico importante para el desarrollo de agentes que
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interrumpan el metabolismo glucolitico y la via de senalizacidn mTOR de
células de CaMa (Miskimins et al., 2014).

2.3.2 mTOR

MTOR es una molécula conocida como blanco de la rapamicina (por sus
siglas eninglés mamalian Target of Rapamicin); MTOR es una proteina cinasa
serina/treonina que pertenece a la familia de proteinas semejantes a la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) e interactua con varias proteinas para formar
el complejo 1 de mTOR (MTORCI1) (Laplante y Sabatini, 2012). mTOR controla
positivamente procesos como la biosintesis de proteinas, lipidos, organelos y

la inhibicion de procesos como la autofagia.

MTORC1 tiene cinco componentes principales: mTOR —que es la subunidad
catalitica del complejo-, la proteina reguladora asociada de mTOR (Raptor
regulatory-associated protein of mTOR), mLST8 también conocido como GRL
(G protein beta subunit-like), sustrato AKT rico en prolina de 40kDa (PRAS40)
y DEPTOR (DEP-domain-containing mTOR-interacting protein) (Laplante y
Sabatini, 2009).

MTORC1 es una via de senadlizacidon que integra senales intra vy
extracelulares, funge como regulador central de la célula, ya que regula
positivamente el crecimiento y la proliferacion celular controlando la
homeostasis celular. Se activa por factores de crecimiento y por la
disponibilidad de nutrientes (Martin y Hall, 2005).

El proceso de activacion sucede a través de la proteina RAG (RAS-related
GTP-binding protein), de la familia de GTPasas pequenas RAS. Un
heterodimero RAG media la translocacion de mTORC1 desde el citoplasma
a la superficie de los lisosomas, donde se activa Rheb. Una alta relacidon

ATP/AMP activa mTORC1 mediante la prevencion de la activacion de la
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AMPK (proteina cinasa activada por AMP) (Laplante y Sabatini, 2012). Esta
activacion promueve eventos importantes como la sintesis de proteinas, la
cual se requiere para el crecimiento celular, fosforilando una amplia gama
de sustratos, como el elF4E (factor de iniciacion eucaridtico 4E), la 4E-BP1
(proteina de unidn 1) y el S6K1 (ribosomal Sé6 cinasa p70 1), los cuales a su
vez favorecen la biogénesis de ribosomas mediante la estimulacion de la
transcripcion de RNA ribosomal (RNAr) (Laplante y Sabatini, 2009). Otro
evento importante es la sintesis de lipidos que es fundamental para el
crecimiento y la proliferacion celular; a través de la regulacion de SREBP1
(sterol regulatory element binding protein 1) y PPAR-y (peroxisome
proliferator-activated receptor-y) factores de transcripcidén que controlan la
expresion de genes que codifican proteinas implicadas en la homeostasis
de lipidos y colesterol (Porstmann et al., 2008). Y finalmente la autofagia que
es un proceso de sobrevivencia celular o modulador de muerte celular
promovido por la via mTOR. Este evento se activa cuando la disponibilidad
de nutrientes es limitada y cuando hay una disminuciéon de factores de
crecimiento, a través de AMPK que fosforila a TSC2 y RAPTOR, conduciendo
a la disminucion de la actividad de mTORC1 y asi una la promocion de la
autofagia (Laplante y Sabatini, 2012) degradando los organelos y complejos

protéicos para la obtencion de energia (Glick et al., 2010; Jung et al., 2010).

Esta via de senadlizacion esta desregulada en diversas enfermedades
humanas especialmente en varios tipos de cdncer, ya que promueve el
desarrollo y progresion del cdncer a través de las senales de factores de
crecimiento y nutrientes (Peterson et al., 2009). Por lo que podria ser un
blanco terapéutico al inhibir los procesos de crecimiento, proliferacion, y

promocioén de autofagia (Riaz et al., 2012).
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2.3.3 AUTOFAGIA

Es un proceso evolutivamente conservado que juega un papel importante
para el equiliorio de las fuentes de energia en condiciones criticas del
desarrollo y en respuesta a estrés nutricional. La autofagia ocurre a nivel
basal en la célula, inducida por la disminucion de los nutrientes, asi como
también en la eliminacién de proteinas mal plegadas o agregados
celulares; de esta forma elimina organelos danados como mitocondrias,
reticulo endoplasmdatico y peroxisomas. La autofagia ademds promueve la
senescencia celular, evita la inestabilidad gendmica y la necrosis. Por esta

razdn, tiene un papel clave en terapias anticancerigenas (Glick et al., 2010).

En este proceso, los constituyentes citoplasmdticos interactian con los
lisosomas, para la posterior degradacién de proteinas y organelos y evitar la
progresion de la célula. La autofagia se clasifica en 3 tipos principales:
microautofagia, autofagia mediada por chaperonas y macroautofagia
(Bhutia et al., 2013) siendo este Ultimo, el proceso mds importante en la

biologia del cdncer y sus terapias (Janku et al., 2011)

La macroautofagia se frata de la formaciéon de una vesicula de doble
membrana -el autofagosomo- el cual envuelve a los componentes
citoplasmdticos y se fusiona con los lisosomas formando el autolisosoma que
contiene enzimas hidrolasas para su posterior reciclaje y degradacién. Hay
mdas de 30 genes relacionados con la autofagia, siendo los principales los
ATG 12, 5,10, 7, 16, 4, y 3 (ATG por sus siglas en inglés; autophagy-related
genes). Estos son activados por respuestas a estrés como falta de nutrientes
y en diferentes fases divididas en iniciacion, nucleacién, elongaciéon y cierre,

fusion, degradacion y reciclaje (Glick et al., 2010).
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La iniciaciéon se caracteriza por la formacién del complejo de ULK, éste se
compone de ATGI13, FIP200 (ATG17), ATG101 y ULK1, que a su vez activa el
complejo de PI3K (fosfatidilinositol 3 cinasa) para la elongaciéon de la
membrana del autofagosoma que consta de Vps34 (Vesicular protein
sorting); Beclinl (ATG6); ATG14Ly p150. Este complejo genera fosfatidilinositol
3 fosfato (PI3P) en el sitio de formacion del autofagosoma para el
reclutamiento de ATG adicionales que median el alargamiento y cierre de

la membrana del autofagosoma (Kenific y Debnath, 2015).

El alargamiento y cierre del autofagosoma estd controlado por dos vias que
conjugan ATG12 a ATGS y LC3, importante marcador de autofagia (cadena
ligera asociada a los microtUbulos 3) (LC3; por sus siglas en ingles light chain
3) (homdlogo de mamifero de ATG8) a la fosfatidiletanolamina (PE). Esta
conjugacion estd regulada por ATG12 que se une a ATG7 (enzima de
activacion parecida a ubiquitina (E1), enseguida ATGI10 (enzima de
activacion parecida a ubiquitina (E2) se une a ATG12, complejo que
favorece la union de ATG12-ATGS5, permitiendo la conjugaciéon de ATG16.
Este complejo induce la formacién de la curvatura del fagoforo; el segundo
sistema semejante a la ubiquitina, que desempena un papel fundamental
en la formacion de autofagosoma ayuda en el procesamiento de la LC3. La
cisteina proteinasa ATG4 (también conocido como autofagina) escinde a
LC3 para producir LC3BI, la cual se une a E1 (ATG7) resultando en la
activacion de LC3B-l. En seguida ATG3, un portador de E2 interactia con
LC3B-l y de esta manera promueve la lipidacion, dando lugar a la
conjugacion de LC3B-Il y fosfatidiletanolamina (Bhutia et al., 2013).
Finaimente el autofagosoma se fusiona con compartimentos
endolisosomales que conducen a la ruptura de cargas por hidrolasas dcidas
(Janku et al., 2011) (Figura 8).
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Actualmente es controversial si la autofagia funciona como proceso de
muerte celular o como mecanismo de sobrevivencia celular (Morselli et al.,
2009); existen estudios en donde es necesaria la autofagia para promover el
proceso de apoptosis (Suman et al., 2014); lo que sugiere que la autofagia
puede funcionar como un proceso supresor de tumores. Hacen falta
diversos estudios para elucidar si ambos mecanismos (autofagia y apoptosis)

se lleven a cabo de manera independiente o si uno dependa de ofro.

Nucleacion

Elongacién y cierre
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Autofagia

Fusion

Degra/docién

Figura 8: Proceso de regulacion de autofagia
Formacién del autofagosoma a través de diferentes complejos, llevando a la fusion y
degradacién de los componentes citoplasmdticos (Tomado y modificado de Fu et al., 2012)
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2.3.4 APpOPTOSIS

La apoptosis, otro proceso importante de muerte celular programada; juega
un papel importante en el mantenimiento del nimero de células,
contribuyendo a la homeostasis celular, ya que permite la eliminacion de
células danadas o con mutaciones principalmente en el supresor de
tumores p53. La apoptosis es un programa de muerte celular regulado por
la familia de proteinas cistein-aspartato proteasas (caspasas) (de Almagro y
Vucic, 2012). Las caspasas se sintetizan como proteinas o zimdgenos
inactivos, que se activan por escision a través de otra caspasa y son
reguladas a través de dos vias de senalizacion: la via extrinseca que es
mediada por receptores de muerte, estos receptores pertenecen a un
subgrupo de la superfamilia TNFR (factor de necrosis tfumoral), que incluye
TNFR, Fas y TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionada con el factor
TNF). La activacion de estos receptores conduce a la activacion de
caspasas iniciadoras, como la caspasas 8 y la activacidon de la caspasa
efectora 3, que conlleva a la fragmentacién del DNA induciendo muerte
celular (Portt et al., 2011). Por otfro lado, la via intrinseca o mitocondrial,
promueve la activacion de proteinas de la familia BH3, que actian como
moléculas pro-apoptdticas, interactuando con las proteinas BCL-2 (linfoma
de células B-2; por sus siglas en inglés) y BAX-BAK; este complejo permite la
salida de proteinas al espacio intermemlbranal, tales como el “citocromo c”
al citosol, reclutando Apaf-1 y pro-caspasa-9; necesarios para la formacion
del apoptosoma, complejo que activa la caspasa ? y que finaimente
termina en la escisidon de la caspasa 3, culminando en la apoptosis. Sin
embargo, existen otras proteinas de la familia BCL-2 (anti-apoptdticas), las
cuales secuestran a BH3, impidiendo que interactien con el complejo BAX-
BAK las cuales normalmente se encuentran sobreexpresadas en cdncer

(Taylor et al., 2008).
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En los Ultimos anos ha sido ampliamente estudiada la funcién bioldgica
anticancerigena de la autofagia y la apoptosis (Wang et al., 2016). Ya que
se ha observado in vifro e in vivo que al desencadenar ambos procesos de
muerte celular se inhibe el crecimiento de células tumorales, asi como la
disminuciéon del estrés oxidativo. Probablemente a tfravés de la eliminacion
de los organelos danados principalmente la mitocondria para evitar que las
mitocondrias danadas produzcan un exceso de especies reactivas de
oxigeno con efectos daninos potenciales para el resto de la célula (Mathew
et al., 2009). Es por ello que la induccién farmacoldgica de muerte celular
por autofagia y apoptosis a través de la supresion del metabolismo celular

puede servir como una nueva estrategia terapéutica antitumoral.

2.4 PROPUESTA DE TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Recientemente el metabolismo de las células tumorales ha sido un campo
prometedor para el desarrollo de nuevas terapias que probablemente
puedan ser efectivas para el fratamiento de diversos tipos de cdncer, entre
ellos el CaMa TN. En este campo se pretende investigar andlogos de
moléculas o inhibidores especificos de las vias de generacion de energia de

la célula tumoral (Jang, Kim, et al., 2013)

Actualmente se busca la evaluaciéon de farmacos ya aprobados por la FDA
y el empleo de fdrmacos ya existentes con actividad antitumoral con distinto
fin terapéutico y con menor o nula toxicidad; por lo que se ha propuesto el
uso de terapias combinadas que blogueen simultdneamente diversos

blancos terapéuticos para detener la progresion tumoral (Meng et al., 2014).

En nuestro grupo de trabajo se propuso que probablemente la combinacion
de Metformina-Oxamato de Sodio y Doxorrubicina inciden en las vias de
generacion de energia de la célula tumoral (via mTOR y la glucdlisis) vy la

inhibicidn de la sintesis de dcidos nucléicos; promueven la inhibicidon de la
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proliferacion y el crecimiento celular; centrando nuestro interés en la
reprogramacion del metabolismo de la celular tumoral induciendo procesos
de muerte celular como apoptosis y/o autofagia en un modelo in vitro e in

vivo de CaMa TN.

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se demostrd in vivo e in vitro en
dos modelos de cdancer, con la triple terapia farmacolégica la inhibicion del
crecimiento tumoral a través de la probable induccion de ambos
mecanismos de muerte celular; apoptosis y/o autofagia. Este proyecto se
realizd con la intencién de reproducir el modelo anterior in vitro e in vivo, y
de igual manera se trabajé con los fdrmacos ya mencionados, en su forma
individual y en combinacién, ya que como se sabe estdn directamente
relacionados con la inhibicién de diferentes vias como glucdlisis y mTOR. A
continuacion se describen los mecanismos de accion de cada uno de los

farmacos propuestos.

2.4.1 DOXORRUBICINA

La Dox (Figura ?) también denominada adriamicina, pertenece al grupo de
las antraciclinas; es el fdrmaco anticancerigeno cominmente empleado vy
aprobado por el Food and Drug Administration —=FDA- para el fratamiento de
diversos tipos de cdncer, incluido el CaMa, ovario (CaOv), préstata (CP) y
colorectal (CCR) (Cekanova y Rathore, 2015). Sin embargo su aplicacion
clinica se ve cada dia mas limitada debido a su alta toxicidad. Diversos
estudios han demostrado que fiene una serie de efectos adversos en tejidos
no tumorales como higado, corazén y rindn; ademds de generar efectos
secundarios como nauseas, vomito, problemas gastrointestinales, alopecia,
calvicie, problemas neuroldgicos y cardiotoxicidad (Carvalho et al., 2009;
Thorn et al., 2011). Por otro lado se ha reportado que en el uso clinico los

fenotipos tumorales han adquirido resistencia a Dox, por lo que es una de las
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principales limitaciones para el tratamiento del cdncer con éxito (Minotti
et al., 2004).

Existen diversos mecanismos de accidn por las cuales Dox actUa induciendo
muerte celular, estas incluyen: la inhibicién de la TOPII, la formacion de

aductos al DNA vy el estrés oxidativo (Kumral et al., 2015).

La inhibicién de la TOPII se lleva a cabo mediante las TOP, las cuales, son
enzimas altfamente conservadas y regulan la replicacion, transcripcion y
otros procesos del DNA (Burden y Osheroff, 1998). La Dox se intercala en la
molécula del DNA, causando la inhibiciéon de la TOPII durante la replicacion
del DNA, resultando ruptura del DNA y progresivamente la muerte celular
(Yang et al., 2014)

Otro mecanismo por el que actua Dox es la formacidén de aductos, es
independiente de la TOPII, se lleva a cabo mediante la unidn al DNA que
contfienen pares de bases de Guanina (G) y Citocina (C), generando dano
al DNA para inducir muerte celular (Minotti et al., 2004). Finalmente el
aumento de los niveles del metabolismo oxidativo, provoca la generacion
de radicales libres (ROS) que danan el DNA vy las proteinas celulares (Yang
et al., 2014).
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Figura 9: Estructura quimica de la Doxorrubicina: C27H2oNO11 (Sigma Aldrich).
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d15152lang=es&region=MX (Consultado
y modificado el 27 de Junio 2016).

2.4.2 METFORMINA

Desde los anos 50’s la Metformina (Met) (Figura 10) se ha empleado como
farmaco hipoglucemiante para el tratamiento de Diabetes Mellitus Tipo 2
(DMT2); actualmente se utiliza como anficancerigeno. Se ha encontrado
que es un fdrmaco inocuo, seguro y eficaz como monoterapia y en
combinaciéon con otros farmacos para algunos tipos de cdncer por sus
caracteristicas antiglucemiantes (Ben et al., 2008; Tomic et al., 2011; Blandino
et al., 2012; Zhang et al., 2013; Leone et al., 2014; Miskimins et al., 2014b; Nair
et al., 2014; Takahashi et al., 2014).

El mecanismo de accién de Met, estd mediado principalmente por el
transportador cation orgdnico 1 (OCT1), la mayor parte de los efectos de la
Met radican en las mitocondrias, disminuyendo la respiracion celular por una
inhibicion especifica del complejo de la cadena respiratoria 1 (NADH:

oxidorreductasa ubiquinona) (Ben et al., 2008).

Esta inhibicion del complejo NADH de la cadena respiratoria induce a la

disminucidon de la energia celular (ATP), activando a la AMPK, un sensor
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energético que integra varias vias de senalizacién, entre ellas la via LKB1-
AMPK; donde LKB1 fosforila y activa AMPK en respuesta al estrés energético.
De ésta forma, la inhibicién del complejo NADH de la cadena respiratoria
juega un papel importante en la inhibicion de la proliferacién tumoral, a
través de cambios en la polaridad celular, el metabolismo energético, la
proliferacion celular e induccion de la apoptosis o autofagia (Foretz et al.,
2014).

Figura 10: Estructura quimica de la Metformina: C4H11Ns (Sigma Aldrich).
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/d1509592lang=es&region=mMX
(Consultado y modificado el 27 de Junio 2016)

2.4.3 OXAMATO DE SODIO

El Oxamato de Sodio (Ox) (Figura 11) es un andlogo estructural del piruvato
y se caracteriza por ser un inhibidor competitivo del sitio activo de la LDH-A.
El Ox se desarrolld como agente antipalidico potencial, debido a que el
metabolismo de algunos pardsitos depende de la glucdlisis anaerdbia,
siendo la LDHA un blanco potencial (Penna-Coutinho et al., 2011). Sin
embargo es un fdrmaco que aun no estd aprobado por la FDA y se
necesitan mds estudios para demostrar que es un fdrmaco seguro (Granchi
et al., 2013; Miskimins et al., 2014). Se caracteriza por una capacidad baja
de penetraciéon dentro de las células, debido a su estructura quimica

altamente polar (Wong-Baeza et al., 2015).
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Sin embargo, en los Ultimos anos se ha utilizado como antitumoral in vivo e
in vitro debido a su relacion con el bloqueo de la glucdlisis aerdbia y asi evitar
la conversidon de piruvato a lactato en el citosol y la acidosis ldctica,
fendbmeno comun en el microambiente tumoral, como lo observado por
Miskimins et al., 2014. Se sabe que el Ox suprime el flujo glucolitico y el
crecimiento celular, conllevando a la supresidon del crecimiento de células

tumorales mediante la inhibicion de la LDH-A (Thornburg et al., 2008).

Figura 11: Estructura quimica del Oxamato de Sodio: C2H2NNaOs (Sigma Aldrich).
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/o27512lang=es&region=MX
(Consultado y modificado el 27 de Junio 2016)

3. JUSTIFICACION

El CaMa TN es un problema de salud publica y constituye una causa
importante de mortalidad en nuestro pais. En la actualidad existen terapias
convencionales como quimioterapia y radioterapia, sin embargo no hay
una terapia eficaz y especifica para este tipo de cdncer.

Con base en éste escenario metabdlico de la célula tumoral, se pueden
identificar nuevos blancos terapéuticos que sean una alternativa a la
quimioterapia lider. Actualmente se investigan fdrmacos que incidan sobre
diferentes vias de senalizacidn que estén involucrados en procesos de

muerte celular como apoptosis y autofagia.
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Este tfrabajo consistid en la induccion de apoptosis y/o autofagia en un
modelo in vitro e in vivo con células MDA-MB-231 de CaMa TN, mediante el
tratamiento farmacoldégico de Metformina y Oxamato de sodio en
combinacién con Doxorrubicina, con el objetivo de que incida
simultdneamente sobre la glucdlisis y la via mTOR, vias de generacion de
energia importantes para la proliferacién y crecimiento de la célula tumoral
y asi establecer una posible terapia mds especifica y con baja toxicidad
para el tratamiento de esta neoplasia.

4. HIPOTESIS

La combinacion de Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de sodio inducen
la inhibicion de la proliferacion de la célula tumoral en un modelo in vitro e
in vivo de CaMa TN empleando la linea celular MDA-MB-231.

5. OBIJETIVOS

General
e Evaluar el efecto del tratamiento farmacoldgico de Metformina y
Oxamato de sodio en combinacion con Doxorrubicina en un modelo in
vitro e in vivo de CaMa TN.
Particulares
e Determinar las ICso de los fdrmacos individuales y en combinaciéon en la
linea de CaMa TN MDA-MB-231.

e Determinar el efecto de las terapias individuales y en combinacion sobre
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la proliferacién celular en la linea de CaMa TN MDA-MB-231.

e Determinar el tipo de muerte celular que las terapias individuales y en
combinacion inducen sobre la linea de CaMa TN MDA-MB-231.

e Evaluar la efectividad de la friple ferapia y sus combinaciones
farmacoldégicas en un modelo in vivo con xenotfransplantes inducidos
con la linea de CaMa TN MDA-MB-231.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 CuLTIVO CELULAR

Se empled la linea celular de CaMa TN MDA-MB-231 de la American Type
Culture Collection (ATCC) proporcionadas por el laboratorio de Gendmica
Funcional del Cancer. Se mantuvieron en cajas de cultivo de 100 x15 mm
con medio DMEM/F-12 GIBCO® suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10% de la marca CORNING y mantenidas en una incubadora (Thermo
Scientific) a 37°C con 5% de CO». Todos los ensayos in vitro fueron

mantenidos bajo estas condiciones.

6.2 DETERMINACION DE LA ICs0 DE LA LINEA CELULAR MDA-MB-231

Con el objetivo de determinar la ICso de los fdrmacos de manera individual
y en combinaciéon se empled el ensayo colorimétrico Cristal Violeta. Se
determind la densidad celular fundamentada en la capacidad que tiene el
cristal violeta de fijarse en los nUcleos celulares, por lo cual se establece una
relacion directa entre el nUmero de células viables y la cantidad de cristal
violeta diluido. De esta manera, se obtuvo la concentracién inhibitoria 50
(ICs0) de los fdrmacos en forma individual y en combinacion a 4, 24, 48y 72
horas a diferentes concentraciones, como se muestra en la tabla 1;

siguiendo el protocolo descrito por Chiba et al., en 1998. Las células MDA-
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MB-231 fueron sembradas en placas de 96 pozos, con una densidad de
1x104 células por pozo, contenidas en 100ul de medio DMEM/F-12. Se
utilizaron 5 pozos como conftrol (sin tfratamiento) y 2 placas experimentales
divididas en los tratamientos ya mencionados. Todas las placas fueron
incubadas durante 24 horas para su adherencia. Transcurrido ese tiempo se
retird el medio y fueron expuestas con medio DMEM/F-12 suplementado con
SFB al 2% para evitar la competencia entre el exceso de nutrientes y 1os

tratamientos experimentales.

Después de los tiempos establecidos, a las placas se les retird el medio
lavando cuidadosamente con PBS; las células se fijaron con glutaraldehido
al 6% y tenidas con cristal violeta a una concentracién de 0.5%, durante 10
minutos en agitacion; posteriormente se removidé cuidadosamente el
colorante y la placa fue lavada con agua corriente hasta eliminar el
excedente de colorante; finalmente se dejd secar a temperatura ambiente
y se anadieron 100ul de dcido acético al 1% para disolver el cristal violeta

de los nucleos tenidos.

El nUmero de células viables es directamente proporcional a la cantidad de
colorante disuelto. Por lo que se determind la supervivencia celular a través
de la densidad optica (DO) la cual se midié en un lector de microplacas
(EPOCH, Biotek) a 560 nm. La ICso se determind a partir de una regresion
lineal (R2=0.92) para obtener las graficas dosis-respuesta gradual con el
software GraphPad Prism versidn 5.0. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado y de manera independiente.
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Farmacos [ 1 Tratamientos Tiempo de Exposicion

Doxorrubicina 051,23, 4, y5uM
Metformina 10, 15, 20, 25, 30, y 40 mM
Oxamato de Sodio 5,10, 15, 20, 25, y 30 mM

Doxorrubicina/Metformina 0.5,1,2,3,4,y5uM/ 10, 15, 20, 25, 30, y 40 mM
4, 24, 48, 72 Horas

Doxorrubicina/Oxamato 0.5,1,2,3,4,y5uM/ 5,10, 15, 20, 25, y 30 mM

Oxamato/Metformina 5,10, 15, 20, 25, y 30 mM/ 10, 15, 20, 25, 30, y 40 mM

Doxorrubicina/Oxamato/ 0.5,1,2,3,4,y5uM/ 5,10, 15, 20, 25, y 30 mM/
Metformina 10, 15, 20, 25, 30, y 40 mM

Tabla 1: Grupos experimentales, concentraciones y tiempo de exposicién de los fdrmacos para
determinar las ICso.
Para la linea celular de CaMa TN MDA-MB-231.

6.3 ENsSAYO CLONOGENICO

Con el objetivo determinar la supervivencia celular in vifro basado en la
capacidad que tiene una sola célula para crecer en una colonia (Al menos
50 células). Se realizaron pruebas clonogénicas, con base en el protocolo
descrito por Franken et al., en el 2006. Para ello, se empled la linea celular
de CaMa TN: MDA-MB-231. Se mantuvieron en placas de 6 pozos con una
densidad de 2x102 células en cada pozo en las condiciones ya
mencionadas con 24 horas de adherencia. Una vez concluido el tiempo de
adherencia, la linea celular fue expuesta a los tfratamientos farmacoldgicos
de acuerdo a la tabla 2, con concentraciones de acuerdo a las ICso
obtenidas con base en el nimero de células expuestas, con un control
negativo sin fratamiento. Después de 7 dias cuando el control negativo (sin
tratamiento) alcanzé aproximadamente 50 colonias, se detuvo el

experimento.

Posteriormente, se retird el medio y las colonias se fijaron con glutaraldehido

al 6% y se tineron con cristal violeta al 0.5% durante 30 min; posteriormente
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se removid cuidadosamente el colorante y la placa fue lavada con agua

corriente hasta eliminarlo; finalmente se dejé secar a temperatura ambiente.

Se obtuvieron imdagenes digitales de las colonias obtenidas con una cdmara
Olympus, las cuales fueron contadas con el software de andlisis de
imdgenes: Image J version 1.49. Los ensayos se realizaron por triplicado y de

manera independiente.

Farmacos Tiempo de exposicion

Control () 2%
Doxorrubicina 0.5 UM
Metformina 25 mM
Oxamato de Sodio 15 mM
7 Dias
Doxorrubicina/Metformina 0.5 yM/ 25 mM
Doxorrubicina/Oxamato 0.5 yM/ 15 mM
Oxamato/Metformina 15 mM/ 25 mM
Doxorrubicina/Oxamato/Metformina 0.5 uM/ 15 mM/ 25 mM

Tabla 2: Grupos experimentales, concentraciones y tiempo de exposicién para determinar la
proliferaciéon celular mediante ensayo Clonogénico.
Se establecieron 9 grupos experimentales, control negativo (2% SFB), control positivo (Dox) y los
fadrmacos individuales y en combinacion. Para la linea celular de CaMa TN MDA-MB-231.

6.4 ANALISIS DE MUERTE CELULAR

Con el objetivo de analizar sila terapia farmacoldgica induce muerte celular
por apoptosis, se realizd el ensayo de citometria de flujo; el cual se
fundamenta en la capacidad que tiene la Anexina V y el loduro de Propidio
(IP) para unirse a las células en proceso de muerte celular. En la membrana
celular interna se encuentra la fosfatidilserina (PS), un tipo de fosfolipido que
en células viables se mantiene en el interior de la membrana celular.
Cuando inicia el proceso de la apoptosis, la fosfatidilserina migra a la capa

externa de la membrana. Este proceso puede ser detectado por Anexina V

@%ﬁ%

@

40



(glucoproteina dependiente de calcio), la cual se une especificamente ala
fosfatidilserina. Las moléculas de Anexina V se marcan con fluoréforos para
detectar apoptosis temprana mediante citometria de flujo. Mientras que en
apoptosis tardia, cuando la membrana plasmdatica ha perdido su integridad
y el DNA fragmentado se encuentra expuesto se emplean agentes
intercalantes del DNA, como el loduro de Propidio (IP). A través del kit de
Anexina V/IP (GenTex, GTX8559) se determind el estado de apoptosis de las
células expuestas a la terapia farmacoldégica de acuerdo a la tabla 3,

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para ello, se empled la linea celular de CaMa TN: MDA-MB-231. Se
mantuvieron en placas de 6 pozos con una densidad de 5x105 células en
cada pozo con las condiciones ya mencionadas y con 24 horas de

adherencia.

Una vez concluido el tiempo de adherencia, las lineas celulares fueron
expuestas a los tratamientos farmacoldgicos por 24, 48 y 72 horas (tabla 3);

con un control negativo sin tratamiento.

Después del tiempo de exposicion de los farmacos en las lineas celulares, las
células se tripsinizaron y colectaron por centrifugacion, resuspendiéndolas
en 250uL de buffer de unidn a Anexina V (GTX855%91). Se agregaron 2ulL de
Anexina V y 2uL de IP. Posteriormente se incubaron por 5§ min a 4° C en
oscuridad. Las células fueron analizadas en un citometro BD FACSCalibur. El
conteo las células se determind a traves del software Cell Pro versidon 5.1. Los

ensayos se realizaron por friplicado y de manera independiente.
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Farmacos [ ITratamientos Tiempo de exposicion

Control Negativo Sin tfratamiento
Doxorrubicina 0.5 uM
Metformina 25 mM
Oxamato de Sodio 15 mM

24, 48 y 72 Horas

Doxorrubicina/Metformina 0.5 yM/ 25 mM

Doxorrubicina/Oxamato 0.5 yM/ 15 mM

Oxamato/Metformina 15 mM/ 25 mM

Doxorrubicina/Oxamato/Metformina | 0.5 yM/ 15 mM/ 25 mM

Tabla 3: Grupos experimentales, concentraciones y tiempo de exposicion para analizar el tipo de
muerte celular.
Mediante el ensayo de Anexina V / IP, por medio de citometria de flujo, se establecieron 13 grupos
experimentales, control negativo, control positivo, y los fdrmacos individuales y en combinacion.
Para la linea celular de CaMa TN MDA-MB-231.

6.5 ENSAYOIN VIVO

Los modelos de ratdn son herramientas muy Utiles para la comprension de la
biologia del tumor, asi como los factores implicados en el desarrollo tumoral,
tales como hormonas, dieta, UV, radiacidn y quimicos. Una aplicaciéon
importante de los modelos de ratdn es probar directamente las funciones
de los factores ambientales en el desarrollo de tumores, lo cual no es posible

hacer en los seres humanos (Cheon, D y Orsulic, S. 2010).

Los ratones Fox1nv/Fox1nv representan un excelente modelo para la
investigacién en cdncer debido a que son inmunodeficientes.
Particularmente los xenotfransplantes de células humanas a ratones Fox1nv/
Fox1nvtienen un potencial para la evaluacion de terapias y la progresion del

cdncer (Morton y Houghton, 2007).

Para observar el efecto de los fdrmacos en un modelo in vivo se emplearon

18 ratones desnudos hembras de la cepa Fox1nv/ Fox1nv de 4 semanas de
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edad, los cuales se mantuvieron en el laboratorio de Gendmica Funcional
(L-11) en la UBIMED (FES-Iztacala; UNAM) a una temperatura y humedad
controlada, con fotoperiodos de 12/12 horas, con agua y alimento ad
libitum. Los animales fueron distribuidos aleatoriomente en 4 grupos
experimentales tal y como se muestra en la tabla 4. Las dosis de los farmacos
que se utilizaron, fueron con base en las ICso’s obtenidas en los ensayos de

viabilidad celular.

Para la induccidn de los xenotransplantes, los animales fueron inoculados via
subcutdnea en el flanco derecho de cada ratén con 10x10¢ células MDA-
MB-231, empleando como vehiculo 200ulL de solucidn salina (SS). Los ratones
inoculados fueron monitoreados y pesados diariomente hasta que la
aparicion de la masa tumoral alcanzara un volumen no mayor a 3 mms3. La
medicién de la masa tumoral se realizd con un vernier analdgico diario y una
vez alcanzado el volumen esperado se inicié con la terapia farmacoldgica
via intraperitoneal (i.p) de acuerdo a los grupos experimentales de la tabla
4, durante 20 dias.

Wﬁ

1 Doxorrubicina 1mg/Kg

2 Doxorrubicina/Oxamato Tmg/kg-15mg/kg

3 Doxorrubicina/Metformina 1mg/kg-30mg/kg

4 Dox/Met/Ox 1mg/kg-30mg/kg-15mg/kg

Tabla 4: Grupos experimentales y dosis de los fratamientos para la inoculacién de los ratones

Una vez terminado el fratamiento, se realizé la eutanasia a los ratones por
dislocaciéon cervical para la obtencidon de la masa tumoral, las muestras

fueron fijadas en p-formaldehido al 4% durante 24 horas. Cabe mencionar
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que a dos ratones del grupo Dox/Met/Ox se les realizd la eutanasia a los 8

dias de tratamiento, para posteriores pruebas moleculares.

7. RESULTADOS
7.1 CONCENTRACION INHIBITORIA 50 (ICs0) DE LOS FARMACOS.

Se observd que los valores de absorbancia (obtenidos mediante el uso del
colorante cristal violeta), disminuyeron a medida que se incrementd la
concentracién y el tiempo de exposicion de cada fadrmaco individual y en
combinaciéon. Tal como se muestra en la figura 12, donde se observan los
tratamientos individuales, con dosis dependiente del tiempo. Se observa
ademds que con Dox se obtuvo su ICsp a una concentfracion mds baja
(TMM), 1000 veces menor que los ofros fratamientos individuales y en menor
tiempo de exposicion (4 horas) (Figura 12a). Mientras que la ICso de la Met
fue de 256mM y el Ox de 20mM (Figura 12b-c).

En lo que respecta a los tratamientos en combinacién, tal como se muestra
en la Figura 13, en el caso de las combinaciones con Dox se observa que se
potencia su efecto en tiempo de exposicion menor a los fdrmacos (a partir
de las 4 horas) dando como resultado una ICso de Dox 2uM/Met 25mM
(Figura 13a) y de Dox 1uM/Ox 15mM (Figura 13b) en comparaciéon con el
tratamiento de Met/Ox que no tiene Dox, donde se observaron
concentraciones mas altas (Met 25mM/Ox 20mM) (Figura 13c). Finalmente
en la combinacién con los tres fadrmacos, se observa que tienen mayor
eficacia, con concentraciones mds bajas (Met 20mM/ Ox 15mM/ Dox 1uM)
y a tiempos de exposicion menores (4 horas) (Figura 13d). Demostrando que
la eficacia de los tratamientos potencia de manera favorable la inhibicidn
de la proliferacidon celular en tiempos y concentraciones menores con

respecto alas demads terapias.
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7.2 FORMACION DE COLONIAS

El potencial de formacidén de colonias disminuyd con la triple terapia
farmacolégica. Como se observa en la figura 14 y 15, las células tratadas
con Dox (figura 14b) muestran efecto citotdxico al inhibir la proliferacion del
porcentaje de colonias (2%) en comparacion del control. Mientras que en
tratamientos con Met (figura 14c) y Ox (Figura 14d) el porcentaje de colonias
fue de 54.18% y 75.61% respectivamente, demostrando que las terapias

individuales no ejercen efecto inhibitorio en la proliferacién celular.

En los tratamientos en combinacién se observa que el porcentaje de
formacion de colonias disminuyd. En lo que respecta a los tratamientos en
combinacion con Dox, se obtuvo un 31.72% en la combinacion de Dox-Met
(figura 14e) y 48.65% (figura 14f) en Dox-Ox. Contrastando con las células
tratadas con Met-Ox que no presentaban Dox, no se observd disminucion
significativa en el porcentaje de colonias, obteniendo un 62.37% en
comparaciéon con control (sin tratamiento) (Figura 14g) Finalmente, en el
tratamiento con la triple terapia (figura 14h) se observa una disminucion
significativa del nUmero de colonias con 21.15%. Datos similares a los de la
ICs0 donde se potencia el efecto de manera favorable, probablemente por
una accidn sinérgica entre los tres fdrmacos; lo que sustenta una vez mds el

efecto citoprotector de la terapia sobre la linea celular de CaMa TN.
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Figura 14: Imdgenes representativas de experimentos independientes del ensayo Clonogénico.
En células MDA-MB-231, expuestas a los fdrmacos individuales y en sus combinaciones, durante
una semana. A)2%SFB, B)|Dox, C)Met, D)Ox, E)Dox/Met, F)Dox/Ox, G)Met/Ox, H)3F
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Figura 15: Grdfica del ensayo Clonogénico en células MDA-MB-231.
expuestas a los farmacos individuales y en sus combinaciones, durante una semana
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7.3 TIPO DE MUERTE CELULAR

Con la finalidad de conocer si la triple terapia inducia muerte celular por
apoptosis, se utilizd el método de Anexina V/IP, en citometria de flujo. Las
grdficas de puntos obtenidas, muestran el porcentaje de células en muerte
celular por apoptosis. En la figura 15a se observa que las células tratadas
con Dox a partir de las 24h muestran apoptosis tardia en un 7.64%, y ese
efecto se potencia a las 48h con 28.6% y a 72h con 98.2% de las células
apoptdticas. Mientras que las células tratadas con Met (Figura 15b) y Ox
(Figura 15c), tuvieron muerte celular por apoptosis temprana a partir de Ias
48h con 31.3% vy 11.4% respectivamente y a 72h las células mostraron muerte

celular por apoptosis tardia con 34.2% y 19.3% respectivamente.

Por ofra parte se observa el tipo de muerte celular en las células tratadas en
combinacién con Dox, en donde la combinacion Dox-Met se observa que
a partir de las 24h hay muerte celular por apoptosis temprana con 14.9% y a
partir de las 48 horas se observa un aumento de 27.4% de células en
apoptosis temprana y un 28% de células en apoptosis tardia, mientras que a
las 72h la mayor parte de las células se encuentran en apoptosis tardia con
98.4%. En la combinacion de Dox-Ox se observa que a partir de las 48h de
exposicidon hay un 53% de células en apoptosis temprana, y un 21.5 de
células en apoptosis tardia; mientras que a las 72h las células se encuentran
en apoptosis tardia con un 98%. De manera similar las células tfratadas con
Met-Ox a partir de las 48h muestra el 25.9% de células en apoptosis temprana
y 38.3% en apoptosis tardia, mientras que a 72h el 99.4 de las células se

encuentran en apoptosis tardia.

Finalmente un resultado interesante que se pudo observar fue que las células
tratadas con la triple terapia farmacoldgica a partir de las 24h mostraron

células apoptdticas en comparacidén con los demds tratamientos, donde no
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se observaron células apoptdticas; sin embargo a partir de las 48h hay un
mayor porcentaje de células en apoptosis temprana con 76.7% y 9.99% de
células en apoptosis tardia, mientras que a 72h este porcentaje se mantiene
con 79.7% de las células en apoptosis temprana y 18.5% de las células en
apoptosis tardia, demostrando que la triple terapia generd un menor
nUmero de células en apoptosis tardia en comparaciéon de los demds

tratamientos.

Demostrando asi que el efecto de las células tratadas con la triple terapia
farmacolégica, se mantiene en los tres tiempos. Se comprueba que la
terapia farmacoldgica es de toxicidad baja al inducir un mayor porcentaje
de células en apoptosis temprana que de células en apoptosis tardias; en
comparaciéon de los demds tratamientos y sobretodo con la terapia de linea
Doxorrubicina. Estos datos sugieren que los fdrmacos podrian estar
ejerciendo una sinergia entre ellos y que la terapia ejerce efecto

citoprotector.
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7.4 ENSAYO IN VIVO

Con el objetivo de evaluar el efecto de la triple terapia farmacoldgica, se
utilizd un modelo animal. El volumen tumoral se midié diariamente con un
vernier analégico desde la aparicién del tumor con 3mms3 (dia 0) hasta el
final del tratamiento (dia 20) para establecer las curvas de inhibicidén del
crecimiento tumoral (Figura 18 y 19). En donde se observa el crecimiento del
tumor con los tratamientos establecidos, principalmente con la terapia de
linea Dox en donde se observa que no fue tan eficaz alcanzando un
volumen final de 4000mm3 similar a los ratones tratados con Dox-Ox con un
volumen final de 3900mm3. Destacando que los fratados con Dox-Met
disminuyen el volumen del tumor con un volumen final de 2000mm3.
Finalmente 2 de los ratones tratados con la triple terapia fueron sacrificados
a los 8 dias de tratamiento, con un crecimiento tumoral de 30mm3 volumen
final Esto con el objetivo de realizar futuras pruebas moleculares. Mientras
que los demds ratones tratados con la triple terapia farmacoldgica, se indujo
la remisidon total de la masa tumoral a partir del dia 9 de tratamiento; efecto
que se mantuvo hasta el final de la fase experimental (20 Dias). Sugiriendo
que probablemente la triple terapia este ejerciendo un efecto sinérgico a
través de las vias de generacion de energia con la inhibiciéon del complejo |
de cadena transportadora de electrones que culmina en la via de
senalizacion mTOR; la inhibicidn de la LDHA (glucdlisis) y con la ruptura del
DNA.
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Figura 18: Grafica del volumen del tumor de los tratamientos establecidos.
Dia 1 de Dia 10 de Dia 20 de
tratamiento tfratamiento tfratamiento
Dox
Dox/Met
Dox/Ox
3F

Figura 19: Imagenes digitales del volumen del tumor de los tratamientos establecidos.
Del dia 1 al dia 20 de tratamiento
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8. DiscusiON

En este estudio, se combind Dox, un tratamiento de linea para el CaMa TN,
con Met y Ox. Se demostrd que Met y Ox en combinacidén con Dox disminuyen
la proliferacion celular in vitro e in vivo en concentraciones menores a los
farmacos individuales y a las demds terapias en combinacion de estos

fdrmacos.

Asi mismo, los resultados obtenidos en este trabajo in vitro, mostraron que Dox
induce muerte celular por apoptosis tardia, ya que en los ensayos de
viabilidad celular, la ICso se alcanzaba a partir de 4 horas de exposiciéon y a
concentraciones bajas, mientras que a las 48 horas la proliferaciéon se inhibia
mas del 90%. Asi mismo en los ensayos de colonias se mostré que Dox inhibia
la proliferacion celular casi por completo. Para corroborar que Dox induce
muerte celular por apoptosis tardia se realizaron ensayos de Anexina V/IP, en
donde se observd que el fdrmaco a partir de 24 horas de exposicion induce
éste proceso. Esto podria ser debido a la escision de un fragmento de 50kDa,
de la proteina Poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP1) que regula procesos
como; reparacion de dano del DNA, muerte celular, estrés oxidativo,
respuestas inflamatorias; ya que como observd Gobeilb et al., en el 2001 este
fragmento se produce en la apoptosis tardia y es independiente de las
caspasas; desencadenando la ruptura de DNA, NAD+, disminucion de ATP
aumento de las especies reactivas de oxigeno dando lugar a la apoptosis
tardia. Tal como lo mencionado por Witney et al en el 2010 y Shin et al en el
2015 quienes emplearon células MDA-MB-231 y HKIl respectivamente; estos
autores encontraron que hay una disminucion de la viabilidad celular y un
incremento de las células necrdticas a partir de 48 horas de exposicion con el
farmaco (Dox), en concentraciones bajas causado por la escision de PARP,
ademds de un incremento de las especies reactivas de oxigeno, propio de

una célula necrdtica. Sin embargo en el modelo in vivo no se encontré una
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disminucion significativa de la masa tumoral en los ratones tratados con Dox
en comparacion con el control. Estos resultados son similares a lo obtenido por
lliopoulos et al en el 2011 en donde observdé en un modelo in vivo el
crecimiento tumoral después del tratamiento con Dox, encontrando que
hubo una resistencia al farmaco. Shen et al en el 2008 determind que la
resistencia a Dox en un modelo in vivo de CaMa TN se debia principalmente
a cambios en la regulacion de genes transportadores. Uno de ellos es el
codificado por el gen ABCBI1, la P-gp (P-glicoproteina), también conocida
como MDR1 (multidrug resistance protein 1), que es una bomba de flujo
impulsado por ATP que puede transportar cientos de compuestos anfipdticos
hidrofébicos no relacionados estructuralmente, incluyendo fdrmacos,
péptidos y compuestos similares a lipidos. MDR1 juega un papel fisiolégico
fundamental en la proteccidn de xenobidticos téxicos y metabolitos
enddgenos, asi como afectar la absorcion y distribucion de muchos farmacos
clinicamente importantes ya que crea un flujo de expulsion de la célula
dependiente de ATP expulsando gran cantidad de sustancias fuera de la
célula (Sharom, 2011). De esta manera Shen et al en el 2008 en sus
experimentos encontré una acumulaciéon extracelular de Dox de hasta un 94%
en tumores de CaMa TN causada principalmente por una disminucion de la

absorcion de Dox mediada por la Pgp en la membrana celular.

Recientemente, ha habido un interés en los efectos antiproliferativos de Met
debido a su perfil de toxicidad baja. En este trabaqjo, los resultados in vitro de
Met a través de ensayos de colonias muestran que hubo una disminucidon de
la proliferacion celular hasta en un 54%. Asi mismo se realizaron ensayos de
muerte celular por apoptosis a través del ensayo de Anexina V/IP mostrando
que las células tfratadas con Met se encontraban en apoptosis temprana a
partir de 48h. Asi como lo reportado por Ouyang et al., en el 2011 donde

mostré resultados in vitro de Met a fravés de ensayos de consumo de glucosa,
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mostrando que hubo una disminucién de la proliferacién celular, esto se pudo
deber a que Met inhibe el complejo | de la cadena transportadora de
electrones y su efecto anticancerigeno se atribuye principalmente a la
activacion de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) disminuyendo la
produccidon de ATP y la inhibicidn de la FOSOX, estos experimentos fueron
corroborados a tfravés de marcadores proteicos como AMPK y LKB1. Asi como
lo reportado por Takahashi et al en el 2014 en donde demuestra que las
células de cdncer de endometrio tratadas con Met disminuyen la viabilidad
celular, la capacidad de formacién de colonias y entran en apoptosis
temprana de manera dependiente de la concentracidon y del tiempo,
corroborando asi que la terapia es de toxicidad baja, ya que se estaban
llevando a cabo procesos de muerte celular por apoptosis probablemente

inducidos por la activacion de la proteina AMPK.

Otro fdrmaco que se ocupd en este trabajo fue el Ox; Zhao et al en el 2015
sugiere que la accién de Ox in vitro podria estar ejerciendo su efecto a fravés
de la regulaciéon de la LDH-A, ya que al evaluar la producciéon de lactato en
células de cdncer gdstrico ftratadas con Ox, la LDH-A disminuia
significativamente en comparacion con las células no fratadas; de una
manera dependiente de la concentracion y del tiempo; ademds, estos
autores evaluaron si Ox inducia muerte celular por autofagia a través de la
deteccién por western blot de marcadores como LC3Il; observando una
mayor deteccidn de LC3Il con las células tratadas con Ox., también
observaron la muerte celular por apoptosis en las células fratadas con Ox
enconfrando que hay un nUmero reducido de células apoptdticas vy
necrdticas, sin embargo cuando se inhibié la autofagia inducida por Ox
aumentd el nimero de células apoptdticas. De igual manera en nuestros
resultados se encontrdé un nUmero reducido (11%) de células apoptdticas a

partir de 48h, esto también podria deberse a una resistencia del fdrmaco
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como lo reportado por Birsoy et al en el 2013 donde se identificaron los genes
que causaban resistencia al 3-bromopiruvato (3-BrPA), un candidato a
farmaco que inhibe la glucdlisis por su forma andloga al piruvato.
Enconfrando principalmente que el gen SLC16A1 que codifica para el
transportador monocarboxilado 1 (MCTI, que media el fransporte
bidireccional de protones monocarboxilados como lactato, piruvato, vy
cuerpos cetdénicos a través de la membrana plasmdatica (Halestrap y Wilson,
2012) era el principal factor que le conferia resistencia a las células MDA-MB-
231 de CaMa TN tratadas con 3-BrPA; ya que al no estar presente, no hay
transporte del 3-BrPA al interior de la célula. Esto se comprobd al realizar una
deteccion de MCTI por western blot en células MDA-MB-231 encontrado
ausente este transportador; asi mismo se midid el porcentaje de viabilidad
celular encontrando que las células MDA-MB-231 tratadas con 3-BrPA llegaron
a la ICsp con concentraciones mayores a 200uM, sin embargo cuando a las
células tratadas con 3-BrPA se les transfectaba el MCT1 su ICso fue de una
concentracidon menor a 25uM, con estos resultados estos autores corroboraron
que el MCT1 era el factor responsable que le conferia resistencia a las células
MDA-MB-231. Finalmente estos experimentos se corroboraron in vivo con
células MDA-MB-231 observando una disminucion significativa en el volumen
de los fumores de los ratones que fueron transfectados con MCT1 vy tratados
con 3-BrPA en comparacién con los que no tenian el transportador ni el
farmaco. Estos resultados sugieren que las células pudieron adquirir resistencia
a fravés de una posible desregulacion del transportador MCT1 y por lo tanto
que las células tratadas con Ox de manera individual no mostraron una

inhibicién de la proliferaciéon celular significativa.

De esta manera la inhibicion combinada de la via glucolitica posiblemente
podria dar lugar a un agotamiento completo de ATP celular y dar lugar a un

aumento de la muerte celular. Es por eso que los fdrmacos se evaluaron
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también de manera combinada. Xintaropoulou et al en el 2015 investigd la
inhibicion de cinco moléculas de la via glucolitica entre ellas la LDH-A
utilizando 9 inhibidores, entre ellos Ox en lineas celulares de cancer de ovario
y de mama. Encontrando principalmente que hubo una interaccidn sinérgica
entre el inhibidor de GLUT1 (STF31) y Ox cuando se combinaba con Met,
obteniendo un aumento de glucosa extracelular y una disminucién de la
produccion de lactato asi como el aumento de la apoptosis. De acuerdo con
Miskimins et al en el 2014, el efecto sinérgico entre Ox y la biguanida
Fenformina que tiene un efecto similar a Met inhibiendo el complejo 1 de la
cadena fransportadora de electrones, actuan en las dos vias de generacion
de energia (FOSOX y Glucdlisis respectivamente); ellos demostraron que la
biguanida y Ox inducian muerte celular por apoptosis mediante la activacion
del complejo inductor de apoptosis (AlF) y mediante la ruptura de PARP-1 en
CCR promovida por la inhibicién de la LDH-A y la disminucion en la produccion
de lactato causada por Ox y la inhibicién del complejo 1 de la cadena
trasportadora de electrones causada por la Fenformina. Indicaron ademdas
gue hicieron una comparacioén de las ICso entre Fenformina y Met obteniendo
concentraciones mas altas con Met (25mM) con dos dias de exposicion y de
Ox con concentraciones superiores a 80mM, sin obtener un cambio
significativo, sin embargo cuando los fdrmacos se utilizaban en combinaciéon
para la obtencién de la ICso el efecto se potenciaba dando como resultado
concentraciones menores. Por lo tanto, la combinacion de dos farmacos
sensibiliza las células de CCR para la induccidon de apoptosis de forma

sinérgica.

Actualmente Met es estudiada en varios tipos de cdncer como monoterapia
0 en combinacién con ofros fdrmacos, demostrando que puede aumentar la
sensibilidad a la quimioterapia (Xintaropoulou et al., 2015). En otro estudio

lliopoulos et al en el 2011 mostré un efecto sinérgico entre Met y Dox en un

59

@}QE%

0
Q4



modelo in vivo de xenotransplante en cdncer de prostata. Donde se observa
gue hubo una disminucion del tumor en comparacion del que solo se habia
tratado con Dox, indicando que la combinacion de Met con diferentes
guimioterapéuticos entre ellos Dox es altamente eficaz en el bloqueo del
crecimiento tumoral y la prevencidn de la reincidencia de la enfermedad.
Ademds, observd que con esa combinacidn se ocupaban concentraciones
menores a la de los farmacos individuales. Con estos experimentos ellos
refieren que Met es un potencial anticancerigeno ademds de reducir la
toxicidad asociada con quimioterapéuticos. Similar a los resultados obtenidos
en este frabajo, donde se observé una disminucion significativa en la

proliferacion con esta combinacién tanto in vitro como in vivo.

Por ofra parte, con la combinacion de Ox/Dox no se observd una disminucion
significativa de la proliferacion celular in vitro e in vivo en comparacién con
las ofras terapias, no hay reportes donde se utilice esta combinacidn, sin
embargo la ineficacia de esta terapia se pudo deber a una resistencia por
parte de los dos fdrmacos Ox y Dox con los transportadores MCT1 y P-gp

respectivamente (Shen et al., 2008; Birsoy et al., 2013).

La importancia de la sinergia de los tres fdrmacos se hace presente cuando
se observa la diferencia entre los resultados obtenidos con esta terapia vy
cualguiera de los que se hallaron empleando los fdrmacos individualmente o
en pares. La interaccion sinérgica entre los farmacos Met, Ox y Dox es
probablemente mediada por la inhibicion simultdnea del complejo | en la
cadena transportadora de electrones (Met), la LDH-A (Ox) (Miskimins et al.,
2014) y por el aumento de apoptosis causada por Dox (Jang, Jeong, et al.,
2013). El mecanismo de accion de estos farmacos se basa en la inhibicion de
las vias de generacion de energia de la célula tumoral: la glucdlisis; la via de
MTOR vy sintesis de dAcidos nucleicos. Los datos obtenidos en este trabajo

muestran que la terapia es mds efectiva que cualquiera de las otras.
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Estos resultados son consistentes con los de nuestro grupo de frabajo, donde
Garcia-Castillo en el 2013 mostré en un modelo in vitro de CaMa TN que la
triple terapia farmacoldégica provocaba muerte celular por apoptosis,
reduciendo la apoptosis tardia causada por la Doxorrubicina. Estos resultados
fueron corroborados en un modelo in vivo de xenotransplante, donde se
observd principalmente que los ratones que habian sido tfratados con la triple
terapia farmacoldgica inhibieron por completo el crecimiento tumoral en
comparacién con las demdads terapias. Después de la inhibicidn de la masa
tumoral, los ratones se monitorearon por mds de tres meses sin observar
recurrencia de enfermedad y sobrevivencia de los animales tratados con esta
terapia. Estos resultados indican que la exposicion in vitro e in vivo a la triple
terapia farmacoldgica ocasiona la disminucion del consumo de glucosa y la
inhibicion de senales de proliferaciéon y crecimiento celular por el bloqueo de
la via de mTOR, induciendo finalmente muerte celular por autofagia vy
apoptosis. Otro resultado importante en nuestro grupo de trabajo con el
empleo de esta terapia fue el reportado por Salgado-Garcia en el 2015,
donde evalud en un modelo in vitro de CCR los microRNAs involucrados en el
proceso de autofagia inducida farmacoldégicamente mediante la
combinacion de los tres fdrmacos; obteniendo que después de la exposicion
a diferentes horas de esta triple terapia farmacoldgica, los microRNAs miR-101,
miR-183 y miR-106a involucrados en el proceso de autofagia, mostraron una
sub-expresion dependiente del tiempo de exposicidn. Estos experimentos
fueron corroborados por la deteccidn de marcadores protéicos como ULKT,
ATG4 y LC3Il involucrados en el proceso de autofagia, demostrando que la
triple terapia induce este tipo de muerte celular, debido principalmente a que
estos genes posiblemente son blancos directos de los microRNAs

mencionados anteriormente.

En este trabajo se pretendid reproducir in vitro e in vivo los resultados

@}%

@



anteriormente obtenidos por el grupo de frabajo, corroborando los datos
obtenidos por Garcia-Castillo en el 2013, obteniendo que los fdrmacos en
combinacién tienen mayor eficacia en comparacién con los farmacos
individuales. Los datos sustentados proveen informacion crucial para que esta
terapia pueda ser eficaz en casos clinicos que presenten este fenotipo

fumoral.

Dada la importancia del CaMa TN como problema de salud publica, es
necesario contar con terapias adecuadas que estén dirigidas a diversas
proteinas esenciales de las vias de generaciéon de energia para inhibir la
proliferacion del cdncer induciendo procesos de muerte celular por apoptosis
o autofagia en combinacidn con quimioterapéuticos para reducir su

toxicidad y mejorar la eficacia.

9. CONCLUSION

En conclusion, Metformina y Oxamato de Sodio inhibidores del complejo | de
la cadena transportadora de electrones y la LDHA respectivamente en
combinacidn con el quimioterapéutico de linea Doxorrubicina, disminuyen la
tasa de crecimiento de las células MDA-MB-231 de CaMa TN. Estos farmacos
combinados disminuyen la citotoxicidad en los ensayos in vifro e in vivo
proporcionando una alternativa para el tratamiento eficaz del CaMa TN. El
efecto sinérgico se pudo llevar a cabo por Doxorrubicina al potenciar el
efecto asi como Metformina al atenuar el dano citotéxico y finalmente el
Oxamato al disminuir el ambiente dcido con el objetivo de incidir sobre
mecanismos de muerte por apoptosis y/o autofagia; lo que sugiere que sea

una terapia prometedora para este y otros tipos de cdncer.
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