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1. Resumen

El cancer es una devastadora enfermedad que aumenta progresivamente su incidencia en |Ia
poblaciény que por desgracia, no se ha encontrado un tratamiento que sea totalmente eficaz contra
ésta cuando se detecta en estados de mayor desarrollo. La peor prognosis estd asociada a los
eventos de metastasis, los cuales conducen a altos indices de mortalidad por la enfermedad. La
metastasis es un proceso que estad determinado por la adquisicidn de caracteristicas maétiles en las
células tumorales, que las conducen a migrar a través del epitelio, invadir la membrana basal,
irrumpir la circulacién linfatica o sanguinea y viajar a través de cualquiera de las anteriores, hasta
lograr extravasar la circulacion y colonizar un nuevo tejido. A pesar de que la proporcién de las
células que sobreviven en la circulacion es sumamente baja, los procesos de invasidn e intravasacién
son bastante mas eficientes y pocos son los tratamientos orientados hacia la prevencion de dichos
procesos.

Previamente, nuestro grupo de trabajo reportd resultados favorecedores con una nueva
combinacion farmacolégica, la cual consiste en Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de sodio. Se
ha demostrado que esta triple terapia tiene efectos citotdxicos en células tumorales de colon, mama
y cérvix y actla induciendo muerte por autofagia a través de la inhibicidn de mTOR, LDH y HIF-1.
Dado que los blancos de esta triple terapia también se han descrito como participantes en la
migracién de las células tumorales, se propuso evaluar dicha terapia en procesos relacionados con
metdstasis.

Para ello, se realizaron ensayos de cierre de herida y de proliferaciéon y migracion en tiempo real
mediante el software RTCA en xCELLigence, en lineas celulares, metastdsicas y no metastasicas, de
cancer de colon, mamay cérvix, probando la triple terapia a las dosis previamente establecidas por
el grupo de trabajo. Se compard el efecto de los tratamientos en los siguientes grupos: 1) Control,
sin tratamiento, 2) Doxorrubicina (Dox), 3) Metformina/Oxamato de sodio (Met/Ox) y 4)
Doxorrubicina/Metformina/Oxamato de sodio (3F).

En todas las lineas celulares evaluadas se observé una disminucidn en la proliferacién y migracion
de las células en respuesta a los tratamientos Met/Ox y 3F, ambos mostraron actuar con eficiencia
similar en la mayoria de las lineas. Los grupos Control y Doxorrubicina no mostraron diferencias
entre si en ninguna de las lineas celulares evaluadas. Ello nos sugiere que la inhibicién en la
proliferacién y migracién esta determinada por Metformina y Oxamato de sodio, principalmente.
Sin embargo, los resultados previos nos indican que la terapia 3F resulta mas efectiva en la inhibicién
de mTOR, LDH y HIF-1, por lo que es posible sugerir que la inhibicién de la proliferaciéon y migracién
inducido por Met/Ox es resultado de otros mecanismos no evaluados en nuestro grupo de trabajo
y que es necesario elucidar.

La triple terapia se perfila como un eficiente tratamiento que, ademas de inducir muerte celular,
tiene potencial como tratamiento preventivo contra la metastasis, mediante mecanismos celulares
gue es necesario describir.




2. Abstract

Cancer is one of the most important health problems worldwide. Even when therapies like surgery
and radiation can be effective, the worst prognosis is given when metastasis occurs. Metastasis
consists in dissemination of cancer cells through blood circulation; it begins with invasion, when
cancer cells lost their adherence to the other cells and extracellular matrix and intravasate into
lymphatic or blood circulation and must survive and adhere to vessel cells to extravasate in a new
organ. While survival and extravasation are ineffective processes, invasion is very effective, and an
important therapeutic target to avoid metastasis.

Previously, our workgroup reported a new pharmacological combination —Doxorubicin, Metformin
and Sodium Oxamate— that synergistically targets DNA repair, mTOR pathway and lactate
dehydrogenase, and displayed selective cytotoxic effects on cancer cells. These targets are involved
in metastasic pathways too, therefore herein we assayed the efficiency of the triple therapy in
invasion and migration of cancer cells.

We tested the pharmacological combination Doxorubicin, Metformin and sodium oxamate (3F) in
breast-, cervical-, and colon cancer-derived cell lines and evaluated its effect in proliferation,
migration and invasion. Migration was evaluated by a wound healing assay, while proliferation and
cell invasion were evaluated in real time using the xCELLigence® RTCA DP Instrument.

The results showed a decrease in proliferation, migration and invasion within 24 h in most of the
cell lines treated with 3F. However, the efficiency was different given that some cell lines were more
sensitive to the treatment and presented cytotoxic effects at 12 h posttreatment. Also, we evinced
that the effect of the Metformin/Oxamate (Met/Ox) combination had a similar effect, decreasing
proliferation, migration and invasion in most cell lines.

Our results proved the anti-migratory and anti-invasivity effect of the 3F and Met/Ox
pharmacological combinations; therefore, both are suitable anti-metastasis theraphy cadidates.




3. Introduccién
3.1 Cdncer

El cdncer constituye un conjunto de enfermedades que se desencadenan por la reprogramacion de
las funciones celulares hacia la proliferacién descontrolada, evasion de apoptosis y respuesta
inmune, inestabilidad gendémica, desbalance del metabolismo, angiogénesis, invasidon y metastasis,
eventos que promueven la generacion de masas tumorales con crecimiento progresivo. Tales
tumores conducen a padecimientos cronico-degenerativos que constituyen un severo problema de
salud (Hanahan et al. 2011)

A nivel mundial, el cdncer es la principal causa de mortalidad en adultos mayores de 30 afios en
paises con alto indice de desarrollo social y econdmico, reportdndose hasta 9.6 millones de muertes
asociadas a esta enfermedad en el 2018 (Bray et al. 2018). Encabezando la lista de los tipos de cancer
con mayor incidencia se encuentran el cancer de pulmdn, mama, prdstata y colon; en cuanto al
indice de mortalidad, el cancer de pulmén e higado tienen mayor prevalencia entre los hombres,
mientras que el cdncer de mama y cérvix presentan un mayor nimero de muertes asociadas en el
sexo femenino (Bray et al. 2018). Mientras tanto, en México el cancer se coloca en la tercera causa
de mortalidad, después de la diabetes y los problemas cardiovasculares (INEGI, 2018). Esta
enfermedad presenta mayor prevalencia en la poblacién entre los 30 y 59 afios, debido
principalmente a los inadecuados habitos de alimentacién y poca cultura de prevencion de
enfermedades. Entre los tipos de cdncer mas comunes en esta poblacidén se encuentran el cancer
colorrectal, cuya incidencia se ha incrementado en un 50% en los ultimos 25 afios, y los tipos de
cancer asociados al sistema reproductor, como el cancer de prdstata y cérvix. En las mujeres,
ademas, destaca el cdncer de mama como la tercera causa de mortalidad en los grupos mayores de
20 afios de edad (INEGI, 2018). Dado que el cancer colorrectal, el cdncer de mama y el de cérvix
tienen altas tasas de incidencia y mortalidad, es importante esclarecer sus caracteristicas
patoldgicas para determinar posibles tratamientos terapéuticos.

3.1.1 Cdncer colorrectal

El cdncer colorrectal es el cuarto tipo de cdncer con mayor mortalidad a nivel mundial y en México
constituye la principal neoplasia que se desarrolla en el tubo digestivo (Gonzalez et al. 2010). La
mayoria de los tipos de cdncer colorrectal comienzan como pélipos benignos que, eventualmente,
conducen a la formacién de adenomas menores a 1 cm de tamafio, los cuales pueden tener una
histologia tubular o tubulovellosa, es decir, con prolongaciones vellosas. Las alteraciones en los
genes supresores de tumores y oncogenes, resultado de la inestabilidad gendmica y epigendmica,
son pieza clave para la adquisicion del fenotipo maligno, por lo que si ocurre una displasia favorable
para la expansién clonal, los adenomas pueden crecer y desarrollar adenocarcinomas o pdlipos
serrados, ambos caracteristicos del cancer colorrectal (Kuipers et al. 2015). Los factores causales
pueden ser ambientales o genéticos. Como parte de los factores genéticos, se han caracterizado
varios sindromes que pueden conducir al desarrollo del cancer colorrectal, entre ellos destacan el
sindrome de Lynch y el sindrome de la poliposis adenomatosa familiar.




El sindrome de Lynch, también conocido como Cdancer colorrectal hereditario no poliposo,
constituye del 5 al 10% de los casos de cancer colorrectal y aunque no es posible diferenciar entre
los adenomas tipicos del sindrome y el desarrollo de adenocarcinomas; los carcinomas mucinosos,
en forma de anillos y medulares estan frecuentemente relacionados con la adquisicién del fenotipo
maligno y la progresion de la enfermedad (Lynch et al. 2003). Se ha demostrado que el sindrome de
Lynch es ocasionado por mutaciones en la linea germinal en genes que intervienen en la reparacion
del DNA, tales como MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 o EPCAM, del sistema mismatch repair (Patel y
Ahnen 2012). La acumulacién de mutaciones, consecuencia de la reparacion ineficiente del DNA,
tiene como resultado el fendmeno descrito como “Inestabilidad de microsatélites”; que son
secuencias repetitivas de DNA en los genes involucrados y que, dado que este fendmeno se ha
encontrado en el 90% de los tumores resultado del sindrome de Lynch, su reconocimiento se emplea
para el diagndstico de la enfermedad mediante PCR (Kuipers et al. 2015; Vasen et al. 2007)

El segundo tipo de cancer colorrectal hereditario es conocido como Poliposis Adenomatosa Familiar,
gue se origina como adenomas en forma de pdlipos que se distribuyen a lo largo del intestino y
colon y, de no ser tratado, conduce al desarrollo de cancer colorrectal en el 100% de los casos
mayores a 39 afos (Galiatsatos y Foulkes 2006; Patel y Ahnen 2012). Esta enfermedad es resultado
de un desorden autosémico dominante, caracterizado por mutaciones germinales en el gen
adenomatous polyposis coli (APC), un gen supresor de tumores que controla la actividad de la via
de sefializacion Wnt, implicada en la regulacion del ciclo celular, proliferacién, diferenciacion,
migracién y apoptosis (Kuipers et al. 2015). Dentro de la familia de la poliposis adematosa, se han
incluido otros desdrdenes que también se caracterizan por el desarrollo de pdlipos y que pueden
conducir a cancer colorrectal, como son el sindrome de Gardner, el sindrome de Turcot y el
sindrome de Peutz—Jeghers, padecimientos que presentan distintas caracteristicas moleculares e
histoldgicas entre si (Galiatsatos y Foulkes 2006; Kuipers et al. 2015)

Ademas de los factores genéticos que determinan el desarrollo del cancer colorrectal, los factores
ambientales y el estilo de vida juegan un papel importante en el desarrollo del mismo, puesto que
se ha relacionado el aumento en la incidencia de esta enfermedad con el consumo de alcohol y
cigarro, obesidad y colitis crénica.

Uno de los principales tratamientos contra el cancer colorrectal involucra el procedimiento
quirdrgico; sin embargo, se sabe que cerca del 38% de los pacientes con este padecimiento
desarrolla reincidencia y metdstasis hacia higado o pulmones entre 1 y 10 afios después de los
tratamientos operatorios (Andreoni et al. 2007) . Los principales drganos que presentan metastasis
de cancer colorrectal son el higado y los pulmones (Chang Sun et al. 2015)

3.1.2 Cdncer de mama

El cdncer de mama es el tipo de cdncer mds comun entre las mujeres a nivel mundial y nacional. De
acuerdo con el INEGI, el cancer de mama representaba el 19.4% del total de los casos de cancer
diagnosticados en la poblacién mexicana en el 2014; ademas, la tendencia al aumento en las tasas
de morbilidad y mortalidad se mantiene constante (INEGI, 2016). Dado que Unicamente el 10% de
los casos de cancer de mama se explica por mutaciones hereditarias en los genes BRCA1 y BRCA2,




comunmente asociados a esta enfermedad; se ha postulado que el aumento en la morbilidad y
mortalidad se explican por el estilo de vida y los factores de riesgo asociados, como son edad
avanzada, menopausia tardia, menarquia precoz, obesidad, entre otros (OMS, 2016).

El cancer de mama puede tener su origen en los conductos lactiferos (carcinoma ductal) o en los
lobulillos (carcinoma lobulillar) que conforman la glandula mamaria y se caracteriza por su nivel de
respuesta a los estrogenos, los cuales estimulan la proliferacion y diferenciacion en las células (BCO,
2014). Debido a ello, se ha establecido la caracterizacion de diferentes subtipos de cancer de mama
de acuerdo a sus caracteristicas moleculares (tabla 1), que estan determinadas por la presencia y
nivel de expresion de los receptores de estrogenos (ER), progesterona (PR) y receptor 2 al factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2). De esta forma, el cancer de mama se clasifica en Luminal,
HER-2+y Triple negativo (Dai et al. 2015; Yersal 2014).

Luminal

Este subtipo de cancer es el de mayor prevalencia en la poblacidn y mejor prondstico cuando es
detectado a tiempo. Se subdivide a su vez en los tipos Ay B y se caracteriza por presentar expresion
anormal de los receptores ER/PR/HER2, asi como otros receptores de las células epiteliales
normales. El subtipo luminal A presenta altos niveles de receptores de estrégenos, expresion de
citoqueratinas epiteliales y baja expresion de genes relacionados con proliferacidn. Diagnosticado
de manera temprana, los pacientes con este tipo de cancer presentan mejor prognosis, reincidencia
y metastasis en menos del 10% de los casos, y tratamiento a base de hormonas o farmacos (Yersal
2014). En contraste, el subtipo luminal B presenta un fenotipo mas agresivo y peor prognosis. Las
células tumorales de este tipo expresan en mayor proporcion genes que incrementan la tasa
proliferativa y metabdlica, como gama glutamil hidrolasa (GGH), ciclina E y factores de crecimiento,
como HER2 (Yersal 2014).

HER-2+

Los tumores de este tipo estan caracterizados por una alta expresiéon de HER2 y de todos los
miembros de su cascada de sefializacidn, perteneciente a la familia de tirosin cinasas. Asimismo, se
ha caracterizado que este subtipo de cancer presenta un fenotipo mas agresivo, con alta tasa
proliferativa y un mayor grado histoldgico, menor expresién de receptores de estrégenos ademas
de presentar mutaciones en p53 en el 40% de los casos. Las terapias mas comunes estan basadas
en la inhibicién de HER2, mediante el uso de anticuerpos monoclonales o de inhibidores de tirosina
cinasa (Yersal, O. et al, 2014).

Tipo basal o triple negativo.

El cdncer de mama tipo basal o triple negativo representa el subtipo mas agresivo, con el peor
prondstico y tiene una prevalencia aproximada del 30% dentro de la poblacidn. Histolégicamente,
los tumores de este subtipo se caracterizan por presentar pobre formacién de tubulos, ademas de
regiones con necrosis o fibrosis, infiltrado de linfocitos. Ademas, los tumores presentan una alta
tasa proliferativay cominmente expresan marcadores de tipo mioepitelial, como CK5, CK14 O CK17;




pero no expresan los receptores ER, PR o HER2, de ahi que reciban el apelativo triple negativo (Yersal
2014).

Se han determinado numerosos genes implicados en el fenotipo agresivo del subtipo triple negativo,
entre los que destacan mutaciones y pérdida de TP53 y BRCA1. Asimismo, numerosas vias de
sefializacion también se han visto implicadas, como la via de Retinoblastoma (Rb), la via de NF-kB y
la via PI3K/Akt, que por ejercer su actividad sobre el complejo mTOR, es parte de la regulacion
metabdlica de la célulay se ve comUnmente hiperactivada en cancer de mama (Yersal 2014; Lattouf
et al., 2016).

Ademas de la presencia o ausencia de receptores, el prondstico de la enfermedad también esta
relacionada con el grado histopatoldgico invasivo del tumor, que determina la diseminacién de las
células tumorales a otros érganos, es decir, la metastasis. El carcinoma ductal invasivo, que se
origina a partir de los ductos de las glandulas mamarias, constituye del 50-80% de todos los tipos de
cancer de mama y presenta una tasa de supervivencia de hasta el 50% tras 10 afios de detectado el
tumor (Weigelt et al., 2005). Se ha observado que las células tumorales de cancer de mama hacen
metastasis principalmente hacia huesos y pulmones; dicho evento es dirigido a estos drganos de
forma preferencial por su expresién de quimiocinas, que fungen como quimioatrayente. Tal es el
caso de la quimiocina CXC12 (motivo C-X-C), que es secretada en mayor proporcion por nédulos
linfaticos, pulmones y médula désea; ésta se une al receptor CXCR4, altamente expresado por las
células de cancer de mama, por lo que se considera que la unién ligando-receptor de las quimiocinas
CXC12 y CXCR4 es critica para la metastasis de las células de cancer de mama (Scully, O. et al, 2012).

A pesar de que existen terapias para el tratamiento contra el cdncer de mama, ya sea mediante la
guimioterapia convencional o los tratamientos dirigidos, la metdstasis empeora el prondstico
debido a las complicaciones que representa, por lo que el establecimiento de una estrategia
terapéutica preventiva es aun un reto dentro de la investigacion.

Tabla 1. Subtipos de cancer de mama y sus caracteristicas. Modificado de Lattouf, H. et al, 2016.

Subtipos de Marcadores Prevalencia Caracteristicas Tratamiento Prondstico
cancer de moleculares clinicas general
mama
Luminal A ER+/PR+ 60% El tipo luminal A Tamoxifen, Buen prondstico
HER2- tiene menor grado Inhibidoresde  cuando
histoldgico que el aromatasas, detecta
luminal B Fulvestrant tiempo.
B ER+/PR+ Quimioterapia, Alto riesgo de
HER2+ o principalmente  reincidencia
HER2- antraciclinas vy
Con alto Ki67 taxanos




HER2 ER-/PR-/ 20% Alto grado Trastuzumaby  Pobre

HER2+ histolégico con quimioterapias  prondstico
nodos linfaticos basadas en temprano, alta
positivo antraciclinas recurrencia v
metastasis
Triple ER-/PR-/ 20% Comun en mujeres Quimioterapia  Agresivo con
negativo HER2- africanas y basadaen pobre prognosis
americanas. Presenta  Platinoe
disfuncién de BRCAL. inhibidores de
PARP.

3.1.3 Cdncer de cérvix

Después del cancer de mama, el cancer de cérvix es la neoplasia mas comun que afecta Unicamente
a mujeres. A nivel mundial y nacional, esta enfermedad se encuentra entre los 10 tipos de cancer
que presentan mayor indice de mortalidad (Bray et al. 2018). A pesar de que en paises desarrollados
la incidencia de este tipo de cancer ha disminuido progresivamente en los Ultimos afios, en paises
en vias de desarrollo el cdncer de cérvix aun constituye un severo problema de salud. En México, el
cancer de cérvix es la segunda neoplasia mas frecuente en las mujeres, con una incidencia del 15.5%
y una tasa de mortalidad del 12% (Ochoa et al. 2015). El principal factor causal relacionado con la
enfermedad es el virus del papiloma humano (VPH) (Bosch et al. 2002) y, aunque se ha determinado
gue la mayoria de las infecciones por este virus son de tipo transitorio y con poco potencial para
desarrollar una neoplasia, se sabe que existen otros factores que pueden aumentar el riesgo estan
intimamente ligados a la vida sexual y reproductiva, puesto que la tasa de incidencia de estas
infecciones entre las mujeres de 20 a 29 afios es cercana al 40% (Herndndez et al. 2015). También
se ha determinado que el riesgo de desarrollar cancer de cérvix aumenta cuando se comienza la
vida sexual antes de los 21 afios, se tiene uno o multiples embarazos antes de los 21 afios, se tienen
numerosas parejas sexuales o bien, se han tenido otro tipo de infecciones de transmisién sexual,
como clamidiasis o herpes genital. La inmunosupresion, asociada o no al virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), también puede ser un factor de riesgo para desarrollar cancer de cérvix luego del
contacto con el VPH. Otros factores de riesgo no relacionados con la vida sexual incluyen la historia
familiar, el consumo de tabaco y el uso de anticonceptivos orales durante mas de cinco afios (Nour,
N., 2009)

El factor causal mas comun del cdncer de cérvix son las infecciones persistentes por el virus del
papiloma humano en la zona de transformacion cervical, que es una zona especifica de la mucosa
donde el epitelo escamoso estratificado del ectocérvix reemplaza al epitelio glandular del
endocérvix. El desarrollo de cancer de cérvix por infeccion por VPH consta de cuatro etapas: 1) La
transmisién del virus, debido al contacto entre mucosas o epitelios; 2) La resistencia viral, que es la
persistencia de la infeccion viral durante 18 meses o mas y que puede conducir a anormalidades
citoldgicas, 3) la progresion de una clona de células infectadas a precancer; etapa en la cual las
células indiferenciadas que presentan alguna displasia empiezan a desplazar a las células normales




en el epitelio cervical y 4) la invasidn, en la que el precancer forma un carcinoma capaz de alcanzar
e invadir la membrana basal . La relacién entre la infeccién por el VPH y el cancer de cérvix se explica
mediante el genoma viral, el cual consiste de 8 genes, entre estos, las proteinas E6 y E7 actian como
oncogenes, dado que inhiben la actividad de p53 y pRb, mediadores de apoptosis y ciclo celular,
respectivamente. Tanto E6 como E7 se expresan durante la fase infecciosa; su sobreexpresién puede
conducir al precancer (Schiffman et al. 2007).

Es importante sefalar que se ha determinado que la alta mortalidad de estos tipos de cancer de
mama, colon y cérvix estd asociada a su capacidad de dispersarse a otros 6rganos, es decir, a los
eventos de metastasis. Se ha reportado que hasta el 90% de las muertes provocadas por cancer
estan relacionadas con la metastasis del tumor inicial (Chaffer y Weinberg 2011). El cancer de cérvix
puede diseminarse mediante la invasién directa de los tejidos y érganos colindantes o a través de la
circulacidn linfatica o sanguinea. Mientras que, por invasion directa, las células de cancer de cérvix
pueden diseminarse al Utero, vagina, vejiga, cavidad peritoneal y recto, a través de la circulacién
puede alcanzar los pulmones, higado y huesos, que son los 6rganos mas frecuentes (Aziz y Aziz
2017).

1.2 La metdstasis como blanco terapéutico

La metdstasis es el proceso de diseminacién y colonizacion de las células tumorales, desde un érgano
inicial hacia otras partes del cuerpo, mediante la circulacidn linfatica o sanguinea. Dado que la
mortalidad asociada al cancer esta relacionada con metastasis hasta en el 90% de los casos, la
investigacion clinica se ha enfocado en buscar nuevas formas de detectar tempranamente posibles
tumores y erradicarlos antes de que ocurra la metdstasis de los mismos, puesto que, una vez que
las células tumorales han colonizado otros drganos, las oportunidades de brindar un tratamiento
efectivo son nulas (Wells et al. 2013). La metastasis consiste de una serie de eventos denominados
“Cascada de invasién — metadstasis”, en la cual, células con mayores capacidades de motilidad logran
escapar del estrés del microambiente tumoral mediante la pérdida de las uniones celulares vy la
migracién a través del tejido, la posterior invasion de la membrana basal, seguido por intravasacion
linfatica o sanguinea mediante la adhesién a receptores especificos en las células endoteliales, la
subsecuente extravasacion a través de las células endoteliales y finalmente, la colonizacion de un
nuevo érgano (Guan 2015).

3.2.1 Migracion.

Una caracteristica importante que permite que las células tumorales sean capaces de migrar y
diseminarse a otros tejidos es la resistencia a la muerte por anoikis. La muerte por anoikis es un tipo
de apoptosis que es resultado de la pérdida de las adhesiones célula-célula y célula-matriz
extracelular. Cuando una célula normal pierde sus adhesiones celulares, proteinas como BIM o BMF,
miembros de la familia pro-apoptdtica BCL-2, son liberados del citoesqueleto y son capaces de
promover muerte celular mediante las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis (Mehlen y Puisieux




2006). Sin embargo, las células tumorales adquieren resistencia a la muerte por anoikis, que facilita
su motilidad, asi como un fenotipo tipo mesenquimal poco diferenciado. A este tipo de epitelio, que
ya no presenta las caracteristicas histolégicas de polaridad y diferenciacion de las células, se le
conoce como Transicion epitelio-mesénquima (Guan 2015). En este tipo de epitelio es comun la
disminucion o pérdida en la expresion de E-cadherina en las células epiteliales, ya sea por factores
epigenéticos o genéticos; la exigua expresion de esta proteina esta asociada con grados mas
avanzados del tumor y por consiguiente, con peor prondstico para los pacientes (Thiery 2002). La E-
cadherina es una proteina que se expresa principalmente en las células epiteliales y forma parte de
las uniones adherentes, las cuales median la unidn célula-célula en participacion con las cateninas,
proteinas que a su vez se anclan a los filamentos de actina (Wheelock, M. et al, 2007). La
disminucion en la expresién de E-cadherina correlaciona con la adquisiciéon de un fenotipo mds
agresivo e invasivo (Cavallaro y Christofori 2004). De manera adicional, se sabe que la expresion de
otros miembros de la familia de las cadherinas puede estar involucrada en la motilidad de las células
tumorales; por ejemplo, en cdncer de mama se ha demostrado que el aumento en la expresion de
N-cadherina, que tipicamente forma parte de las uniones adherentes de células mesenquimales,
esta relacionado con la transicion epitelio-mesénquima y con el caracter invasivo del tumor; ya que
N-cadherina favorece la motilidad y proliferacién celular a través de la unién al receptor del Factor
de Crecimiento de Fibroblastos 1 (FGFR-1). La unién de N-cadherina como ligando de FGFR-1 evita
la internalizacién del mismo y promueve la activacidn sostenida de la via de sefializacion MAPK, la
cual conduce a la expresién de genes asociados con proliferacion y migracidn, tal como MMP-9
(Scully, 0., et al, 2012; Wheelock, M. et al, 2007; Suyama et al. 2002). De esta manera, en tumores
con alto potencial migratorio, se observa una disminucidn en la expresién de E-cadherina y un
aumento en N-cadherina. Ademas de la pérdida de las uniones celulares, las células de la transicion
epitelio mesénquima presentan otras caracteristicas distintivas que favorecen su motilidad, como

la sobreexpresion de filamentos de vimentina. Mientras que las células epiteliales expresan
filamentos de queratina, las células de tipo mesenquimal presentan filamentos intermedios de
vimentina, los cuales otorgan a la célula resistencia al estrés mecanico y participan en la
preservacion de su integridad. Sin embargo, se ha demostrado que las células tumorales de origen
epitelial sobreexpresan filamentos de vimentina de manera directamente proporcional al grado
maligno del tumor (Inokuchi 2011; Liu y Parent 2011). Esta sobreexpresion de los filamentos de
vimentina se ha relacionado con la adquisicidn de un fenotipo mas invasivo y metastasico, debido a
gue la interaccidn de estos filamentos con integrinas promueve la expresion de genes que estimulan
la motilidad celular, como slug y H-Ras y el receptor tirosina-cinasa Axl, previamente reportados
como oncogenes implicados en la transicion epitelio-mesénquima (Vuoriluoto et al. 2011; Hendrix
etal. 1996). Ademas de las modificaciones en la expresion de proteinas del citoesqueleto, las células
de la transicidn epitelio mesénquima presentan estructuras que favorecen la migracion celular,
conocidos como invadopodios y podosomas. Los invadopodios y podosomas, comunmente
presentes en las células tumorales con capacidades metastasicas, se forman luego de la disociacién
de las adhesiones focales y, al igual que éstas, estan constituidos por actina, que mantiene la rigidez
de la estructura; integrinas, que constituyen el contacto entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular, y proteasas, como la MMP-2 Y MMP-9, que promueven la degradacién de la matriz




extracelular (Murphy y Courtneidge 2011). La reorganizacidn constante del citoesqueleto de actina
y la fuerza mecdnica, asi como la dinamica de las integrinas y la degradacion de la matriz
extracelular, permite que la célula tumoral se desplace siguiendo un gradiente de factores de
crecimiento autdcrinos y paracrinos que promueven la motilidad (Wells et al. 2013). Dentro de los
factores de crecimiento que estimulan la formacién de invadopodios, se encuentra el Factor de
crecimiento epidermal (EGF) el cual estimula a la Src cinasa, el cual regula a la baja las adhesiones
célula-célula y promueve la formacién de invadopodios (Weaver, 2006). Por otro lado, se ha
determinado que el complejo mTOR puede también regular la motilidad mediante la fosforilacion
de S6K1, la cual se encarga de la reorganizacidn del citoesqueleto de F-actina, importante para la
polarizacién celular, la formacidon de adhesiones focales y la expresion de MMP-9. Ademas, el
complejo mTORC2 se encarga de la reorganizacion de los filamentos de actina, principales
constituyentes de los invadopodios (Liu y Parent 2011).

La adquisicidn de caracteristicas que permitan la motilidad celular es clave para el segundo proceso,
gue es la invasion.

3.2.2 Invasion.

El proceso de invasidon es pieza clave para el desarrollo de metastasis y se lleva a cabo cuando las
células transpasan la membrana basal mediante la degradacidon proteolitica de ésta. Dicha
membrana es una estructura que separa el epitelio del estroma de cualquier tejido, constituida por
colagena IV, laminina, heparan sulfato, entre otros componentes de la matriz extracelular (Pozzi, et
al. 2017). Las funciones de la membrana basal son desde proveer soporte al epitelio, delimitarlo y
determinar el comportamiento celular (Kalluri 2003; Pozzi, et al. 2017). La degradacidn proteolitica
de la membrana basal requiere de la actividad de metaloproteasas de matriz, que son
endopeptidasas dependientes de zinc capaces de degradar componentes de la matriz extracelular
y que requieren ser secretadas para mostrar su actividad tras un corte proteolitico en algunos casos.
Se ha determinado que la sobreexpresién de las metaloproteasas 1, 2, 3, 7, 9 y 13 estd relacionada
con metastasis del tumor y peor prognosis en pacientes (Poincloux, Lizarraga, y Chavrier 2009). La
secrecién de estas metaloproteasas estd asociada principalmente con los invadopodios por lo que,
al encontrarse con la membrana basal, las células tumorales extienden verticalmente sus
invadopodios para irrumpir dicha membrana. Este proceso requiere de la polimerizacion y
reorganizacion continua de los filamentos de actina, asi como formacién de integrinas y el aumento
en la expresién de metaloproteasas, para dar paso a la protusién y retraccidn celular que permita el
movimiento. Estos procesos son regulados por varias proteinas de respuesta al Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF), como N-WASP- Arp2/3, RhoA, asi como las cinasas ROCK y LIM
(Yamaguchi, Wyckoff, y Condeelis 2005; W. Wang et al. 2005).

Las células tumorales que son capaces de degradar la membrana basal son dirigidas hacia la
circulacidn sanguinea, guiadas por un gradiente de quimiocinas y factores de crecimiento capaces
de estimular la activacion de diversas vias de sefializacién involucradas en la reorganizacion del
citoesqueleto, como son PI3K/Akt, que inciden sobre el complejo mTOR, Fak-Src, que participa en
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la reorganizacién de las adhesiones focales y la GTPasa Rac, permitiendo la produccion de
metaloproteasas de matriz y la formacién de lamelopodios, que son protusiones membranales que
guian el movimiento de la célula (Steeg, 2006).

La invasién las células tumorales les permite escapar de microambientes pobres en nutrimentos y
oxigeno, para colonizar otros nichos, a través de la circulacién linfatica o sanguinea mediante su
intravasacion.

3.2.3 Intravasacion

Una vez atravesada la membrana basal, las células tumorales buscan alcanzar los vasos sanguineos
o linfaticos, proceso denominado “Migracién transendotelial”, siguiendo el gradiente de
guimiocinas y factores de crecimiento. Este proceso es favorecido por la angiogénesis o linfogénesis
gue es promovida por los factores propios del tumor, por ejemplo VEGF, cuya sobreexpresidn esta
asociada a metastasis en sitios remotos al tumor original y con un peor prondstico de la enfermedad
en pacientes (Han 2011). Los mecanismos mediante los cuales las células tumorales alcanzan la
circulacién son aun inciertos, pero se ha demostrado que estas pueden alcanzar el lumen de los
vasos sanguineos o linfaticos mediante difusion pasiva, la cual es mucho mads asequible en los vasos
linfaticos debido a la ausencia de membrana basal y revestimiento muscular, o bien; por
degradacion directa de la vasculatura (van Zijl, Krupitza, y Mikulits 2011). A pesar de que el proceso
de intravasacion comparte parte de la maquinaria necesaria para invadir la membrana basal, en
cancer de mama se ha logrado establecer a los actores principales en proceso la intravasacién de
las células tumorales. Por ejemplo, la metaloproteasa de membrana tipo 4 (MT4AMMP 6 MMP17)
favorece la intravasacién mediante la degradacién de los vasos sanguineos colindantes al tumor,
permitiendo la metdstasis a pulmén (Reymond, d’Agua, y Ridley 2013). Otra metaloproteasa
implicada en este proceso en la disintegrina ADAM12, cuyas funciones normales implican la
remodelacién de la matriz extracelular y reparacién de tejidos, sin embargo, su sobreexpresién en
cancer se ha asociado a la intravasacién debido a su capacidad de romper las uniones endoteliales
(Nyren-Erickson et al. 2013; Reymond, d’Agua, y Ridley 2013). Una vez que las células tumorales han
alcanzado el lumen de los vasos sanguineos o linfaticos, éstas pueden diseminarse a través del
cuerpo, colonizando drganos de forma preferencial. Este proceso es conocido como metastasis.

3.2.4 Metdstasis.

Las células que logran infiltrarse en la circulacion, deben someterse a numerosos factores de estrés
gue involucran la carencia de un sustrato, la resistencia a la presion ejercida por el flujo sanguineo
y la supervivencia al ataque de las células del sistema inmune. Debido a ello, se estima que menos
del 0.1% de las células que se diseminan a través de la circulacidn logran hacer metastasis en
drganos distantes al sitio de dispersion, por lo que este proceso resulta sumamente ineficiente (van
Zijl, Krupitza, y Mikulits 2011).
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Dado que las células tumorales de cada tejido hacen extravasacidon en drganos preferenciales, se
han propuesto algunos mecanismos que expliquen su patrén de distribucién. El primer mecanismo
establece que las células tumorales se distribuyen de manera similar en todos los érganos; sin
embargo, Unicamente proliferan en aquellos que cuentan con las condiciones mas dptimas en
cuanto a factores de crecimiento y microambiente. Por otra parte, se ha propuesto que las
moléculas de adhesién de las células tumorales limitan su capacidad de extravasacién a érganos
especificos, o bien, que los 6rganos liberen moléculas quimiotacticas especificas para las células
tumorales correspondientes (Bogenrieder y Herlyn 2003). La extravasacion de las células tumorales
estd mediada por la unién de distintos ligandos E-selectina, esta ultima es una glucoproteina de
adhesion celular presente en las células endoteliales y que sélo es expresada en respuesta a
citocinas proinflamatorias durante una respuesta inmune (P. Mann y Tanaka 2012). Las células
tumorales pueden presentar diversas moléculas ligando de E-selectina, como son HCELL, PSLG1,
CD24, MUC1, entre otras, las cuales les permiten unirse a las células endoteliales, junto con las
integrinas, para detener la velocidad del flujo y extravasar en el érgano correspondiente (Reymond,
d’Agua, y Ridley 2013). Ademas de la unién a moléculas de adhesién, las células tumorales también
pueden extravasarse siguiendo a un gradiente de quimiocinas. Se sabe que la quimiocina CXCL12,
secretada por las células endoteliales y que participa en diversos procesos como embriogénesis,
angiogénesis y respuesta inflamatoria, es un buen quimioatrayente para las células tumorales que
expresan los receptores de unién a este ligando, como CXCR7 y CXCR4, cuya expresién es inducida
por HIF-1y por lo tanto, se ha reportado la presencia de dicha quimiocina en diversos tipos de cancer
(Janssens, Struyf, y Proost 2018). Las células tumorales sufren multiples cambios en su morfologia
gue les permiten atravesar el endotelio mediante dos tipos de migracién trasendotelial: la migracién
paracelular, en la cual las células tumorales migran irrumpiendo las uniones entre las células del
endotelio, o bien, la migracion transcelular, Gnicamente observada en células de cancer de colon,
en la cual la migracién se lleva a cabo a través de la célula endotelial (Reymond, d’Agua, y Ridley
2013).

Aun cuando las células tumorales logren sobrevivir en la circulacidon y extravasar hacia los tejidos,
la tasa de colonizacidn del nuevo érgano es sumamente baja, debido a que las células pueden entrar
en un periodo de dormancia por su incapacidad de formar nuevos vasos sanguineos o de salir del
arresto celular y proliferar (Gupta y Massagué 2006). A pesar de que dicho periodo de dormancia
puede persistir varios anos después de la metdstasis de las células tumorales, el proceso de
reactivacion involucra la participacion de varias vias de sefalizacién que permiten la adaptacién de
las células tumorales al nuevo microambiente, tales como la via Akt, p38 MAPK, ERKy mTOR. Se ha
sugerido que las células en dormancia aprovechan la estimulacion pardcrina y los factores de estrés
enddgenos para activar vias de sefalizacién que permitan la proliferacion y la subsecuente
produccidon de masas tumorales secundarias, que pueden conducir al peor prondstico (Giancotti
2013). Dado que la gran mayoria de los farmacos contra el cdncer estdn orientados hacia la
inhibicion de la proliferacién y no hacia la inhibiciéon de la metdstasis, es dificil determinar la
presencia de metdstasis incluso varios afios posteriores a procedimientos quirurgicos o el uso de
guimioterapias como tratamientos contra el cancer. Por ello, es importante el desarrollo de
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estrategias terapéuticas que inhiban, no sélo la proliferacion de las células tumorales, sino también
sus capacidades méviles que pueden conducir al proceso de metastasis.

3.3 Triple terapia farmacoldgica

Dada la importancia que tiene la inhibicidn de la proliferacidn de las células tumorales y debido a
que la sinergia entre fdrmacos puede presentar una mayor eficacia en el efecto terapéutico, en el
equipo de trabajo se postuld que el tratamiento concomitante de los farmacos Doxorrubicina, un
agente genotdxico; Metformina, implicada en la inhibicion de mTOR y Oxamato de sodio, un
inhibidor de LDH-A, en las células tumorales podria conducir a la inhibicién del metabolismo
aberrante mediante lainactivacion de mTOR y la enzima lactato deshidrogenasa. Resultados previos
han demostrado que la combinacidn farmacoldgica es capaz de promover muerte de las células
tumorales por apoptosis y autofagia, tanto en los modelos in vitro como in vivo, de cancer
colorrectal, mamay cérvix (Figueroa-Gonzalez et al. 2016; Garcia-Castillo et al. 2017). Sin embargo,
se postuld que la actividad de los farmacos podria tener también efecto en las vias de sefializacion
implicadas en la migracién de las células tumorales. Para entender el efecto concomitante de Ia
terapia, es necesario considerar los mecanismos de accién individuales de cada farmaco.

3.3.1 Doxorrubicina

También conocido como adriamicina ((8S, 10S) — 10 - (4-amino -5- hidroxi -6- metil- tetrahidro- 2H-
pirano-2-iloxi) -6,8,11-trihidroxi -8- (2-hidroxiacetil) -1-metoxi- 7, 8, 9, 10 — tetrahidrotetraceno -5,
12-diona), este farmaco es ampliamente utilizado en las quimioterapias como tratamiento contra el
cancer; pertenece a la familia de las antraciclinas y se caracteriza por poseer un grupo aglicona, un
radical metoxicarbonilo y un azlcar. El grupo aglicona se encuentra entre los anillos de tetraciclina,
los cuales tienen grupos quinona e hidroxiquinona adyacentes (Arcamone et al. 1972) . El farmaco
es capturado por las células mediante difusion pasiva y se sabe que este proceso ocurre en pocos
minutos cuando es administrado via intravenosa en pacientes, ello debido a que sus caracteristicas
lipidicas le permiten atravesar rapidamente los tejidos, pese a que presenta unién a proteinas
plasmaticas (Tacar et al. 2013). Los efectos citotdxicos de la doxorrubicina han sido ampliamente
estudiados, ya que dependen del compartimento celular en el que se encuentren, de la
concentracién o dosis y de la fase del ciclo celular en la que es administrada.

Debido a sus caracteristicas hidrofébicas, la doxorrubicina puede translocarse al nicleo de forma
altamente eficiente, se sabe que la concentracién de este farmaco en el nucleo se sobresatura y
puede superar entre 10 y 500 veces la concentracion que se encuentra en el citoplasma, en donde
se distribuye principalmente en los compartimentos membranosos, como el aparato de Golgi,
lisosomas y mitocondrias (Tacar et al. 2013). En el nucleo, la doxorrubicina tiene una alta afinidad
para intercalarse con el DNA, principalmente entre las bases CG adyacentes debido a la formacién
de puentes de hidrdogeno entre la antraciclina y la guanina (Yang et al. 2014). Este evento por si
mismo altera la integridad del DNA, ademas la planaridad de la molécula de doxorrubicina ocasiona
un cambio topoldgico en el DNA y estrés por la torsion del mismo, lo cual se traduce en numerosas
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irregularidades en la replicacidn y transcripcion del DNA, asi como inestabilidad en los nucleosomas
gue puede ocasionar que estos se muevan exponiendo o protegiendo distintas regiones promotoras
(Yang et al. 2014). De manera adicional, la doxorrubicina tiene como blancos las enzimas
Topoisomerasas | y Il, cuya inhibicidn por este fdrmaco acentua el estrés en el DNA ocasionado por
el superenrollamiento del mismo, esta condicidn incluso puede provocar ruptura de la doble
cadena. Ademds de la afectaciéon en las funciones biolégicas del DNA, la doxorrubicina estd
involucrada en la generacion de radicales libres debido a la oxidacién de su quinona a semiquinona,
gue reacciona con el oxigeno para formar superdxido y superperoxido, que de igual forma pueden
ocasionar dafo en el DNA (Yang et al. 2014).

En su conjunto, el estrés genotdxico ocasionado por la doxorrubicina se ha asociado como factor
causal en numerosos procesos en las células tumorales, como induccidn de apoptosis, autofagia,
catastrofe mitética y necrosis, asi como cambios en el metabolismo. Asimismo, se ha determinado
gue la doxorrubicina también puede alterar las capacidades de motilidad de las células tumorales.
En células de cancer de ovario, por ejemplo, se ha demostrado que el tratamiento con doxorrubicina
induce apoptosis y reorganizacion de los filamentos de F-actina, vimentina y tubulina, de manera
dosis-dependiente (Grzanka et al. 2003), ademas de que el tratamiento con el farmaco es capaz de
reducir la migracidn de estas células, mediante un mecanismo dependiente de la activacién de ATM
y p53 (Brum et al. 2013). Por otra parte, se ha visto que la doxorrubicina puede actuar
sinérgicamente con otros farmacos para inhibir la migracién e invasién de lineas celulares de
distintos tipos de cancer en modelos in vitro. Por ejemplo, al evaluarse en combinacién con
furanodieno en células de cancer de mama triple negativo, ambos fdrmacos alteraron la
reorganizacion del citoesqueleto, ademas inhibieron las capacidades migratorias e invasivas de la
linea celular a través de la regulacion de las vias de sefializacion FAK/Src, PI3K/Akt y de las proteinas
MMP-9 y la integrina aV (Zhong et al. 2017). La Doxorrubicina también se ha conjugado con
nanoparticulas de heparina de bajo peso molecular y se ha mostrado su efectividad, tanto in vitro
como in vivo, de inhibir la migracién, invasién y metdstasis de las células de melanoma, ademas de
reprimir la expresion de P-selectina en las células de torrente sanguineo, necesaria para ayudar al
proceso de metdstasis (Mei et al. 2017). Con estos antecedentes, se ha sugerido que la
doxorrubicina también podria tener un efecto en la inhibicién de la migraciéon de las células
tumorales.

A pesar de que la Doxorrubicina ha sido uno de los tratamientos mas usados contra el cancer,
también es cierto que no es un tratamiento selectivo contra las células tumorales y por lo tanto,
presenta numerosos efectos adversos, que dependen de la dosis administrada y de la capacidad de
recuperacion del paciente. Entre los principales efectos adversos se encuentran los malestares
gastrointestinales, nduseas, mareos, pérdida de cabello, afecciones en el sistema neuroldgico. Los
pacientes mas sensibles pueden también sufrir fatiga, supresion del sistema inmune y lapsos de
mala salud, ademas de afecciones en corazén, higado, rifiones y sistema nervioso (Tacar,
Sriamornsak, y Dass 2013). Por lo tanto, las nuevas terapias buscan implementar nuevos vehiculos
0 mecanismos que permitan mantener la eficacia y potencia del farmaco y al mismo tiempo,
disminuir los efectos adversos.
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3.3.2 Metformina

Ampliamente recetado como tratamiento para la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DBT2), la metformina
(1,1-dimetilguanidina) es un analogo de la guanidina, obtenido de la planta Galega officinalis. La
exploracion del potencial de este farmaco en el tratamiento del cdncer resultd de diversos estudios
de cohorte, que reportaron que en aquellos pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tratados con
metformina habia una reduccion del 23% de incidencia de cualquier tipo de cancer (Evans et al.
2005).

La metformina es administrada via oral y es absorbida después de 6 horas, alcanza una
biodisponibilidad del 50-60 % a pesar de que sélo una pequeia porcidn de la misma se une a
proteinas plasmaticas (DrugBank, 2018). Este farmaco es una molécula hidrofilica que, a pH
fisioldgico, se encuentra en forma protonada, por lo que sdlo logra internalizarse en las células a
través de la familia de transportadores cationicos Ilamados OCT, cuyo nivel de expresion y
polimorfismos genéticos son determinantes en la eficiencia de la terapia. Las células de higado
expresan los transportadores OCT1 casi exclusivamente, mientras que el resto de las células pueden
capturar la metformina mediante las isoformas OCT2 y OCT3 (Salani et al. 2014). Como dato
importante, se ha reportado que en ciertas neoplasias la expresion de OCT1 incrementa
considerablemente en comparacién con células no tumorales, hecho que se ha planteado como una
importante oportunidad terapéutica (Gupta y Massagué 2006; Segal et al. 2011)

El papel de la metformina en el tratamiento contra el cancer consiste en aprovechar sus
caracteristicas antihiperglucémicas en la regulacidon del metabolismo aberrante tipico de la célula
tumoral y es sabido que actia mediante varios mecanismos de accion. El primer mecanismo descrito
fue su accién como inhibidor del Complejo | de la cadena transportadora de electrones en la
mitocondria (Owen et al. 2000). Se ha hipotetizado que la carga positiva de la metformina le permite
acumularse en la matriz mitocondrial; mientras que la parte apolar de la molécula la une a la
membrana interna y posteriormente logra inhibir el Complejo | (Viollet et al. 2012; Foretz et al.
2014). Sin embargo, el mecanismo por el cual la metformina puede inhibir al complejo | aln es
incierto, puesto que reportes recientes han concluido que la unién del farmaco no es especifica ni
Unica al complejo I, sino que su unidn a los fosfolipidos de la membrana mitocondrial conducen a
alteraciones en la estructura de esta ultima, los cuales pueden inducir cambios en la conformacion
y actividad enzimatica de las proteinas transmembranales, asi como la fluidez de los lipidos, entre
otros aspectos. Por ello, se ha propuesto que la actividad de la metformina sobre el complejo | es
mas bien indirecta, pero potente (Salani et al. 2014) . Dicha inhibicidn tiene como consecuencia una
disminucion de la carga energética; es decir, la interrupcion del flujo de los electrones a través de
la cadena evita la formacién de ATP por fosforilacidn oxidativa. Pese a que la glicélisis aerobia esta
bien caracterizada como un sello distintivo del cancer, estudios in vivo han reportado que algunas
células tumorales oxidan completamente la glucosa por fosforilacién oxidativa, por lo que el
tratamiento con metformina resulta eficiente en estas poblaciones (Marin-Valencia et al. 2012).
Ademas, se ha demostrado que cuando la funcion del complejo | estd comprometida, otras vias
catabdlicas pueden verse también comprometidas. Por ejemplo, uno de los pasos limitantes de la
B-oxidacidon de los acidos grasos es llevado a cabo por la enzima L-3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa
y requiere NAD+ como cofactor, el cual es oxidado a partir del NADH por el complejo I. Se ha
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reportado que el efecto de la metformina sobre dicho complejo afecta la proporcion NADH/ NAD+
y con ello, la B-oxidacion de los acidos grasos (Buzzai et al. 2007).

La disminucidn de ATP en la célula induce la activacion de AMPK, cinasa trimérica compuesta por
las subunidades a, B y y; ésta ultima cuenta con sitios de unidon para ADP/AMP que al unirse
promueven un cambio conformacional en el trimero, entonces la subunidad a es fosforilada en el
sitio Thr179 para su activacién. Como consecuencia, AMPK es capaz de conducir al arresto celular
mediante la inhibicién de ciclina D (Zhuang y Miskimins 2008), conducir a apoptosis independiente
de p53 (Buzzai et al. 2007), asi como regular la actividad de mTOR mediante la activacion del
complejo de esclerosis tuberosa (TSC2) por su fosforilacion en los sitios T1227 y S1345 (Inoki et al.
2012; Salani et al. 2014).

Dado que la metformina es capaz de inhibir al complejo mTOR, se han estudiado también las
implicaciones que el tratamiento con este farmaco tiene en la invasidon y metdastasis de las células
tumorales. Se sabe que la actividad del complejo mTOR estd asociada con el fenotipo de la
transicién epitelio-mesénquima, puesto que dicho complejo fosforila a la cinasa p70S6K, la cual, a
su vez, estabilizay evita la degradacion proteosomal del factor de transcripcidn Snail, cuyos blancos
estan implicados en la transicion epitelio-mesénquima, como N-cadherina y vimentina, ademas de
ser capaz de inhibir la transcripciéon de E-cadherina (Pon et al. 2008). De este modo, se ha
comprobado que el tratamiento con metformina es capaz de inhibir la expresién de genes de la
transicion epitelio-mesénquima, la proliferacién y la migracion a través del eje mTOR/ p70S6K en
células de cancer de cérvix (Cheng y Hao 2016). Ademas de su actividad sobre el factor de
transcripcidon Snail, se ha demostrado que la metformina también puede ejercer un efecto
inhibitorio, dosis-dependiente, en la expresion de otros factores de transcripcion como Slug y ZEB1,
que participan en la expresion de genes relacionados con la migracién, desdiferenciacién vy
despolarizacion de las células, también a través de la inhibicién del complejo mTOR en células de
glioblastoma (Song, Y. et al, 2018). Asimismo, la metformina también ha demostrado reducir la
proliferacién y migracion en células de cancer colorrectal mediante la inhibicidn de los factores de
transcripcidon ZEB1 y Snail a través de mir-200 y mir-34, respectivamente, por mecanismos aun no
elucidados (Y. Wang, Wu, y Hu 2018). Adicionalmente a su papel en la inhibicidn de dichos factores
de transcripcidn, también se ha demostrado que la metformina tiene actividad regulatoria sobre la
expresion de NF-kB, MMP-9 y MMP-2, importantes para la invasion y la metastasis (Rattan, Ali
Fehmi, y Munkarah 2012).

Dada la versatilidad de la metformina en sus mecanismos de accién, se considera un potente
farmaco candidato como tratamiento preventivo en el desarrollo de metastasis.

3.3.3 Oxamato de sodio

Esta molécula se caracteriza por poseer una estructura analoga al piruvato, con un grupo amino y
un atomo de sodio sustituyendo los grupos carbonilo. Debido a ello, el oxamato de sodio presenta
actividad como inhibidor competitivo de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) (Novoa et al. 1959)
de la conversién de piruvato a lactato junto con la oxidacion de NADH. Dicha enzima tiene alta
actividad en las células tumorales debido al efecto Warburg, fendmeno que consiste en la oxidacién

16



preferencial de la glucosa al lactato, en lugar del piruvato, aun en presencia de oxigeno (Chen et al.
2007) . Se ha reportado que la inhibicion de LDH por el oxamato tiene importantes consecuencias
en el metabolismo de la célula tumoral; como disminucion de los niveles de ATP, arresto del ciclo
celular y aumento en los niveles de ROS mitocondriales (Zhai et al. 2013; Lu et al. 2015) , ademas se
ha especulado el papel que juega esta enzima en la migracion de las células tumorales. La elevada
produccidn de lactato tiene efectos considerables en la acidificaciéon del microambiente tumoral,
evento que puede promover la invasiéon y metastasis. Por ejemplo, se ha comprobado que un
microambiente tumoral dcido promueve la maduraciéon de los invadopodios, sobreexpresiéon de
algunas metaloproteasas y sintesis de novo de filamentos de actina que permite la reorganizacion
del citoesqueleto. La acidificacidon del microambiente tumoral también disminuye la interaccion
entre las uniones focales y los filamentos de actina, evento que igualmente favorece la migracién
(Webb et al. 2011). De manera adicional, se ha demostrado que la sobreexpresion de LDH tiene
efecto directo sobre la migracién de las células tumorales, puesto que su inhibicién disminuye la
expresion de FAK, MMP-2 y VEGF, ademds de un aumento en la expresiéon de E-cadherina,
comprobando que la actividad de LDH no sélo promueve la migracién e invasién a través de la
acidificacion del medio (Sheng et al. 2012). Por ello, se ha sugerido que la inhibicion de LDH
mediante la accién del oxamato de sodio podria tener efecto inhibitorio en la migracién de las
células tumorales.

Debido a todo lo anteriormente mencionado, la triple terapia farmacoldgica con doxorrubicina,
metformina y oxamato de sodio, previamente probada en el grupo de trabajo, podria presentar una
nueva caracteristica emergente como tratamiento preventivo ante la migracién, invasion vy
metastasis en distintos tipos de cédncer.
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Hipétesis

La triple terapia farmacoldgica Doxurrubicina/Metformina/Oxamato de sodio inhibe la
migracidn e invasidn en distintas lineas celulares de cancer.

Objetivo General

Evaluar los procesos de proliferacion y migracion en respuesta a la terapia
Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en distintas lineas celulares de cdncer de mama, colon
y Cérvix.

Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la triple terapia en la proliferacién de las lineas celulares BT20, MDA-
MB-231, HCT116, SW620, SiHa y Caski durante 24 hrs.

Evaluar el efecto de la triple terapia en la migracidn de las de las lineas celulares BT20, MDA-
MB-231, HCT116, SW620, SiHa y Caski durante 24 hrs.
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6. Metodologia
6.1 Cultivo Celular

Las lineas celulares BT20 y MDA-MB-231 de cancer de mama, SiHa y Caski de cdncer de cérvix y
SW620 de cancer decolon se mantuvieron en cultivo con medio DMEM/F12, mientras la linea celular
HCT116 también de cédncer de colon se mantuvo en cultivo con medio RPMI; todos los cultivos
fueron suplementados con 10% de suero fetal bovino y antibidtico/antimicético, a 37°C y con 5%
de CO,, bajo condiciones de esterilidad. Una vez alcanzada la confluencia del 70-80%, las células
fueron tratadas con tripsina para ser contadas y resembradas en los ensayos posteriores.

6.2 Ensayo de cierre de herida

El ensayo se realizd con algunas modificaciones del protocolo de Liang, C. (Liang, Park, y Guan 2007).
En placas de 6 pozos, se colocd un adhesivo delgado, previamente esterilizado con luz UV, para
realizar las heridas de forma sistematica y uniforme. Posteriormente, se sembraron ~500,000
células de las lineas ya mencionadas, a fin de tener pozos confluentes. Al cabo de 24 horas de
adherencia, se retiraron los adhesivos y se colocaron los tratamientos Doxorrubicina (Dox),
Metformina/Oxamato (Met/Ox) y Doxorrubicina/Metformina/Oxamato (3F) y el control (medio sin
suero fetal bovino), de acuerdo con las IC50 previamente calculadas por Garcia y Salgado en sus
respectivas tesis de maestria y licenciatura (Garcia et al. 2017)(Salgado, 2018) (Tabla 1). Las heridas
resultantes del retiro del adhesivo fueron fotografiadas en campos representativos con el objetivo
40x, alas 0, 3, 6,9, 12y 24 horas posteriores a la administracién del tratamiento correspondiente,
con el propdsito de monitorear el cierre de la herida por la migracidn de las células. Las fotografias
correspondientes a los tratamientos y horas de monitoreo fueron analizadas mediante el software
Image) (National Institutes of Health), con el cual se midid el drea de cierre de la herida. Los
resultados fueron graficados en porcentaje de cierre y comparados estadisticamente entre
tratamientos y horas con ANOVA de una via, usando el software GraphPad Prism 7 (Software
Mackiev).

MDA-MB-231 Dox: 0.5uM
Met: 25 mM
BT20 Ox: 10 mM
HCT116 Dox: 0.4uM
Met: 15 mM
SW620 Ox: 10 mM
SiHa Dox: 1.5uM
Met: 30 mM
Caski Ox: 15mM

Tabla 1. IC50 de los farmacos para las lineas celulares indicadas. Las IC50 fueron obtenidas a partir de los ensayos
realizados por Garcia y Salgado (Garcia, et al, 2017; Salgado et al, 2018).
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Numero de células
aumenta

indice celular

Proliferacion celular
aumenta

Figura 1. Determinacion del indice celular en funcién de la impedancia. El software RTCA de xCELLigence determina
el indice celular como una medida arbitraria, dada por la impedancia que proporciona la interaccion de las células
con los sensores electronicos que se localizan en el fondo del micropozo. Este indice celular, por lo tanto, es
proporcional al nimero de células que detectadas por los sensores; este mecanismo es idéntico en las placas E-plate,

de proliferacion y CIM-plate, de invasion.
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6.3 Ensayos de proliferacion en tiempo real

Para evaluar la proliferacion de las células de las lineas mencionadas en respuesta a los
tratamientos, se realizaron ensayos en tiempo real utilizando el sistema xCELLigence (Roche),
basados en los protocolos descritos por Dowling (Dowling et al. 2014) y Keogh (Keogh 2010). Para
este ensayo se utilizaron placas 96x o E-plate, estas contienen series de sensores electrdnicos en el
fondo de la placa; de manera que la adhesion o interaccién de las células con los sensores produce
un cambio en el flujo de la corriente eléctrica, o capacitancia, que es medida por el equipo. En las
placas E-plate, previamente temperadas a 37°C en laincubadora, se sembraron 10,000 de cada linea
celular con los tratamientos Dox, Met/Ox y 3F a las concentraciones indicadas (ver tabla 1) y
disueltos en su medio correspondiente con suero fetal bovino al 2%, para obtener un volumen final
de 150 pl por pozo. Posteriormente, las placas se colocaron en el equipo xCELLigence dentro de la
incubadora, a 37°C. La dindmica de la adhesidn, elongacién y proliferacion celular fue graficada por
el software RTCA (Roche) como “indice celular”, que es una medida arbitraria definida como (Rn-
Rb)/15, donde Rn es la impedancia que proporciona la célula al paso de la corriente eléctrica en el
electrodo (Figura 1). El ensayo en tiempo real fue monitoreado durante 24 horas, las mediciones de
impedancia se tomaron en intervalos de 15 minutos. Las graficas y los andlisis estadisticos fueron
realizados usando el software GraphPad Prism 7.

6.4 Ensayos de invasion en tiempo real

Para evaluar el potencial invasivo de las lineas celulares mencionadas, se utilizé también el sistema
xCELLigence de acuerdo con las indicaciones del fabricante y basdndonos en los protocolos de
Dowling (Dowling et al. 2014) y Keogh (Keogh 2010). Para la realizacidn de este ensayo se utilizaron
placas CIM-plate 16, que consisten en dos camaras; la superior, en la cual se siembran las células en
las condiciones del experimento, y la camara inferior, que contiene en el fondo los sensores
electronicos que miden la impedancia dada por la interaccion con las células que arriban al fondo
de la placa. Previo a sembrar las células, en la cdmara inferior de las placas CIM-plate se agregaron
160 pL del medio adecuado a cada linea celular y con suero fetal bovino al 10%. Este paso fue
realizado con sumo cuidado, ya que es indispensable la formacién de un menisco en la parte
superior del pozo que permita que el medio se encuentre en contacto con la cdmara superior;
también se evitd la formacidn de burbujas. Posteriormente, ambas cdmaras, inferior y superior,
fueron ensambladas e incubadas en el equipo xCELLigence dentro de la incubadora, durante una
hora. Al cabo de este periodo se tomé la primer medida de impedancia de fondo. Una vez realizada
esta medicion, se sembraron 10,000 células en cada pozo superior con los respectivos tratamientos:
Dox, Met/Ox y 3F, disueltos en su medio de cultivo correspondiente, sin suero fetal bovino y a las
concentraciones previamente indicadas para cada linea celular (ver tabla 1). El volumen final fue de
150 pL por pozo en la cdmara superior. Previo a colocar la placa en el equipo, se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. La dindmica del ensayo de invasion celular fue
monitoreada durante 24 horas, en intervalos de 15 minutos. El indice celular fue calculado y
graficado por el software RTCA en funcién de laimpedancia proporcionada por la interaccion celular
con los sensores electrdnicos; de manera similar al ensayo de proliferacion. Las gréficas y los analisis
estadisticos fueron realizados usando el software GraphPad Prism 7.
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7. Resultados
7.1 Ensayo de reparacion de heridas.
7.1.1 Cancer de colon (Lineas celulares HCT116 y SW620)

Con el objetivo de determinar el efecto de la terapia Met/Ox/Dox en la migracién de las células
procedentes de distintos tipos de cdncer; se realizaron ensayos de reparacién de heridas con 24
horas de seguimiento. Al cabo de las tres horas posteriores a la administracion de los fdrmacos en
la linea celular HCT116, las células pertenecientes al control negativo y al grupo Dox mostraron
cambios en su morfologia como elongacién y formacion aparente de invadopodios orientados hacia
el drea de la herida (Figura 2, A y B). Estos cambios en la morfologia celular son indicadores de la
actividad migratoria de las células observada a partir de las 3 horas en el porcentaje de cierre de la
herida. Por el contrario, estos indicadores no se observaron en los grupos Met/Ox y 3F, en los que
las células presentaron signos de estrés luego de la administracidon de los respectivos tratamientos
(Figura 2, Cy D).

Con respecto al porcentaje de cierre de la herida, los grupos Control (Sin tratamiento) y Dox
mostraron un porcentaje de cierre entre 10 y 15 a partir de las 3 horas; dicho porcentaje aumenté
progresivamente durante las 24 horas de tratamiento alcanzando, aproximadamente, el 30y 20 %
de cierre, respectivamente. La diferencia en el porcentaje entre estos dos grupos fue significativa a
partir de las 6 horas; por lo que podemos deducir que en esta linea celular, la actividad migratoria
de las células tratadas con Dox fue menor que aquellas sin tratamiento (Figura 3 A, C). Mientras
tanto, los grupos Met/Ox y 3F presentaron un porcentaje de cierre menor al 5% después de 3 horas
de exposicion al tratamiento, el mayor porcentaje de cierre fue alrededor de 15% para ambos y fue
alcanzado a las 12 horas. Los grupos Met/Ox y 3F no mostraron diferencias significativas entre sus
respectivos porcentajes a las horas posteriores a la administracion del tratamiento; sin embargo, si

A) Control B) Dox C) Met/Ox D) 3F

Figura 2. Morfologia celular de la linea HCT116 en respuesta a los distintos tratamientos. A, B) A partir de las 3 horas, las
células pertenecientes al grupo Control y Dox empezaron a mostrarse polarizadas, elongadas y con presencia de
invadopodios orientados hacia el drea de la herida. Cy D) En los grupos correspondientes a los tratamientos Met/Ox y 3F
no se observaron estos indicadores de actividad migratoria, por el contrario, las células mostraron estrés en su morfologia
luego de tres horas de exposicion al tratamiento.
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mostraron diferencias al compararse con los grupos Control y Dox desde las 3 horas. Ello nos sugiere
que los tratamientos Met/Ox y 3F si reducen con mayor efectividad la actividad migratoria de las
células HCT116 durante las 12 horas posteriores a la administracidn del tratamiento. A las 24 horas
de exposicidn a los farmacos, los grupos Met/Ox y 3F mostraron una regresion en el tamafio de la
herida, sugiriendo con ello la muerte celular inducida por los tratamientos reportas por el equipo
de trabajo (Garcia-Castillo et al. 2017)(Salgado, 2018). Tampoco se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de cierre de la herida entre los tratamientos Met/Oxy 3F alas 6, 9,
12 y 24 horas, por lo que se sugiere que el efecto inhibitorio en la migracién es similar con ambos
tratamientos.

Por su parte, el ensayo también se llevd a cabo en la linea metastdsica de cancer de colon SW620,
con resultados similares. Los cambios en el fenotipo asociados a la migracidn de las células fueron
observados a partir de las 3 horas posteriores a la realizacién de la herida en los grupos Control y
Dox, grupos en los cuales numerosas poblaciones celulares mostraron polarizacion y presencia de
invadopodios. Estas poblaciones fueron menos evidentes en los grupos Met/Ox y 3F durante las
horas de monitoreo. Con respecto al cierre de la herida (Figura 4, A), el control y los grupos
experimentales Dox y 3F mostraron un porcentaje de migracion cercano al 20% durante las
primeras 9 horas del ensayo, no se mostraron diferencias significativas entre dichos grupos. El grupo
Met/Ox si mostrd un porcentaje de cierre de la herida menor con respecto al grupo Dox durante las
mismas 9 horas del experimento. Sin embargo, luego de 24 horas de monitoreo, los grupos Met/Ox
y 3F mantuvieron el porcentaje de cierre cercano al 20%, significativamente menor que los grupos
Control y Dox, que alcanzaron el 40%, aproximadamente. Ademas, no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos Met/Ox y 3F a las 24 horas, tampoco hubo diferencias entre el
Control y el grupo Dox. Ello nos indica que los farmacos que los tratamientos Met/Ox y 3F podrian
tener un efecto inhibitorio sobre la migracidon de estas células luego de 9 horas de exposicién al
tratamiento.
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Migracién durante 24 h en células HCT116
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Figura 3. Porcentaje de cierre de la herida con los respectivos tratamientos, en la linea HCT116. A) Comparacion del
porcentaje de cierre de la herida entre los tratamientos Control, Dox, Met/Ox y 3F desde el inicio del tratamiento a las 24
horas de término del mismo. B) Fotografias representativas del cierre de la herida en los tratamientos correspondientes.
40x. C) Porcentaje de cierre de la herida a las 3 y 24 horas de monitoreo. *, P>0.05.
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Migracion durante 24 h en células SW620
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Figura 4. Porcentaje de cierre de la herida con los respectivos tratamientos, en la linea SW620. A) Comparacion del
porcentaje de cierre de la herida entre los tratamientos Control, Dox, Met/Ox y 3F desde el inicio del tratamiento a las 24
horas de término del mismo. B) Fotografias representativas del cierre de la herida en los tratamientos correspondientes.
40x. C) Porcentaje de cierre de la herida a las 3 y 24 horas de monitoreo. *, P>0.05.
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7.1.2 Cancer de mama

Para comprobar el efecto anti migratorio de la triple terapia en distintos tipos de céncer, se
prosiguié a realizar ensayos de reparaciéon de heridas en las lineas celulares BT20 y MDA-MD-231,
de cdncer de mama. Ambas mostraron actividad anti migratoria, sin embargo, la sensibilidad y
efectividad del tratamiento fue diferente entre estas.

De manera similar a lo observado en la linea de cancer de colon HCT116, las células de la linea BT20
de los grupos Control y Dox también mostraron cambios en su morfologia a las primeras horas de
tratamiento; es decir, se mostraron elongadas y con aparentes invadopodios orientados hacia el
area de la herida. Sin embargo, este cambio fue mucho mas evidente a partir de las 9 horas de
exposicion al tratamiento, ya que una mayor proporcidén de las células adyacentes al area de la
herida mostré dicho fenotipo. Una proporcién muy pequefia de las células correspondientes a los
grupos Met/Ox y 3F mostraron caracteristicas de un fenotipo en migracion; este fendmeno también
fue observado después de las 9 horas. En cuanto al cierre de la herida (Ver Figura 5), el grupo Dox
superd significativamente al grupo Control en su actividad migratoria al cabo de 24 horas, sugiriendo
un posible efecto pro migratorio inducido por el farmaco. Por otro lado, las células correspondientes
al grupo Met/Ox presentaron mayor sensibilidad a este tratamiento, puesto que desde las 3 horas
de exposicion se observd un aumento significativo en el tamafio de la herida inicial y a las 24 horas
posteriores, no se mostré mayor actividad migratoria. Ello fue atribuido a la muerte celular asociada
con el efecto citotdxico al tratamiento. Sorpresivamente, el grupo 3F no mostré indicios de muerte
celular a las primeras horas de tratamiento, pero si una disminucidn de la actividad migratoria en
comparacion con los grupos Control y Dox.

En la linea celular de cdncer de mama triple negativo MDA-MB-231, de manera similar a las lineas
antes mencionadas, los grupos Control y Dox mostraron un fenotipo migratorio al cabo de tres horas
de exposicién al tratamiento asi como una mayor actividad migratoria, en porcentaje de cierre de
la herida, en comparacién con los grupos Met/Ox y 3F (Ver figura 6). En estos Ultimos las células con
caracteristicas migratorias fueron menos evidentes. El porcentaje de cierre de la herida aumentd
progresivamente durante las 24 horas en los grupos Control y Dox, alcanzando un porcentaje
cercano al 40%, sin que se encontraran diferencias significativas entre ambos; no asi los grupos
Met/Ox y 3F, cuya actividad migratoria fue discreta con un porcentaje de cierre de 15%
aproximadamente. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de
cierre de los grupos Met/Ox y 3F, pero su actividad migratoria si fue significativamente menor al
compararse con los grupos Control y Dox. Por lo tanto, puede inferirse que en la linea MDA-MB-
231, el tratamiento con Dox no tiene ningln efecto en la actividad migratoria, pero las
combinaciones Met/Ox y 3F tienen la misma efectividad en la inhibicién de la migracion.
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Migracion durante 24 h en células BT20
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Figura 5. Porcentaje de cierre de la herida con los respectivos tratamientos, en la linea BT20. A) Comparacion del
porcentaje de cierre de la herida entre los tratamientos Control, Dox, Met/Ox y 3F desde el inicio del tratamiento a las 24
horas de término del mismo. B) Fotografias representativas del cierre de la herida en los tratamientos correspondientes.
40x. C) Porcentaje de cierre de la herida a las 3 y 24 horas de monitoreo. *, P>0.05.
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igracion durante 24 h en células MDA-MB-231
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Figura 6. Porcentaje de cierre de la herida con los respectivos tratamientos, en la linea MDA-MB-231. A) Comparacion del
porcentaje de cierre de la herida entre los tratamientos Control, Dox, Met/Ox y 3F desde el inicio del tratamiento a las 24
horas de término del mismo. B) Fotografias representativas del cierre de la herida en los tratamientos correspondientes.
40x. C) Porcentaje de cierre de la herida a las 3 y 24 horas de monitoreo. *, P>0.05.




7.1.3 Cdancer de cérvix

Siguiendo con los propdsitos planteados, se prosiguid a evaluar el efecto anti migratorio también
en células de cancer de cérvix. La linea celular SiHa mostré la menor actividad migratoria en
comparacion con todos los tipos celulares evaluados, incluyendo los tipos de cancer de mamay
colon. Al examinar el fenotipo de las células de todos los grupos, luego de varias horas posteriores
a la administracién de sus respectivos tratamientos, no se detectaron los cambios indicativos a la
actividad migratoria que previamente fueron mencionados. De manera congruente con ello, el
porcentaje de cierre de la herida fue el menor reportado en las lineas celulares, tanto en los grupos
Control y Dox, como en Met/Ox y 3F (Figura 7). Asimismo, no se mostraron cambios significativos
en el porcentaje de cierre de la herida entre los grupos experimentales, durante las primeras 12
horas. Al cabo de 24 horas de tratamiento, los grupos Control y Dox mostraron actividad migratoria
moderada, puesto que su porcentaje de cierre fue menor al 20%. Los grupos Met/Ox y 3F
mantuvieron un porcentaje de cierre cercano al 5%, significativamente menor al grupo Control. El
grupo Dox sdlo mostrd diferencias con el grupo 3F; mientras que los grupos 3F y Met/Ox no
mostraron diferencias entre ellos. Ello sugiere que, pese a que esta linea celular mostrd una
actividad migratoria muy baja al término de las 24 horas, las combinaciones de farmacos inhibieron
dicha actividad.

Por otra parte, la linea celular Caski, también de cdncer de cérvix derivada de un sitio metastasico,
mostré una mayor actividad migratoria en comparacion con la linea celular SiHa (Figura 8). Al cabo
de tres horas de exposicidn al tratamiento, las células correspondientes a los grupos Control y Dox
mostraron una actividad migratoria notoria, al polarizarse y avanzar hacia la herida. Esta actividad
migratoria se acentud durante las horas posteriores en los grupos mencionados, ya que a diferencia
de las lineas celulares previamente descritas, las células Caski migraron en grupos y no de manera
individual. Mientras tanto, los grupos Met/Ox no presentaron ningtn fenotipo distinguible asociado
a migracion durante las primeras horas de exposicion al tratamiento, pero si fue observable un
cambio de morfologia asociado al efecto citotéxico de los tratamientos. Al cabo de 6 horas, el
porcentaje de cierre de la herida presenté diferencias significativas entre los grupos Met/Ox y 3F
con respecto a Dox, grupo que, cabe destacar, presentd el mayor porcentaje de cierre de la herida
durante las 24 horas de monitoreo. Pese a que los grupos Met/Ox y 3F mostraron una actividad
migratoria discreta durante las primeras horas, luego de 12 horas de exposicién a los tratamientos
el efecto citotdxico de los mismos fue notorio, puesto que hubo una regresion en el area de la herida
asociado a la muerte celular. No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de
cierre de herida entre Met/Ox y 3F hasta las 12 horas. Sin embargo, de manera similar a la linea
tumoral de cancer de mama BT20, las células Caski mostraron una mayor sensibilidad al tratamiento
Met/Ox, luego de 24 horas, ya que la monocapa de cultivo se desprendié por completo, sin que
guedara vestigio de las heridas para analizar. El grupo 3F también mostré muerte celular luego de
24 horas, sin embargo, los efectos no fueron tan contundentes con comparacién con Met/Ox.

29



Migracién durante 24 h en células SiHa
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Figura 7. Porcentaje de cierre de la herida con los respectivos tratamientos, en la linea SiHa. A) Comparacidn del porcentaje
de cierre de la herida entre los tratamientos Control, Dox, Met/Ox y 3F desde el inicio del tratamiento a las 24 horas de
término del mismo. B) Fotografias representativas del cierre de la herida en los tratamientos correspondientes. 40x. C)
Porcentaje de cierre de la herida a las 3 y 24 horas de monitoreo. *, P>0.05.
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Migracion durante 24 h en células Caski
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Figura 8. Porcentaje de cierre de la herida con los respectivos tratamientos, en la linea Caski. A) Comparacion del porcentaje
de cierre de la herida entre los tratamientos Control, Dox, Met/Ox y 3F desde el inicio del tratamiento a las 24 horas de
término del mismo. B) Fotografias representativas del cierre de la herida en los tratamientos correspondientes. 40x. C)
Porcentaje de cierre de la herida a las 3y 24 horas de monitoreo.




7.2 Ensayos de proliferacion en tiempo real.

Para confirmar que los resultados en los ensayos de cierre de la herida eran debido a la migracién
de las células y no a su proliferacién, se realizaron ensayos de proliferacién en tiempo real durante
24 horas. Estos ensayos se llevaron a cabo con el equipo xCELLigence y el software RTCA; los
resultados fueron graficados como “indice celular”, que es un valor arbitrario que aumenta en
funcién al niumero de células detectadas por los biosensores de las placas E-plate. La tendencia
observada en los datos de los tratamientos correspondientes fue similar en todas las lineas celulares
evaluadas (Figura 9).

Las células de cancer de colon HCT116 de los grupos Control y Dox presentaron un indice celular
gue aumentod progresivamente durante las 24 horas de tratamiento; sin embargo, la tendencia a
este aumento fue mayor en el grupo Control que en el grupo Dox. Mientras tanto, el indice celular
de los grupos Met/Ox y 3F fue significativamente mas bajo que el Control; ambas curvas
mantuvieron un comportamiento muy similar hasta la finalizacion del experimento sugiriendo, por
lo tanto, que se presentaron pocos cambios en el nimero de células y baja proliferacion (ver Figura
9A). La linea celular metastasica, SW620, tuvo un comportamiento muy semejante; mientras que
los tratamientos Control y Dox mostraron mayor actividad proliferativa, el indice celular de los
grupos Met/Ox y 3F fue menor en comparacion, durante las 24 horas de evaluacion. Por su parte,
también se mostraron diferencias entre el grupo Control y Dox; debido a que el segundo presenta
una aumento significativo en la actividad proliferativa en comparacién con el control, después de
las primeras 10 horas de exposicion al mismo. Asimismo, también se encontraron diferencias
significativas entre los grupos Met/Ox y 3F, lo cual sugiere que la terapia Met/Ox por si misma es
mas eficiente en la disminucién de la proliferacién en esta linea celular.

Las células de cancer de mama BT20 y MDA-MB-231 también mostraron una disminucidn en la
proliferacion con los tratamientos Met/Ox y 3F. En el caso particular de BT20, las células
correspondientes a los grupos Control y Dox mostraron una actividad proliferativa exponencial,
puesto que las fases de crecimiento logaritmico y de confluencia se alcanza dentro de las primeras
12 horas, seguido por la fase de muerte celular, en la que las células perdieron sus adhesiones a la
placa, disminuyendo con ello el indice celular. No se encontraron diferencias en las curvas de
proliferaciéon de los grupos Control y Dox. Por otro lado, los grupos Met/Ox mostraron actividad
proliferativa discreta entre las primeras 10 horas, la cual fue en declive también en las horas
posteriores. Las curvas de proliferacidon de estos grupos también fueron muy similares, sugiriendo
gue ambas terapias tienen un efecto anti proliferativo en esta linea celular. La linea celular MDA-
MB-231 mostré menor actividad proliferativa en comparacion con BT20, puesto que la fase de
crecimiento logaritmico se alcanza después de las 12 horas. Las curvas de proliferacion de los grupos
Control y Dox mantuvieron un aumento progresivo tipico de la fase de crecimiento logaritmico en
el indice celular durante las primeras 10 horas; posteriormente, la curva de Dox disminuyd su
tendencia al aumento en comparacion con el grupo Control. El grupo Met/Ox, por otro lado,
presentd un indice celular que fue aumentando moderadamente con relacién al tiempo, hasta casi
equipararse a la tendencia de Dox. Sin embargo, el tratamiento 3F tuvo un efecto en la inhibicidn
de la proliferacidn, puesto que el indice celular que aumentd discretamente durante las primeras
horas, decayd hasta cero al cabo de 10 horas, demostrando con ello la inhibicion total de la
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proliferacion. Esto nos indica que, en la linea celular MDA-MB-231 Unicamente el tratamiento 3F
tiene un efecto anti proliferativo.

En la linea de cancer de cérvix, SiHa, los indices celulares de los grupos Control y Dox presentaron
un aumento progresivo durante las 24 horas de monitoreo, mostrando curvas muy similares entre
ambos grupos. Sin embargo, de manera consistente con los resultados obtenidos en las otras lineas
celulares, en los tratamientos Met/Ox y 3F observamos un efecto anti proliferativo al cabo de 24
horas. Pese a que se presenta un aumento moderado en el indice celular durante las primeras horas
de monitoreo, en menos de 10 horas sus respectivas curvas alcanzaron una asintota que se mantuvo
constante hasta las 24 horas, con un indice celular menor a los tratamientos Control y Dox. Por otra
parte, la linea celular Caski no mostré diferencias en el indice celular de los grupos Control y Dox,
cuyas curvas de proliferacién mostraron también un aumento constante durante las 24 horas de
monitoreo. Mientras tanto, el grupo Met/Ox presentd un indice celular bastante menor a los grupos
antes mencionados, que fue decreciendo paulatinamente a lo largo del tiempo de monitoreo.
Sorpresivamente, el indice celular con el tratamiento 3F fue bastante discreto y no presentd
cambios en las 24 horas del ensayo.

Por lo tanto, los ensayos de proliferacién en tiempo real nos sugieren que, aunque los efectos
pueden ser heterogéneos en las distintas lineas celulares hablando de sensibilidad y efectividad a
los mismos, los tratamientos Met/Ox y 3F tienen un efecto anti proliferativo en las lineas celulares
evaluadas.
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Figura 9. Proliferacion en tiempo real con xCELLigence. Los ensayos de proliferacion fueron monitoreados durante 24 horas,
en presencia de los tratamientos previamente mencionados. En las lineas celulares HCT116(A), SW620 (B), BT20 (C), MDA -
MB-231 (D), SiHa (E) y SW620 (F) se mostraron curvas con una disminucion significativa de la proliferacion en respuesta
a las combinaciones Met/Ox y 3F. El efecto de estos ultimos fue similar en la mayoria de las lineas celulares evaluadas. Es
importante resaltar que el indice celular es una medida arbitraria resultado del algoritmo (Rn-Rb)/15, y es sensible a la
morfologia de cada célula, por lo que la escala obtenida resulta poco comparable entre lineas celulares. *, P<0.5.
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7.3 Ensayos de migracion en tiempo real

Finalmente y dados los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacién en tiempo real,
quisimos verificar y discernir si los tratamientos resultan eficaces en inhibir también la migracion de
las células, como lo sugieren los ensayos de reparacion de herida, y no sélo la proliferacién. Por ello,
se llevaron a cabo ensayos de invasién en tiempo real también con el equipo xCELLigence apoyado
con el software RTCA.

Para las lineas celulares de cancer de colon, Unicamente se logré realizar el ensayo de migracion en
tiempo real con la linea celular metastdsica SW620, ya que la linea HCT115 presentd numerosas
irregularidades y discrepancias en comparacién con los ensayos previamente mencionados e
incluso, con la realizacidn del ensayo en repetidas ocasiones. Por tal motivo, dicho resultado fue
excluido de esta tesis, pero las consideraciones seran mencionadas en la discusion. Respecto a la
linea celular SW620, los indices celulares registrados muestran un efecto importante de la triple
terapia, puesto que es el tratamiento que tiene el mayor efecto en la inhibicién de la migracidn.
Sorpresivamente y en contraposicion con lo previamente citado en esta tesis, el grupo Dox presenté
menor actividad migratoria que el tratamiento Met/Ox, el cual no mostré diferencias significativas
con respecto al grupo Control. Los resultados sugieren que el tratamiento con Doxorrubicina y 3F
tienen mayor efectividad en impedir la migracién de esta linea celular en particular.

Por otra parte y de acuerdo con los indices celulares registrados (Figura 10), los resultados para las
lineas celulares de cancer de mama, BT20 y MDA-MB-231; coinciden con lo previamente descrito
con los ensayos de reparacion de herida, los tratamientos Met/Ox y 3F muestran un efecto
inhibitorio similar en la migracién de las células monitoreada durante 24 horas. Particularmente
BT20 no presenta ninglin cambio en su indice celular durante las 24 horas con el tratamiento
Met/Ox, mientras que el tratamiento con 3F muestra cambios discretos, que difieren de los grupos
Control y Dox, cuyas curvas de migracién tienen un aumento exponencial a partir de las 20 horas.
En MDA-MB-231, las curvas de los grupos Met/Ox y 3F se sobrelapan a lo largo de las 24 horas de
monitoreo, indicando que ambos tratamientos podrian tener el mismo efecto en la inhibicidn de Ia
migracién. Por otro lado, el grupo Dox también presenta una menor actividad migratoria que el
grupo Control, dicho efecto no fue observado en los ensayos de reparacién de herida, lo cual nos
podria indicar la alta sensibilidad del equipo xCELLigence para determinar el comportamiento e
interaccion de las células con los biosensores de la placa CIM-plate.

Por su parte, la linea celular SiHa, de cancer de cérvix no metastdsica también mostré una
disminuciéon en la migracion con los tratamientos Met/Ox y 3F, cuyas curvas se sobrelaparon en el
tiempo, indicando que el efecto inhibitorio de la migracion es indistinto de la presencia o ausencia
de Doxorrubicina en los grupos con Metformina y Oxamato de sodio (Figura 10, c). En contraste, el
indice celular del grupo Dox fue incluso mayor que el grupo Control en estas células, lo que podria
sugerir que este farmaco podria promover la migracién de las células. La linea celular Caski, la cual
es una linea metastasica procedente de cérvix, respondié mejor a la triple terapia, puesto que el
grupo 3F presentd un menor indice celular que el resto de los grupos y contrario a lo que se observo
en los ensayos de scratch, el grupo Met/Ox no parece haber sido tan eficaz como 3F en la migracion
de estas células (Figura 10,d).
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Figura 10. Ensayos de migracion en tiempo real. Los ensayos de migracion fueron monitoreados durante 24 horas, en
presencia de los tratamientos previamente mencionados. Las lineas celulares MDA-MB-231 y Siha presentaron un efecto
similar con relacion al efecto de los distintos tratamientos; ambos mostraron un menor indice celular en respuesta a las
terapias Met/Ox y 3F durante las 24 horas de seguimiento. Mientras que las lineas celulares SW620 Caski mostré el menor
indice celular unicamente con el tratamiento 3F. Es importante resaltar que el indice celular es una medida arbitraria
resultado del algoritmo (Rn-Rb)/15, y es sensible a la morfologia de cada célula, por lo que la escala obtenida resulta poco
comparable entre lineas celulares. P<0.5
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8. Discusion

Los ensayos de reparacidn de herida, proliferaciéon y migracion en tiempo real mostraron que la
triple terapia 3F presenta un efecto positivo en la inhibicidn de la proliferacién y migracion en las
lineas celulares de cancer de colon, mama y cérvix. Dicho efecto, sin embargo, es heterogéneo en
las lineas celulares y en la mayoria de las mismas se observa que Met/Ox tiene efectos muy similares
a 3F.

En primera instancia, ambas lineas de cancer de colon mostraron efectos antiproliferativos en
presencia de las terapias Met/Ox y 3F. En la linea celular HCT116, los tratamientos Met/Ox y 3F
fueron eficientes en la inhibicion de la proliferacién, corroborando los resultados previamente
reportados por Figueroa en su modelo in vivo (Figueroa-Gonzalez et al. 2016). Ello podria sugerir
que el cierre de la herida en los grupos Control y Dox es mayor debido a la proliferacién, mientras
que en los grupos Met/Ox y 3F, cuya actividad proliferativa se ve inhibida, el cierre también es
menor. Los ensayos de migracion en esta linea celular no se concretaron debido a vicisitudes
durante el desarrollo y ejecucidén de dicho ensayo. Las inconsistencias de estos ensayos podrian
deberse al propio fenotipo no metastasico de la linea celular; las células HCT116 crecen en
monocapa y establecen uniones entre ellas mediadas por E-cadherina (El-Bahrawy et al. 2004),
ademas de ser negativas a la expresién de vimentina, por lo que su motilidad es bastante mas
reducida que el resto de las lineas celulares evaluadas y de ser asi, no se observarian cambios entre
ninguno de los grupos comparativos. Por otra parte, la linea celular metastasica SW620 mostrd la
misma respuesta a los farmacos con relacidon a la proliferacién; los grupos Control y Dox no
presentaron diferencias entre ellos, mientras que Met/Ox y 3F inhibieron la proliferacion durante
las 24 horas del ensayo. Ello también correlaciona con el ensayo de cierre de la herida, en el que se
observaron resultados similares. Sin embargo, el ensayo de migracién en tiempo real sugiere que
las terapias que parecen inhibir la motilidad de las células son 3F y Dox, siendo el primero mas
efectivo, mientras que el grupo Met/Ox no mostré diferencias significativas en comparacion con el
control. Estos resultados parecen sugerir que la linea celular SW620 presenta una mayor
sensibilidad a la doxurrubicina que el resto de las lineas celulares de colon, mama y cérvix
empleadas en estos ensayos. Estos resultados se contraponen con previos reportes que indican que
la doxorrubicina incrementa la expresion de integrina aV, la fosforilacion de FAK, Src y Akt, asociadas
al fenotipo metastasico, ademas de favorecer la transicion epitelio-mesénquima y la formacién de
lamelopodios que promueven la migracidon en otros tipos de cancer (Zhong et al. 2017; Amalina,
Nurhayati, y Meiyanto 2017). Sin embargo, también se ha demostrado que la doxorrubicina tiene
efectos antimigratorios a bajas concentraciones, siendo capaz de inhibir la fosforilacién de la GTPasa
RhoA involucrada en la reorganizacidon de los filamentos de actina en fibrosarcoma (Said et al. 2012).
La disparidad sugiere que doxorrubicina podria tener ambos efectos en funcién de la concentracion
y la linea celular. De manera que, al tratar esta linea celular con la triple terapia, hay un efecto
acentuado en la inhibicidn de la migracidn, lo que podria sugerir un efecto sinérgico entre los tres
farmacos.

En el grupo control de las lineas celulares de cancer de mama, ambas con fenotipo triple negativo,
BT20 presentd una actividad proliferativa mucho mayor que MDA-MB-231. El grupo tratado con
Dox no mostrd ninguna diferencia con respecto al grupo control ante la exposicion al farmaco en
ninguna de las lineas celulares, por lo que podemos inferir que este farmaco no tiene ningun efecto
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antiproliferativo ni inhibitorio en la migracién en las lineas celulares evaluadas. Mientras tanto, las
lineas celulares mostraron una menor actividad migratoria en respuesta a la terapia Met/Ox y/o 3F,
efecto que parece mas acentuado en la linea celular BT20. Dicha linea celular, no metastasica,
presenta un fenotipo con bajas capacidades métiles, puesto que se ha reportado que mantiene la
expresion de E-cadherina, queratina y una morfologia de célula epitelial. Por su parte, MDA-MB-
231, derivada de un sitio metastasico, presenta N-cadherina, vimentina y morfologia tipo
fibroblasto, caracteristicas asociadas a células del tipo transicion epitelio-mesénquima y por lo
tanto, mas maétiles (Sommers et al. 1994; Nieman et al. 1999). Dichas diferencias en el fenotipo de
las lineas de cancer de mama triple negativo podrian explicar en la eficacia en la inhibicién de Ia
migracion en BT20 en respuesta a 3F y particularmente a Met/Ox, cuyo efecto fue mucho mas
acentuado que en MDA-MB-231 tanto en los ensayos de cierre de la herida como en los ensayos de
tiempo real.

Respecto a las lineas de cancer de cérvix, el efecto de los tratamientos Met/Ox y 3F fue similar al de
las lineas celulares previamente descritas. Por su parte, el tratamiento Dox tampoco mostrd
diferencias en comparacion con el grupo control en el cierre de la herida, migracién y proliferacién
en estas lineas celulares. La linea celular SiHa mostrd baja actividad migratoria en los ensayos de
cierre de la herida, sin embargo, los ensayos en tiempo real demostraron que dicha actividad
también se ve reducida en presencia de los tratamientos Met/Ox y 3F, los cuales no mostraron
ninguna diferencia en la eficiencia de la inhibicién. Asimismo, la proliferacién en estas células
también se ve comprometida con los tratamientos Met/Ox y 3F, dado que la fase de confluencia del
grupo Met/Ox parece mostrar una disminucion del indice celular, se podria sugerir que dicho
tratamiento presenta un efecto incluso mas citotdxico en estas células que el 3F. Por otra parte, la
linea celular Caski también mostré menor actividad migratoria en los ensayos de cierre de la herida
gue, nuevamente, fueron validados mediante los ensayos de migracién y proliferacion en tiempo
real. Si bien la proliferacidn se vio reducida en presencia de Met/Ox y 3F, sélo la migracién con el
tratamiento 3F es significativamente menor al control. La eficacia con la que actla cada tratamiento
en la inhibicién de las capacidades métiles de ambas lineas celulares puede estar dada por la
expresion de E-cadherina; el fenotipo de SiHa corresponde a una linea no metastasica con baja
expresion de E-cadherina a nivel de proteina, en contraste con la linea Caski, que procede de un
sitio metastdsico y no expresa E-cadherina (Denk, Hilsken, y Schwarz 1997). La diferencia en la
expresion de dicha molécula de adhesidn podria jugar un papel importante en el efecto inhibitorio
gue presentan las terapias Met/Ox y 3F en ambas lineas, ademas de otras caracteristicas matiles
inherentes al fenotipo de cada una, como la expresidon de vimentina y sobreexpresion de Snail,
descritas en carcinomas in situ (Myong 2012).

Dado que se ha comprobado que la pérdida de E-cadherina y la expresién de vimentina son
importantes para la adquisicién de caracteristicas madtiles que permitan la migracidn, y debido a que
la migracidn se ve disminuida en presencia de Met/Ox y 3F, es factible sugerir que ambas terapias
actuan mediante la inhibicion de caracteristicas asociadas al fenotipo de la transicion epitelio-
mesénquima, que presenta vimentina y no E-cadherina. Salgado, R. en su tesis de maestria,
demostré que la triple terapia inhibe la actividad de la vias PI3K/Akt y mTOR y la expresion de HIF-1
desde las 12 horas de exposicién al tratamiento, en células de cancer colorrectal (Salgado, R. 2016).
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Previamente se ha descrito el papel que juegan dichas proteinas en la reorganizacién del
citoesqueletoy la migracion celular. Por ejemplo, se ha propuesto que la inhibicién de la via PI3K/Akt
disminuye la invasion y la migracion en lineas celulares de cdncer nasofaringeo y hepatocarcinoma,
principalmente a través de la inhibicion de mTOR y la disminucidn de la MMP-9 (Saxena et al. 2007,
Changyu Sun et al. 2017; Li et al. 2017). Asimismo, el complejo mTOR juega un papel importante
en la transicion epitelio-mesénquima, puesto que la activaciéon de uno de sus blancos, S6K, estd
ligada a la traduccidon de N-cadherina y vimentina. Ademads, se ha demostrado que S6K también
promueve la actividad del factor de transcripcién Snail, un importante represor de E-cadherina. De
modo que, la sobre expresion de S6K conduce a un aumento en las capacidades métiles de la célula,
como la pérdida de uniones celulares, despolarizacién y desdiferenciacion de las células (Pon et al.
2008). Por ello, se ha demostrado que la inactivacion de mTOR puede inhibir algunos de las
caracteristicas propias de fenotipo de la transicién epitelio mesénquima (Zhou y Huang, 2011).

Como se menciond previamente, la triple terapia también inhibe la expresién de HIF-1, factor de
transcripcidn que esta involucrado en la expresién de genes de la transicion epitelio-mesénquima,
tales como vimentina, fibronectina, queratinas 14, 18 y 19, MMP-2, catepsina y el receptor de
quimiocinas CXCR4 (Pouysségur, Dayan, y Mazure 2006). Ademads, HIF-1 inhibe la expresién de E-
cadherina mediante la activacion del eje HIF-1/LOX/Snail, que es un represor de la transcripcion de
E-cadherina (Schietke et al. 2010). Por ello, se podria sugerir que el efecto antimigratorio en las
distintas lineas celulares puede estar dado por la inhibicion farmacoldgica de PI3K/Akt, mTOR o HIF-
1, como candidatos principales pausibles.

Sin embargo, la terapia Met/Ox mostro el mismo efecto en la inhibicién de la migracién que 3F en
la mayoria de las lineas celulares evaluadas, aun cuando Salgado (2016) mostré que dicha terapia
actua inhibiendo a Akt, mTOR y S6K hasta las 24 horas de tratamiento en lineas de céncer
colorrectal. Aunque el efecto inhibitorio de Met/Ox sobre las vias mencionadas puede variar entre
las lineas celulares, también se sugiere que sean metformina y oxamato de sodio los que
desempefien el papel principal en los tratamientos Met/Ox y 3F, mediante vias que no han sido
evaluadas previamente por nuestro grupo de trabajo. Por ejemplo, Jang y colaboradores
demostraron que metformina es capaz de disminuir la migraciéon e invasion de células de cancer de
mama a través de la inhibicidn transcripcional de MMP-9, mediante los factores de transcripcion
AP1 o NFkB (Jang et al. 2014). Por otro lado, Yu y sus colaboradores describieron la actividad de la
metil-transferasa de histonas, SUV39H1, en la migracién mediada por la autofosforilacion FAK y las
integrinas aV y B1, cuyo mecanismo aun falta por elucidar. Ellos también sugieren que metformina
es capaz de modular la actividad de SUV39H1 e inhibir la migracion (Yu et al. 2017). Adicionalmente,
se ha propuesto que la metformina también podria promover la adherencia y polaridad de la célula
a través de la activacion de la cinasa LKB1 y sus blancos, como AMPK y cdc42, proteinas implicadas
en la polaridad celular; o la inhibicién de las proteias src-FAK y MLC2, implicadas en la motilidad, la
reorganizacion de las adhesiones celulares y por lo tanto, en la migracién celular (Marcus y Zhou
2010). De este modo, es importante determinar si la metformina es el principal efector en la
inhibicion de la motilidad celular, para luego elucidar los mecanismos sobre los cuales actua, en
virtud de describir el fendmeno observado en presencia de las terapias Met/Ox y 3F.
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Asimismo, no hay que descartar la labor que cumple el oxamato de sodio, puesto que, como
inhibidor de la enzima lactato deshidrogenasa, impide la liberacién de lactato al microambiente. El
lactato se ha visto también involucrado en el aumento de la motilidad celular de manera
independiente de los cambios de pH, puesto que en células de cdncer de laringe, la liberacién de
este producto aumenta la expresion de integrina 1, molécula que mantiene la comunicacién con
la matriz extracelular y cuya expresién esta asociada a una peor prognosis en distintos tipos de
cancer (Goetze 2011). Por otra parte, Baumann y sus colaboradores demostraron que, tanto el
lactato como la enzima LDH-A, inducen la expresidn y actividad de TGF-2, que a su vez, promueve
la expresiéon de MMP-2 y de las integrinas a3, de manera que la inhibicidn de LDH-A es capaz de
disminuir la migracion en células de glioma (Baumann et al. 2009). Por ello, es posible sugerir que
la inhibicién de LDH por el oxamato de sodio coadyuve a la metformina en la disminucién de la
migracién mediante mecanismos aln no explorados por nuestro grupo de trabajo.

Las terapias Met/Ox y 3F inhiben la proliferacién y migracion de las distintas lineas celulares de
cancer de colon, mama y cérvix, de forma heterogénea pero consistente. Es necesario determinar
quiénes son los actores principales en la regulacion de la migracidn, pero la via de
PI13K/Akt/mTOR/HIF-1 es un candidato pausible para su evaluacion en respuesta a las terapias
propuestas, ademas de la expresion de integrinas, moléculas de adhesién focal y metaloproteasas
de matriz; cuya evaluacién nos permitiria identificar a plenitud el mecanismo de accién de los
farmacos en la migracién de las células tumorales.

9. Conclusiones

En las lineas celulares de cancer de mama y cérvix, las terapias Met/Ox y 3F disminuyen la
proliferaciéon y migracion de las células. En las lineas de cancer de cancer de colon, ambos
tratamientos disminuyen la proliferacidon de las células, pero solo 3F favorece la inhibicién de la
migracién en la linea celular SW620.
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