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2-DG: 2-desoxi-D-glucosa, derivado analogo de la glucosa que tiene el radical 2-hidroxilo sustituido
por un hidrégeno

4EBP: Proteina de union al factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E

ABC: Area bajo la curva

ABZ: Albendazol

ADN: Acido desoxirribonucleico

AKkt: También: PKB, Proteina quinasa B

AMPK: Proteina quinasa dependiente de AMP (Del inglés: AMP-inducible protein kinase)

APC: Gen supresor de tumores, regulador de la via de sefalizaciéon Wnt (De/ inigés: Adenomatous
polyposis coli)

BRCA: Gen supresor de tumores, asociado a la reparacion de ADN (Del inglés: Breast Cancer)

CD: Ciclodextrina

CSC: Células madre del cancer (Del inglés: Cancer Stem Cells)

CQ: Cloroquina

DHEA: Dehidroepiandrosterona

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

DMT: Dosis méaxima tolerada

Doxi: Doxiciclina

ECAR: Tasa de acidificacion extracelular (Del inglés: Extracellular Acidification Rate)

EMT: Transicion epitelio mesénquima (Del inglés: Epithelial Mesenchimal Transition)

ER: Receptor de estrogeno (Del inglés: Estrogen Receptor)

FASN: Acido graso sintasa (Del inglés: Fatty acid synthase)

FCCP: Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona

HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (Del inglés: Human Epidermal growth
factor Receptor 2)

HIF-1a: Factor inducible por hipoxia 1a (Del inglés: Hypoxia-inducible factor 1-alpha)

I: Insulina

IGF-1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (Del inglés: Insulin-Like Growth Factor 1)

IL-17: Interleuquina 17

KRAS: Protooncogen, codifica la proteina KRAS que participa en vias de sefializacion celular que
controlan el crecimiento, la maduracién y la muerte celular.

Met: Metformina

MMP: Metaloproteinasa de la matriz extracelular (Del inglés: Matrix metalloproteinase)

mTOR: Diana de rapamicina en mamiferos (Del inglés: Mammalian Target of Rapamycin)

OCR: Tasa de consumo de oxigeno

ON: Durante la noche (De/ inglés: overnight)

Orl: Orlistat

PARP: Poli-ADP-ribosa polimerasa

PBS: Solucién tamponada con fosfato

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa (Del inglés: Phosphatidylinositol 3-kinase)

PR: Receptor de progesterona (Del inglés: Progesterone Receptor)

Prop: Propranolol

RBZ: Ricobendazol

SFB: Suero fetal bovino

TNBC: Tumores de mama triple negativos

Treg: Célula T reguladora

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (De/ inglés: Vascular Endothelial Cell Growth Factor)
QTM: Quimioterapia metronémica
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RESUMEN

Segun estimaciones realizadas por la IARC (International Association of Cancer
Registries), Argentina se encuentra dentro del rango de paises con una incidencia
de cancer media-alta, siendo el cancer de mama el de mayor incidencia en mujeres.
Se considera al cancer de mama como una enfermedad heterogénea ya que no todos
los tumores de mama tienen un comportamiento bioldgico similar y no todas las
pacientes responden de la misma forma a las terapias. El cancer de mama triple
negativo (TNBC) representa del 12-17% de los tumores de mama, pero es
responsable de un alto porcentaje de muertes debido a su agresividad. Afecta
principalmente a mujeres jovenes y es dificil de tratar ya que existen pocas opciones
de tratamiento eficaces dadas sus caracteristicas moleculares. Dentro de las
opciones de tratamiento que se utilizan actualmente para TNBC se encuentran la

cirugia combinada con quimioterapia adyuvante y/o neoadyuvante y radioterapia.

En general, el tratamiento del cidncer se basa en estrategias de control local y
sistémico, pero los pacientes oncoldgicos se encuentran expuestos a los severos
efectos toxicos que generan. A su vez, el desarrollo de nuevos farmacos oncolégicos
es uno de los grandes desafios de la medicina moderna, ya que la mayoria de los
potenciales farmacos antitumorales suele fracasar en los ensayos clinicos y no
logran llegar al mercado; ademas, los tratamientos mas efectivos y novedosos
poseen un alto precio que los hace inaccesibles para los pacientes oncolégicos de
paises de medianos y bajos recursos. Todo esto ha despertado un interés en la
busqueda de alternativas mas costeables y menos toxicas. La estrategia conocida
como ‘“‘reposicionamiento de farmacos” consiste en estudiar medicamentos
existentes en el mercado e indicados para enfermedades distintas al cancer, que
podrian tener un efecto antitumoral. Una vez descubierto el efecto potencial contra
el cancer, se pueden iniciar los ensayos clinicos en pacientes, acortandose el tiempo
y el costo final al publico ya que estos medicamentos se encuentran disponibles
como genéricos. Actualmente existe un proyecto llamado reposicionamiento de
drogas en oncologia (ReDO, del inglés Repurposing Drugs in Oncology) donde se han

descripto mas de 200 medicamentos que podrian reposicionarse en distintos tipos
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de cancer ya que han mostrado efecto antitumoral en estudios in vitro, in vivo o en
humanos, donde se ha visto que algunos de ellos administrados en combinacién con

quimioterapéuticos convencionales, han logrado mejorar la eficacia del tratamiento.

En este trabajo se evalu6 in vitro el efecto antitumoral de los farmacos en
reposicionamiento metformina, propranolol, cloroquina, DHEA, orlistat, doxiciclina
y albendazol. En primer lugar, sobre diferentes lineas celulares de TNBC, se realiz6
un screening del efecto de estos farmacos sobre la proliferacién celular para
seleccionar el/los farmacos mas efectivos. Luego se evalu6 el efecto de los fArmacos
elegidos, sobre diferentes procesos implicados en el desarrollo de TNBC y
metdastasis pulmonares (clonogenicidad, apoptosis, migracion, invasién). A partir de
los resultados obtenidos in vitro, con las combinaciones de farmacos mas efectivas
se evalu6, en modelos inmunocompetentes de TNBC, el efecto de los tratamientos
sobre la velocidad de crecimiento tumoral, la supervivencia de los animales y el
desarrollo de metastasis pulmonares, analizando el efecto de los tratamientos sobre
la respuesta inmune y el contenido de células madre tumorales, terminando por
caracterizar el efecto del tratamiento sobre los diferentes pasos que conducen a las
metastasis pulmonares y evaluando su efecto como terapia adyuvante. Los
resultados obtenidos constituyen el fundamento experimental que sostiene una
propuesta terapéutica novedosa consistente en una combinacién de farmacos
reposicionados para el tratamiento adyuvante de TNBC, evitando la toxicidad
asociada a las quimioterapias convencionales y, a la vez, brindando un tratamiento
de bajo costo que resultaria especialmente beneficioso para los sistemas de salud de

paises de bajos y medianos ingresos.
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CANCER

El cancer es una enfermedad crénica que comienza en una célula. La transformacién
de una célula normal en tumoral es un proceso de multiples etapas, dado por la
acumulacion de alteraciones que afectan la estructura y funcién del genoma. El
numero de alteraciones genéticas aumenta a medida que las células proliferan,
incrementando asi la malignidad de la enfermedad. Estas alteraciones genéticas
pueden ser mutaciones heredadas o generarse de novo por dafio en el ADN [1]. La
comprension actual del niimero y la especificidad tisular de las mutaciones aun es
limitada, pero por lo general, cada tipo de tumor va acompafiado de mutaciones
especificas, como por ejemplo, alteraciones en los genes BCRA1y BCRAZ en cancer
de mama y ovario, alteraciones en APCy KRAS en cancer colorrectal y pancreatico,
entre otras; de aqui que el cancer suele definirse no como una, sino como varias

enfermedades diferentes [2].

Las células normales cuentan con mecanismos para minimizar la inestabilidad
gendmica y de este modo logran un equilibrio entre el crecimiento y la muerte
celular. En las células cancerosas, el ADN dafiado no se repara y la célula no muere
cuando deberia, por lo que contintia originando nuevas células con el mismo dafio y
a medida que el tumor progresa se seleccionan subpoblaciones celulares cada vez

mas malignas, resistentes y heterogéneas [1].

Segun las estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de Investigacion
sobre Cancer (IARC) en base a datos disponibles a nivel mundial para el afio 2018,
Argentina se posiciona dentro de los paises del mundo con incidencia de cancer
media-alta. Presenta una tasa de incidencia de 212 casos por 100.000 habitantes
(considerando ambos sexos y todos los tumores a excepcion del cancer de piel no-
melanoma), ubicandose en el séptimo lugar en Latinoamérica. Esta estimacion
corresponde a mas de 125.000 casos nuevos de cancer en ambos sexos por aflo, con
porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres. El cancer de mayor

incidencia se presenta en mujeres y es el de mama, con una tasa de 73 casos por cada
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100.000 mujeres. Luego, lo siguen los tumores de proéstata (42 casos/100.000

varones) y colorrectal en hombres (31 casos/100.000 varones) [3].

Caracteristicas de la célula tumoral

Hace ya una década que Hanahan y Weinberg describieron una serie de
caracteristicas implicadas en el desarrollo del cancer, que permiten distinguir las
células tumorales de células normales y se detallan en la Figura 1. Entre ellas se
encuentran la resistencia a factores inhibidores del crecimiento, la proliferaciéon
sostenida en ausencia de factores de crecimiento exdgenos, la evasion de la
apoptosis, la reprogramacion metabdlica, el potencial de replicacion ilimitado a
través de la expresion de la telomerasa, la induccion de la angiogénesis, la evasion

del sistema inmune, invasién y desarrollo de metastasis [4].

Proliferacion Evasion de supresores
sostenida de crecimiento

Evasion de la destruccion
inmune

Reprogramacion
metabdlica

Evasién de la P - Inmortalidad
apoptosis replicativa
CELULA TUMORAL

Inestabilidad o a Ftpmocién de la
o ~ inflamacién tumoral
genomica .
Induccién de Promocion de invasion
angiogénesis y metastasis

Figura 1: Caracteristicas de la célula tumoral. El reconocimiento de las caracteristicas que distinguen
una célula normal de una tumoral es importante a la hora de desarrollar nuevos medios para tratar
el cancer. Adaptado de [4] y modificado en BioRender.com.

Todas estas caracteristicas hoy en dia, constituyen el blanco de multiples
investigaciones con la finalidad de desarrollar nuevas terapias dirigidas

especificamente a ellas.

Por su parte, el proceso angiogénico juega un papel crucial en la progresion tumoral,
se produce cuando el tumor adquiere unos pocos milimetros y comienza a requerir

vascularizacion propia para el ingreso de oxigeno y nutrientes que le permitan
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seguir proliferando. Las células tumorales secretan altos niveles de factores
proangiogénicos que contribuyen a la creacion de una red vascular anormal que se
caracteriza por vasos sanguineos desorganizados, inmaduros y permeables. Entre
los estimulos que lo desencadenan, la hipoxia es uno de los principales ya que,
cuando el oxigeno es limitante, la produccién de ATP se ve comprometida y se
forman especies reactivas del oxigeno que, en altas dosis, causan un gran dafio

celular [5].

En cuanto al sistema inmunoldgico, este desempefia un rol indispensable en el
mantenimiento de la integridad de un organismo. Ademas de la proteccién contra
patogenos, estd fuertemente involucrado en la prevencidn, el desarrollo y la defensa
del cancer. Existe evidencia que indica que la respuesta inmunitaria, tanto innata
como adaptativa, nos protege frente al desarrollo de tumores, sin embargo, la
realidad demuestra que, los tumores crecen aun en presencia de un sistema inmune
funcional, logrando evadir la respuesta inmune del paciente. Los tumores altamente
inmunogénicos logran evitar la destruccion inmune al impedir la accién de los
componentes del sistema inmunolégico que fueron enviados para eliminarlos [6].
Algunas de las células inmunes que infiltran el tumor son: linfocitos T citotdxicos
CD8* que atacan a las células tumorales e inducen su muerte. Su infiltracion en el
microambiente tumoral se asocia con un buen prondstico y supervivencia
prolongada en muchos tipos de cancer, entre ellos el de mama [6, 7]; linfocitos T
cooperadores CD4+, una de sus subpoblaciones, las células Th17, se caracterizan por
una alta secrecion de interleuquina-17 (IL-17) y otras citoquinas inflamatorias para
mediar respuestas inmunitarias antitumorales; células T reguladoras Foxp3+ (Treg)
comprometen la activacidon y/o funciéon de la inmunidad antitumoral y, por ello,

ciertos tumores promueven su reclutamiento, expansion y activacion [6].

En particular, la reprogramacion metabdlica le permite a la célula tumoral exhibir
fenotipos metabdlicos distintos para sostener su proliferacidon y progresion dentro
del microambiente tumoral. El proceso de reprogramaciéon metabélica por el que
transcurre la célula tumoral estd asociado a la activacién de oncogenes y/o
inactivacién de genes supresores de tumores; hoy en dia se sabe que los productos

de estos genes mutados pueden influir en la forma en que las células tumorales
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metabolizan la glucosa para generar ATP [8]. Los avances que se han dado en la
comprension de la biologia tumoral, nos demuestran que el cdncer es una
enfermedad compleja y no se puede entender a través de la simple investigaciéon de
las mutaciones genéticas de las células tumorales, dado que estas células no se
encuentran aisladas en el tumor, sino que interactian con el microambiente
circundante por lo que continuamente deben desarrollar rasgos que favorezcan su
crecimiento, supervivencia y metastasis en este ambiente de constante cambio.
Dentro de las caracteristicas mas conocidas de las células tumorales, se destaca la
de utilizar altas cantidades de glucosa convirtiéndola en piruvato y luego en lactato
en el citosol, en lugar de oxidar el piruvato en las mitocondrias como se da en las
células normales. Estas ultimas, solo convierten glucosa en lactato en condiciones
hipéxicas, mientras que este fenotipo es comun en las células cancerosas, aun frente
a la disponibilidad de oxigeno. Este fenotipo fue descrito por primera vez por Otto
Warburg hace mas de cincuenta afios y fue denominado "Efecto Warburg" o
glucdlisis aerdbica [9, 10]. No existe un tinico metabolismo especifico del tumor, si
no que existen varios programas metabdlicos para apoyar la proliferacion de sus
células. La necesidad de producir ATP para la supervivencia de todas las células, y la
capacidad de convertir nutrientes en biomasa es crucial en los tumores, por lo que
resulta de interés atacar los procesos biosintéticos en las células cancerosas como

una estrategia para mejorar la terapia contra el cancer [11].

Desarrollo de metastasis

Una metastasis es el resultado del crecimiento secundario de un tumor, es decir, se
produce en un 6rgano o tejido diferente al del tumor primario y esta formada por el
mismo tipo de células que las del tumor que le dio origen. El proceso de desarrollo
de metastasis consta de multiples etapas secuenciales e interrelacionadas durante
las cuales las células malignas se desprenden del tumor primario y migran e invaden
organos cercanos o distantes. Este proceso recibe el nombre de cascada metastasica
(Figura 2), el cual comienza con la pérdida de adhesién de las células tumorales y su
migracion fuera del tumor primario e invasidon al tejido circundante. La transicion
epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso normalmente involucrado en la
embriogénesis, morfogénesis tisular y sanacion de heridas, donde las células

epiteliales sufren modificaciones en su forma y reprograman la expresion génica de
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modo que adquieren movilidad y un fenotipo invasivo. Todas estas caracteristicas
lo transforman en un proceso clave en la cascada de invasidon-metastasis, ya que
mediante la EMT las células epiteliales transformadas adquieren las capacidades de

invadir, resistir a la apoptosis y diseminarse [12].

TUMOR

PRIMARIO NICHO

SECUNDARIO O
METASTASICO

!_ 1

Invasion
o ¥

Extravasacion

Arresto en un
érgano distante

Supervivencia
y diseminacién

Figura 2: Cascada metastasica. Las metastasis se producen a través de una serie de pasos en que las
células tumorales abandonan el sitio original del tumor y se transportan a otras partes del cuerpo a
través de la circulacién sanguinea o linfatica. Creado con BioRender.com

Durante el proceso de metastasis, las células tumorales ingresan al torrente
sanguineo o a la circulacién linfatica, con lo que logran diseminarse por todo el
cuerpo. A partir de aqui, tienen que sobrevivir a duras condiciones en el torrente
sanguineo y hacer frente, entre otras cosas, a la vigilancia inmunolégica. En un sitio
secundario, las células tumorales se adhieren al endotelio de un nuevo érgano,
extravasan y migran al nuevo tejido. Al llegar al "nicho secundario o metastasico”,
ingresan en un estado celular latente como células tumorales diseminadas
individuales o como micrometastasis multicelulares que al comenzar a proliferar
forman las metdastasis macroscopicas. A pesar de que solo el 0,01% de las células
tumorales que ingresan a la circulacion sistémica logran completar todos estos
pasos, el desarrollo de metastasis es la causa de mas del 90% de las muertes
asociadas al cancer [13], por lo que resulta fundamental desarrollar tratamientos
que no solo batallen contra el tumor primario, sino que también sean capaces de

combatir el desarrollo de metastasis.
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Las etapas de la cascada metastasica son las mismas para todo tipo de tumor, pero
se sabe que diferentes tipos de tumores pueden formar metastasis en los mismos
tejidos o en otros diferentes. Se ha visto que algunos tumores tienen un espectro
mas restringido de 6rganos diana que otros, lo que se conoce como organotropismo
metastasico. Esto puede deberse a que el microambiente del huésped y el proceso
de adaptacidon que experimentan las células tumorales invasoras juegan un papel
importante en la extravasacion y colonizacion de sitios especificos [14]. Por ejemplo,
los tumores de mama y pulmoén presentan un esquema similar de 6rganos donde
desarrollan metastasis como hueso, pulmoén, higado y cerebro, a pesar de que la
cinética de metastasis difiere entre estos dos tipos de tumores, ya que el cancer de
pulmén establece micrometastasis mucho mas rapido que el cancer de mama. Por
otra parte, las metastasis de tumores de prostata se limitan en gran parte al hueso y
las metdastasis de pancreas y colon es comun encontrarlas en higado o pulmones

[15].

CANCER DE MAMA

Segun las estimaciones del Observatorio Global de Cancer de la OMS para 2018, el
cancer de mama es el de mayor magnitud en cuanto a ocurrencia en nuestro pais:
con un volumen de mas de 21.000 casos al afio, representa el 17% de todos los
tumores malignos y casi un tercio de los canceres femeninos. El cancer de mama
afecta mayoritariamente a mujeres de entre 45 y 70 afios de edad; también afecta a
los hombres, pero en forma menos frecuente. Mas del 75% de las mujeres con cancer
de mama no tienen antecedentes familiares de dicha enfermedad por lo que la

deteccion temprana es fundamental para aumentar las probabilidades de curacién

[2].

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama, entre los
que se incluyen edad, raza, edad de la menarca, edad del primer parto y
antecedentes de familiares directos con cancer de mama. Dentro de las mutaciones
genéticas encontradas en mujeres con cancer de mama las mas comunes ocurren en
genes de alta penetrancia como p53, PTEN, BCRA1y BRCAZ. Las mutaciones en

estos ultimos dos confieren un riesgo de por vida de entre el 60 y 80% de desarrollo
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de cancer de mama y estan asociadas con otras neoplasias malignas, como cancer de

ovario [16, 17].

Se considera al cancer de mama como una enfermedad heterogénea, ya que no todos
los tumores de mama tienen un comportamiento biolégico similar debido a que las
pacientes tienden a tener diferentes respuestas a las terapias y resultados clinicos
variables a pesar de haber sido diagnosticadas en el mismo estadio tumoral. La
clasificacion del cancer de mama involucra la evaluacién de criterios histologicos,
basados en la morfologia y en su analisis inmunohistoquimico. Estos analisis
permiten identificar cada subtipo tumoral a partir de la muestra histoldgica
obtenida en la biopsia (Tabla I). Los marcadores analizados de rutina son: el
receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR), el receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el indice de proliferaciéon indicado por

Ki67 [18].

Subtipo molecular de tumor de mama

Luminal A Luminal B (15%) HER2 Triple negativo
(50%) HER2- HER2+ sobreexpresado (12-17%)
(15-30%)
ER+ ER+ ER+ ER- ER-
PR+ PR bajo PR+ PR- PR-
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-
Ki67 bajo Ki67 alto Ki67 intermedio Ki67 alto Ki67 alto

Tabla I: Clasificacion molecular de los tumores de mama de acuerdo a los marcadores
inmunohistoquimicos analizados en las biopsias. A continuacién de cada nombre se indica entre
paréntesis la incidencia promedio para cada subtipo tumoral. Adaptado de [18].

Los subtipos luminales son aquellos que expresan receptores hormonales, se
subclasifican a su vez, segun el estado de HER2 y su tasa de proliferacion, en luminal
Ay luminal B. Los tumores luminales A son mas frecuentes que los luminales B, pero
menos agresivos y responden mejor a la terapia enddcrina. Los tumores que
sobreexpresan HER2 y no expresan receptores hormonales, suelen asociarse con
malos resultados clinicos, pero a su vez la sobre-expresion de HER2 predice
respuestas terapéuticas positivas a terapias dirigidas anti-HER2 (por ejemplo:

trastuzumab), la modalidad de tratamiento para este tipo de tumores consiste en
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combinaciones de farmacos dirigidos y quimioterapia citotdéxica [19]. El subtipo
llamado “triple negativo” (TNBC) se caracteriza por la ausencia de RE, RP y HER2.
Este tipo de tumores representa del 12-17% de los tumores de mama solamente,
pero es el responsable de un alto porcentaje de muertes debido a su agresividad. Se
caracteriza por tener un alto grado histologico y altas tasas de proliferacion (Ki67).
Suelen presentarse en mujeres jovenes, poseen un alto riesgo de recurrencia, son
extremadamente malignos y metastasicos. En general, el tratamiento del cancer de
mama puede incluir cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia con hormonas o
terapia dirigida. Debido a sus caracteristicas moleculares, las Uinicas opciones de
tratamiento disponible que poseen los pacientes con TNBC son la cirugia, la
quimioterapia, la radioterapia o combinaciones de estas, ya que no pueden recibir
terapias hormonales ni terapias dirigidas a blancos celulares. Por todo lo
mencionado anteriormente, los TNBC estan asociados a un prondstico muy pobre
[18, 20]. La exploracién de tratamientos para TNBC esta en constante evolucion.
Cabe destacar que, a pesar de la carencia de terapias dirigidas para TNBC,
actualmente se estan incluyendo pacientes en ensayos clinicos para investigar la

eficacia de la inmunoterapia en este tipo de tumor [21].

MODALIDADES TERAPEUTICAS

El creciente conocimiento de la biologia molecular y tumoral permite que en la
clinica se apliquen diferentes terapias contra el cancer, en forma individual o
combinada, con el fin de aumentar su potencial de accidon. En general, se puede
clasificar a los tratamientos utilizados en la terapia del cancer en dos grupos:
tratamientos localizados - cirugia y radioterapia - y tratamientos sistémicos -
quimioterapia, terapias dirigidas e inmunoterapia -. Luego del diagnéstico, los
tratamientos se seleccionan segun la etapa y estadio del tumor, su histologia y los
biomarcadores presentes. Lo importante es que la terapia elegida debe equilibrar
los beneficios terapéuticos con los dafios que pueda ocasionar el tratamiento debido
a sus efectos adversos [22, 23]. Las terapias dirigidas actian bloqueando vias o
proteinas que son requeridas para el crecimiento y mantenimiento tumoral, como
por ejemplo, la terapia hormonal o la inhibicién del desarrollo de nuevos vasos

sanguineos. La inmunoterapia, por su parte, controla el crecimiento y desarrollo de
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los tumores mediante la activacién de la respuesta inmune contra las células
malignas [24]. La quimioterapia, consiste en el uso de farmacos citotéxicos, la
mayoria de los cuales son agentes que dafian el ADN o inhiben la formacion de los

microtibulos y estan disefiados para matar células en rapida division [22].

La cirugia es la terapia local que se prefiere para el cancer de mama invasivo,
siempre que el tumor resulte operable. Muchas veces suele incluirse el uso de
quimioterapia neoadyuvante, es decir, quimioterapia previa a la cirugia, debido a
sus ventajas que incluyen cirugias mas exitosas y la posibilidad de medir la
respuesta temprana en el paciente al tratamiento sistémico [25]. Aun asi, muchos
pacientes experimentan el desarrollo de metastasis luego de la extirpacion del
tumor primario, confirmando el hecho de que la diseminaciéon de las células
tumorales en el organismo se estaba produciendo al momento del diagnoéstico o la
cirugia. Para evitar esto, suelen administrarse tratamientos posteriores a la cirugia,
lo que se conoce como terapia adyuvante. Por ejemplo, la radioterapia puede
indicarse para eliminar la enfermedad microscépica residual que puede permanecer
en la region donde se encontraba el tumor evitando asi futuras recidivas; o
quimioterapia cuyo objetivo serd erradicar las micrometastasis que se hayan
establecido y puedan convertirse en una enfermedad metastasica franca si no se
trata. La seleccion del tipo de terapias sistémicas adyuvantes dependera de la
estratificacion del riesgo del paciente. Suelen tenerse en cuenta el nimero de
ganglios linfaticos comprometidos, el tamafio del tumor primario y sus

caracteristicas moleculares [25, 26].

A pesar de la eficacia clinica que puede conseguirse con la quimioterapia, ésta
presenta grandes efectos toxicos. Al ser un tratamiento sistémico, se pueden ver
afectadas células sanas del organismo que se encuentran proliferando, como las
células progenitoras de los globulos blancos de la médula 6sea, los foliculos
capilares, y las células del sistema digestivo y aparato reproductor. La quimioterapia
implica el uso de farmacos citotoxicos en dosis cercanas a la “dosis maxima tolerada
por el organismo” (DMT) lo que requiere de periodos de descanso entre una
aplicacion y otra para permitirle al paciente recuperarse de los efectos toxicos

generados en el organismo. Estos periodos de descanso resultan contraproducentes
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para el tratamiento, ya que el tumor es una masa heterogénea de células, y los clones
especificos que adquirieron resistencia al firmaco quimioterapéutico pueden volver
a crecer, por lo que muchas veces la inhibicion del crecimiento del tumor inicial se
revierte hacia el crecimiento de tumores mas malignos. Este conjunto de efectos
adversos de la quimioterapia, que en ocasiones requiere la re-internacién del
paciente, junto con el alto costo de los medicamentos regularmente utilizados para
el tratamiento antitumoral, eleva los gastos publicos en salud asociados con la

terapia [27, 28].

A diferencia de la quimioterapia convencional utilizando DMT, Hanahan y
colaboradores, plantearon una nueva modalidad de tratamiento utilizando un
nuevo esquema de administraciéon de farmacos al cual denominaron quimioterapia
metronémica (QMT) [29]. La QMT hace referencia a la administracion frecuente y a
intervalos regulares de fairmacos quimioterapéuticos por debajo de la DMT, sin
necesidad de periodos de descanso prolongados ya que presenta poca o nula
toxicidad. En un principio, los efectos sobre la angiogénesis tumoral parecieron ser
el blanco principal de la QMT, pero luego se ha visto que presenta efectos
inmunoestimulantes ya que el efecto anti-inflamatorio de este tipo de terapia
estimula la respuesta inmune del paciente contra el tumor, por lo que en ultima
instancia termina por afectar a las células tumorales, sus progenitoras y el
microambiente tumoral [30, 31]. A pesar de no ser actualmente una terapia de
primera linea para el cancer de mama, la quimioterapia metronémica se posiciona
en pacientes pediatricos como una excelente opcidn dada su buena tolerabilidad y
baja toxicidad; lo que nos lleva a pensar que en un futuro esto podria trasladarse a

otros modelos tumorales.

REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

Actualmente, el tratamiento del cancer se basa en tecnologias costosas y complejas
y los tratamientos efectivos desarrollados recientemente no resultan accesibles a
los pacientes que viven en paises de medianos o bajos ingresos. Aun esta pendiente
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que se adapten a las restricciones
que se presentan en este tipo de paises. Otro punto importante a tener en cuenta, es

que a pesar de la eficacia clinica que pueda conseguirse, siguen sin poder atenuarse
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los efectos toxicos que acompafian al paciente durante el tratamiento, por lo que
existe la necesidad de desarrollar nuevas terapias que resulten efectivas, seguras y
accesibles para el tratamiento del cancer. Con respecto a esto, es posible combinar
un esquema de terapia metronomico (o crénico), con terapias dirigidas y el
reposicionamiento de firmacos para aumentar los resultados positivos y disminuir
la toxicidad del tratamiento manteniendo los bajos costos. Debido a esto, hace unos
afios se ha propuesto el término genérico “metronémica” (Del inglés: metronomics)
para englobar todos los tratamientos que combinan QTM y reposicionamiento de

farmacos [32].

El reposicionamiento de farmacos consiste en investigar nuevas indicaciones
terapéuticas de farmacos disefiados para tratar una dada enfermedad. La
reutilizaciéon de farmacos desempefia un papel importante en el descubrimiento de
medicamentos con actividad antitumoral junto con nuevos mecanismos de accion.
Debido a la heterogeneidad del cancer, los blancos terapéuticos para combatir el
avance de la enfermedad suelen ser diversos, por lo tanto, disponer de

medicamentos ya conocidos que interfieran con estos blancos resulta ventajoso

(Figura 3) [33].
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Figura 3: Blancos de accion de algunos firmacos en reposicionamiento. En las células tumorales
existen blancos para distintos farmacos que, si bien no resultan citotéxicos, su interacciéon con
distintas vias metabdlicas clave en las células cancerosas podria prevenir el crecimiento tumoral.
Creado con BioRender.com.
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Al contrario de lo que ocurre con el desarrollo de nuevos medicamentos, un proceso
altamente costoso y que requiere de muchos afios, el reposicionamiento de
medicamentos utiliza farmacos ya conocidos y utilizados en la clinica, por lo que
existe un conocimiento previo de su farmacodinamia, farmacocinética y toxicidad, a
la vez de que existen protocolos establecidos de dosificaciéon. Otra ventaja de esta
estrategia es que los farmacos en reposicionamiento se encuentran disponibles
como genéricos, es decir, se puede acceder a ellos a un costo considerablemente
menor al de los nuevos medicamentos oncolégicos, lo que abre nuevas
oportunidades para los pacientes de paises de medianos o bajos recursos.
Actualmente existe un proyecto llamado reposicionamiento de drogas en oncologia
(ReDO, del inglés Repurposing Drugs in Oncology) el cual se centra en el uso de
medicamentos que no son antitumorales como nuevas terapias contra el cancer [32,

34].

Los primeros ejemplos de reposicionamiento exitoso de medicamentos se
produjeron por casualidad, como el caso del acido acetilsalicilico, la talidomida o el
sildenafil. Por su parte, los estudios epidemioldgicos resultan ttiles a la hora de
relacionar la incidencia de tumorigénesis y la tasa de mortalidad de los pacientes
medicados con ciertos farmacos. Ademas, actualmente, el reposicionamiento de
medicamentos también hace uso de enfoques in silico para encontrar la relaciéon
entre enfermedades, medicamentos y blancos celulares para lograr predecir
mejores terapias. Se han descripto mas de 200 medicamentos que podrian
reposicionarse en distintos tipos de cancer, luego de haber mostrado efecto
antitumoral en estudios /n vitro, in vivo o en humanos y esta lista actualmente sigue
en aumento [34, 35]. Aun asi, es importante destacar que si bien esta estrategia
puede acortar el periodo de desarrollo en comparacién a los nuevos medicamentos
oncologicos, particularmente con respecto a los ensayos de toxicidad de fase
temprana, es importante poder demostrar la eficacia terapéutica en cualquier nueva

indicacion o esquema terapéutico que se les adjudique [36].

Las estrategias a seguir son variadas, en el proyecto ReDO se propone que
combinaciones de medicamentos reposicionados podrian tener un efecto

terapéutico significativo, con menor toxicidad y costo en comparacién con las
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terapias estandar. También, los medicamentos reposicionados podrian agregarse a
los protocolos existentes porque mejoran la eficacia clinica, ya sea por revertir la
resistencia a los medicamentos o al alterar un aspecto del microambiente tumoral
mejorando la biodisponibilidad del farmaco quimioterapéutico. Estas opciones
abren las puertas a la exploracion de un nuevo campo dentro del descubrimiento de

nuevas terapias para el cancer.

A continuacion, se describen en mayor detalle los farmacos en reposicionamiento

que se utilizaron en este estudio.

Metformina

Metformina (1,1-dimetilbiguanida; Met) es una biguanida que se usa ampliamente
en la clinica para tratar la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y el sindrome de ovario
poliquistico. Desde hace un tiempo, se viene estudiando la asociaciéon de Met con el
cancer dado que estudios epidemiol6gicos han mostrado que pacientes con DM2
diagnosticados con cancer, tienen un riesgo de mortalidad menor cuando estan
tratados con Met en comparacién con pacientes que reciben otros tratamientos [37].
En un estudio de meta-analisis se describe que Met puede reducir la incidencia de
cancer de higado, pancreas, colorrectal y mama, asi como reducir la mortalidad del
cancer de higado y cancer de mama [38]. En particular, se ha visto que pacientes
diabéticas con cadncer de mama que reciben Met y quimioterapia neoadyuvante
estdndar presentan una tasa de respuesta mas alta al tratamiento oncolégico que

pacientes diabéticas no recibiendo Met [39].

Existen numerosos estudios en los que se demuestra la inhibicién de la proliferaciéon
de las células tumorales por parte de Met. Actualmente la evidencia demuestra que

el efecto antitumoral de Met estaria ejerciéndose por dos vias diferentes (Figura 4):

La via insulina/IGF-1 (I/IGF): La via [/IGF promueve la mitosis e inhibe la apoptosis
favoreciendo el desarrollo tumoral. Met reduce los niveles de insulina en sangre al
aumentar la sensibilidad del tejido circundante a la insulina e inhibir la absorcién
de glucosa por parte de las células intestinales, como consecuencia, se inactiva la via
de sefalizacion [/IGF corriente abajo (PI3K/Akt/mTOR) para inhibir la

proliferacién celular [40].
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La via AMPK: La proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) es un sensor
energético en la célula que se activa debido a un aumento en la relacion AMP/ATP.
El blanco de Met es el complejo I de la cadena respiratoria, lo que lleva a una
reduccion de la fosforilacion oxidativa resultando en una reduccion del ATP celular
y la activacién de AMPK que inhibe la fosforilacion de mTOR y la proteina quinasa
S6 ribosémica corriente abajo (p70S6K) y proteinas de union a elF4E (4E-BP1), los
cuales cumplen importantes funciones en la regulacion del inicio de la traduccion

[40, 41].
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Figura 4: Mecanismo de accién propuesto para metformina en células tumorales. (A) Reduccién del
nivel de insulina en sangre e inactivacién de la via de sefalizacién [/IGF. (B) Activaciéon de AMPK e
inhibicion de la via mTOR. Adaptado de [40] y creado con BioRender.com.

También se ha descrito en la bibliografia que Met podria tener efectos inhibitorios
sobre las células madre del cancer (CSC), las cuales se han asociado con el desarrollo
de metastasis, resistencia a los medicamentos y recaidas. Existen estudios en
distintos modelos de cancer, que incluyen mama, pancreas, prdstata y colon, donde
se demuestra que el efecto de Met sobre las CSC se da a través de la inhibicién de
vias especificas involucradas en la diferenciaciéon celular, auto-renovacion,

metdastasis y metabolismo [42].
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Propranolol

Propranolol (Prop) es un agente [-bloqueante no selectivo que presenta
propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias; es ampliamente utilizado para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, migrafia y trastornos de ansiedad
[43]. El sistema 3-adrenérgico esta compuesto por los receptores adrenérgicos y las
catecolaminas, moléculas neuroefectoras liberadas por el sistema nervioso
simpatico (norepinefrina) y las glandulas suprarrenales (epinefrina) para regular la
funcion de varios sistemas de 6rganos y mediar la respuesta frente al estrés. Se
conocen 3 tipos de receptores [3-adrenérgicos: 1, B2 y 3. Prop bloquea de forma
no selectiva los receptores de tipo $1 y B2 que se encuentran distribuidos en
distintos tejidos del organismo, incluidos los tumores. Se ha sugerido que las
catecolaminas exhiben una funcién promotora de tumores y que el uso de (-
bloqueantes resulta eficaz contra tumores de mama, melanoma, ovario, préstata,
colon, pancreas, entre otros [44, 45]. Prop es un medicamento altamente efectivo y
seguro para tratar hemangiomas en nifios debido a su accién sobre la
vasoconstriccion, inhibiciéon de la angiogénesis e inducciéon de apoptosis [46]. El
mecanismo de accién para este tipo de tumores esta bien caracterizado (Figura 5),
y se cree que el mismo mecanismo podria estar llevandose a cabo en otro tipo de
células tumorales. Analisis retrospectivos correlacionaron el uso de Prop con una
disminucién de la proliferaciéon tumoral en cancer de mama tanto en fase temprana
como en fase tardia [47] y en particular, para TNBC se asoci6 el uso de 3-bloqueantes
con una mejor supervivencia libre de recurrencia y un menor riesgo de metastasis

[48].
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Figura 5: Mecanismo de accién propuesto para propranolol en células tumorales. La unién de las
catecolaminas a su receptor, dispara la sintesis de factores de crecimiento, factores proangiogénicos
y factores asociados al desarrollo de metastasis. Prop puede bloquear estos procesos bioldgicos
fundamentales subyacentes a la progresién de los tumores. Adaptado de [45, 46] y creado con
BioRender.com.

Los receptores B-adrenérgicos son receptores asociados a proteinas G, que cuando
son estimulados por sus ligandos, activan la sintesis de AMPc y la fosforilacion de la
proteina quinasa A. Esta quinasa interviene en multiples rutas de sefializacién
mediante la posterior fosforilacién de otras proteinas como la activacién de la via
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K que estd involucrada en la produccion del factor inducible
por hipoxia la (HIF-1a) el cual, a su vez estimula la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). También se ha visto que las catecolaminas
pueden inducir la expresion de VEGF, metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMP), en particular las isoformas 2 y 9, involucradas en el desarrollo de metastasis,
y otros factores de crecimiento a través de la activacion de Src en forma
independiente de HIF-1a. Src es un mediador que también puede activar la cascada
de sefalizacion ERK/MAPK que controla multiples genes implicados en la
proliferacion y supervivencia celular. Ademas Src seria un inhibidor de la cascada
de sefializacion de caspasas responsables de la muerte celular programada [45, 46].
La administraciéon de un antagonista de los receptores (3-adrenérgicos como Prop,
podria detener la sintesis de los factores mencionados reduciendo el desarrollo de

tumores primarios y metastasis.
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Cloroquina

Cloroquina (CQ) es un farmaco perteneciente al grupo de las 4-aminoquinolinas
que se ha utilizado durante mas de 70 afnos para prevenir o tratar infecciones de
malaria y, mas tarde, dado su efecto antiinflamatorio y que se tolera muy bien en
personas, comenz6 a utilizarse para tratar enfermedades como el lupus eritematoso
y la artritis reumatoide. Existen estudios preclinicos en cancer en los que se ha
demostrado la eficacia de CQ como monoterapia o como agente adyuvante para
aumentar la eficiencia y limitar la resistencia a los medicamentos de la
quimioterapia estandar [49]. En un estudio clinico en fase I se determin6 que CQ
combinada con gemcitabina, un agente quimioterapéutico, fue bien tolerada y
mostro efectos alentadores en el tratamiento del cancer de pancreas metastasico o
irresecable [50]. Se han descrito diversos mecanismos, tanto directos como
indirectos, por los cuales CQ podria afectar a las células tumorales: potenciar la
toxicidad de los tratamientos contra el cancer al desencadenar la muerte celular,
inhibir la autofagia, evitar la resistencia a fArmacos, mejorar la penetracién del

farmaco o intercalarse en el ADN [51].

La autofagia es una via intracelular muy importante para la degradacién y reciclaje
de proteinas y organelas, que normalmente ocurre a niveles basales bajos para
mantener la homeostasis celular (Figura 6). Las células tumorales pueden sobrevivir
en entornos desfavorables (hipoxia, acidez) para las células normales, por lo que la
autofagia constituye una fuente de energia para las células tumorales en estas

condiciones desfavorables y se cree que tendria un papel promotor del cancer [52].
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Figura 6: Cloroquina inhibe la autofagia celular evitando el reciclaje de aminodacidos, azicares, acidos
grasos y otros precursores estructurales y fuente de energia para la célula. Adaptado de [53] y creado
con BioRender.com.

Brevemente, el proceso de autofagia comienza con una membrana de aislamiento
que encierra una pequeia porcion del citoplasma con los materiales solubles y los
organulos a reciclar, para formar el autofagosoma. El autofagosoma se fusiona con
el lisosoma para convertirse en un autolisosoma y degradar los materiales que
contiene con sus enzimas hidroliticas. Los productos resultantes de la degradacién
pueden reutilizarse con diferentes propoésitos, como las sintesis de nuevas
proteinas, produccion de energia, etc. Cuando CQ ingresa al lisosoma, se protona
debido al bajo pH dentro del mismo. La acumulacion de la forma protonada de CQ
disminuye la acidez y conduce a una disminucion de la funcion lisosémica. Con esto,
se detiene el ultimo paso de la autofagia, la degradacion del autolisosoma, lo que
resulta en la falta de suministro de energia a través de esta via. Debido a que la
autofagia parece contribuir a promover el cancer, se cree que CQ puede sensibilizar

las células tumorales mediante la inhibicién de este proceso [52, 53].

Dehidroepiandrosterona

Dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroide producida en las
glandulas suprarrenales, la mas abundante en circulacién en humanos, que es
precursora de hormonas sexuales como testosterona y estrégeno. Los niveles de
DHEA alcanzan su punto maximo a los veinte afios y a partir de alli comienzan a
disminuir gradualmente con la edad. A partir de esto, se ha relacionado la
disminucién de esta hormona con trastornos de salud relacionados con la edad,

como cancer, diabetes, arteriosclerosis y osteoporosis [54].
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Los datos epidemioldgicos en hombres y mujeres no son concluyentes; algunos
estudios indican que la disminucidn relacionada con la edad en los niveles de DHEA
protegen contra la apariciéon de tumores sensibles a hormonas, como prdéstata y
mama, mientras que otros estudios revelan que los niveles séricos elevados de
DHEA estan asociados con una disminucién de las tasas de cancer, lo que sugeriria
un efecto protector por parte de esta hormona [55]. Esto se cree que puede deberse
a que DHEA puede inhibir la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual
participa en la via de las pentosas fosfato, una ruta metabélica de la cual se obtiene
poder reductor en forma de NADPH citosélico y que la célula utiliza como coenzima
en el metabolismo anabdlico (Figura 3). Un estudio con ratones transgénicos que
desarrollan lesiones mamarias revelé6 que DHEA podria inhibir la progresion
tumoral pero no el inicio ya que los efectos inhibitorios de esta hormona se vieron
luego del desarrollo de las lesiones pre-invasivas [56]. Todos estos datos, ponen de
manifiesto la necesidad de realizar nuevas investigaciones de laboratorio y
traslacionales que permitan definir los mecanismos de accion, eficacia y seguridad

de la DHEA.

Orlistat

Orlistat (Orl) es un medicamento indicado para tratar la obesidad e inducir la
pérdida de peso corporal en pacientes diabéticos, debido a que es un inhibidor
irreversible de las lipasas pancreaticas y gastricas por lo que previene la absorcion
de acidos grasos libres derivados de la dieta. Las células tumorales catabolizan la
glucosa a una velocidad que excede a la de las células normales. Una de las causas
de este comportamiento es que sintetizan de novo sus acidos grasos, por esto,
sobreexpresan la proteina acido graso sintasa (FASN) que se encarga de catalizar la
conversién de los carbohidratos obtenidos de la dieta en acidos grasos [57]. Se ha
comprobado que FASN se encuentra sobre-expresada en varios tipos tumorales,
entre los que se incluyen préstata, mama, pulmon, ovario, vejiga y melanoma; esta
sobre-expresién suele asociarse con un mal pronoéstico. Orl es un inhibidor
irreversible de FASN, por lo que podria tener efectos antitumorales (Figura 3) [58].
Debido a esto, se ha estudiado la accién antitumoral de Orl en diferentes modelos
tumorales. Por ejemplo, 1a adicidn de Orl a cisplatino para tratar tumores de ovario

resistentes en modelos xenograficos en ratones, ha demostrado aumentar la eficacia
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del tratamiento disminuyendo la proliferacién tumoral e induciendo apoptosis [59].
Ademas, se han realizado estudios in vitrodonde se logré desarrollar nanoparticulas
portadoras de Orl para aumentar la biodisponibilidad de este farmaco y probar su
eficacia en el tratamiento de TNBC, demostrando una reduccidn en la proliferacion

celular y aumento de la apoptosis [60].

Doxiciclina

Doxicilina (Doxi) es un antibidtico semisintético perteneciente a la familia de las
tetraciclinas utilizado desde mediados del siglo XX. El blanco de este antibidtico es
la sintesis de los ribosomas y proteinas en bacterias, lo que resulta en la prevencion
de la unién del aminoacil ARN-t a la subunidad ribosémica 30S. La subunidad
ribosémica bacteriana 30S es homologa a la subunidad ribosémica mitocondrial 28S
en células de mamifero, por lo que se cree que el efecto antitumoral de Doxi estaria
dado por la inhibicién en la sintesis de proteinas del metabolismo mitocondrial
(Figura 3) [61]. Ademas, por estudios proteémicos cuantitativos se determiné que
Doxi afecta la ADN-PK, la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente
de ADN, necesaria para el funcionamiento del sistema de reparaciéon del ADN, un
mecanismo que permite mantener la integridad y el nimero de copias del ADN
mitocondrial otorgando resistencia a la radiacién y a la quimioterapia en células
tumorales [62]. Se ha demostrado que Doxi puede inhibir la proliferacion de células
de cancer de mama y la autorrenovacion de las células madre del cancer, ademas
altera la migracion de las células tumorales afectando la EMT y la expresiéon de
MMPs [63]. Doxi tiene un buen perfil de seguridad cuando se usa durante mucho
tiempo, es bien tolerada en humanos y se absorbe practicamente por completo luego
de la administracidn oral [61]. Es por ello que vale la pena el estudio de este farmaco

como potencial antitumoral.

Albendazol - Ricobendazol

Albendazol (ABZ) y ricobendazol (RBZ) son antihelminticos pertenecientes a la
familia de los benzimidazoles. La actividad farmacolégica de estos farmacos se
centra en la inhibicién de la polimerizaciéon de la tubulina y el bloqueo de la
captacion de glucosa en las etapas larval y adulta de los parasitos [64]. La formacién

de microtubulos, que depende de la correcta polimerizacion de la tubulina, esta
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intimamente relacionada con la division celular, por lo que su inhibicién por parte
del ABZ resulta interesante de evaluar como tratamiento para el cancer (Figura 3).
Se ha demostrado que ABZ presentd actividad antitumoral en lineas celulares de
cancer gastrico mediante la interrupcion del ciclo celular debido a interferir con la

formacién y funcion de los microtubulos induciendo apoptosis [65].

A pesar de su eficacia clinica, la utilidad de ABZ se ve comprometida por su baja
biodisponibiliadad oral. La tecnologia farmacéutica ha desarrollado varias
estrategias para superar las limitaciones de solubilidad y absorciéon de
medicamentos insolubles, como formulaciones micelares, sistemas nano y
microestructurados, y complejos de inclusion de ciclodextrinas (CDs). El uso de
complejos de inclusién de ABZ con hidroxipropil-p-CD en un modelo in vivo de
cancer colorrectal, demostré una mejora significativa en la solubilidad y eficacia
antitumoral de ABZ indicando que este tipo de formulaciones resultarian

prometedoras como nuevas indicaciones terapéuticas para el cancer [66].
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OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion en forma crénica, de firmacos en
reposicionamiento (metformina, propranolol, cloroquina, DHEA, orlistat,
doxiciclina, albendazol) tanto en terapia individual como combinada de a pares,
sobre distintos modelos tumorales in vitro e in vivo, analizando los mecanismos

responsables de los efectos observados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

in vitro

-> Evaluar las respuestas celulares de proliferacidn, apoptosis y migracion e
invasioén de lineas derivadas de cancer de mama a tratamientos con firmacos
en reposicionamiento.

= Caracterizar el estado de las vias de sefializaciéon celular implicadas en

respuestas proliferativas/apoptoticas.

in vivo

=> Evaluar el efecto de estos farmacos en terapia individual y conjunta con bajas
dosis, administradas de modo regular, sobre el crecimiento de los tumores
primarios M-406, 4T1 y M-234p, analizando el grado de proliferacion,
apoptosis y vascularizacion.

=> Analizar el efecto de los tratamientos sobre la respuesta inmune y el
contenido de células madre tumorales.

- Explorar el impacto de estas modalidades de tratamiento sobre el desarrollo

de metastasis.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La administracién créonica de farmacos en reposicionamiento como metformina,
propranolol], cloroquina, DHEA, orlistat, doxiciclina y albendazol en terapia
individual, o combinada de a pares, sobre distintos modelos tumorales in vitroe in
vivo, es efectiva para el tratamiento de tumores de mama, sin toxicidad asociada ya
que afecta el metabolismo de la célula tumoral modificando pardmetros que alteran

el desarrollo del tumor primario y metastasis.
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MATERIALES Y METODOS

ENSAYOS in vitro

Farmacos

Metformina (clorhidrato de metformina; Sigma-Aldrich): se disolvid en agua
destilada y se conservé a -20°C.

Propranolol (clorhidrato de propranolol; Sigma-Aldrich): se disolvié en 5% DMSO y
agua destilada y se conservé a -20°C.

Cloroquina (sal bifosfato; Sigma-Aldrich): se disolvio en agua destilada y se conservo
a 4°C.

DHEA (dehidroepiandrosterona; Laboratorios Bagd): se disolvié en etanol y se
conservé a -20°C.

Orlistat (Frugal, Laboratorios Bago): se solubilizé en etanol y conservo a -20°C hasta
su utilizacion.

Doxiciclina (monohidrato de doxiciclina; Lafedar, Argentina): se solubiliz6 en agua
destilada y se conservé a -20°C.

Albendazol (Parafarm): se disolvié en DMSO y soluciéon tamponada con fosfato
(PBS), se conservo a 4°C.

Doxorrubicina (Tuteur): se disolvié en agua destilada y se conservé a -20°C. Se
utilizé como control positivo en ensayos de crecimiento celular 7n vitro.

C-B-CD (citrato B-ciclodextrina): Las CDs son oligosacaridos ciclicos que forman una
estructura con una cavidad interna hidrofébica y una superficie externa con afinidad
hidrofilica. La C-B-CD fue sintetizada en el area de tecnologia farmacéutica de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR, como se describi6

previamente [67].

Todos los farmacos que se utilizaron en ensayos in vitro fueron preparados en la
concentracion final deseada en medio de cultivo completo, las diluciones utilizadas
fueron tales que las concentraciones de DMSO y etanol no excedieron el 0,1%. En los
ensayos in vivo los farmacos fueron preparados en el agua de bebida en la

concentracion final deseada.
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Cultivo de lineas celulares y células derivadas de tumor

4T1: Linea celular originalmente aislada de tumores de mama espontaneos, triple
negativos, desarrollados en ratones BALB/c. Estas células pueden ser implantadas
en ratones inmunocompetentes mostrando crecimiento rapido y siendo altamente
metastasicas, contando ademas con contrapartes no-metastasicas aisladas del
mismo tumor original [68]. Las células 4T1-GFP fueron amablemente
proporcionadas por el grupo de trabajo del Dr. Javier Girardini.

MDA-MB-231: Linea celular proveniente de un adenocarcinoma de mama humano
triple negativo con mutacion en p53, KRASY BRAF. Esta linea es capaz de formar
adenocarcinomas poco diferenciados en ratones BALB/c atimicos [69].

M-406 y M-234p: Células derivadas de tumores espontaneos surgidos en el Bioterio
del Instituto de Genética Experimental en ratones CBi y BALB/c, respectivamente.
Representan adenocarcinomas mamarios, triple negativos, moderadamente
diferenciados [70], que muestran un patrén mixto y desarrollan metdastasis
pulmonares. Se mantienen in vivo por trasplantes seriados intraperitoneales (M-
406) y subcutaneos (M-234p) en ratones singeneicos [71].

MDCK (Madin Darby Canine Kidney): Linea celular obtenida del rifnén normal de una

hembra adulta de Coker Spaniel en 1958 por SH Madin Darby y NB [72].

Todas las células fueron mantenidas mediante técnicas estandares de cultivo celular
en medio RPMI o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) segun
correspondiera, suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB), los antibidticos
penicilina (10 U/ml) y estreptomicina (10 ug/ml), y L-glutamina (200mM) en el

caso de medio DMEM (medios completos).

Ensayo de proliferacion

Para determinar el efecto de los farmacos en estudio sobre el crecimiento de las
células tumorales se realiz6 un ensayo de reduccion de sales de tetrazolio. En placas
de 96 pocillos se sembraron 5x103 células 4T1 por pocillo y se cultivaron en medio
RPMI suplementado con 10% de SFB a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2 durante
8 h. Transcurrido este tiempo se renovd el medio de cultivo y se crecieron las células
en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de los farmacos por

triplicado, en modo individual (Tabla II) y combinado.
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Farmaco Concentraciones usadas

Metformina 0-10 mM
Propranolol 0-10uM
Cloroquina 0-10 uM
DHEA 0-100 uM
Orlistat 0-100uM
Doxiciclina 0-10 uM
Albendazol 0-5uM
Ricobendazol 0-100 uM

Tabla II: Rango de concentraciones individuales probadas en los ensayos de proliferacién celular.

Tras 36 h de incubacidn, se agreg6 a cada pocillo 10 pl del reactivo WST-1 (Roche).
Luego de incubar entre 20 y 60 min a 37°C, dependiendo del tipo celular, se procedi6
a leer absorbancia (Abs) con un espectrofotémetro (Rayto RT-2100C Microplate
Reader) a 450 nm, utilizando como referencia la medida de absorbancia a 630 nm.
En el caso de las células MDA-MB-231 y MDCK se procedié de igual modo,

cultivandolas en medio DMEM completo.

Las células M-406 y M-234p, se prepararon a partir de tumores de mama de ratones
mediante disgregaciéon mecanica. El contenido celular de las suspensiones fue
analizado por contaje de células viables tras tincion con el colorante Azul Tripan
(Sigma) en camara de Neubauer. Posteriormente se sembraron 5x104 células por

pocillo en medio RPMI completo y se procedié del modo descrito anteriormente.

En todos los casos, los resultados se expresan como la media + error estandar (EE)

de, al menos, tres experimentos independientes.

Calculo de IC50

Para realizar el calculo de IC50 de Met, Prop y CQ para cada linea celular, se procedié
de forma similar a la descrita en los ensayos de proliferacion, ampliando el rango de
dosis utilizadas. Las células fueron incubadas en presencia de los fairmacos durante
un periodo equivalente a un tiempo de duplicacion celular. Posteriormente, se

procedi6 del modo descrito en el apartado anterior.

Para estimar la IC50 de los farmacos en estudio, administrados en esquema

continuo, las lineas celulares fueron sembradas en placas de 24 pocillos (103 células
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por pocillo). Tras 8 h de incubacidn se cambi6 el medio de cultivo y se incubaron las
células en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de Met, Prop y CQ
durante 144 h (6 dias), renovandose el medio de cultivo cada dia. Transcurrido este
plazo se agregaron 30 pul de reactivo WST-1 para estimar la proliferacion celular tal
como se ha descrito previamente. En todos los casos los valores de IC50 se

obtuvieron con el software online ED50plus (v1.0).

Para los analisis de sinergismo, se procedi6 del modo descrito anteriormente,
estimandose la IC50 de un farmaco en presencia de distintas concentraciones del
otro (por debajo de su IC50) y viceversa. Los valores obtenidos permitieron
construir un isobolograma para evaluar el posible efecto sinérgico de las

combinaciones.

Ensayo de clonogenicidad

Paralelamente, se evalué la capacidad de las células tumorales de formar colonias.
Para tal fin, se sembraron 500 células por pocillo de las lineas 4T1 o MDA-MB-231y
se incubaron en placas de 6 pocillos, en medio completo, durante 6-8 dias, en
presencia y ausencia de los tratamientos, renovandose el medio de cultivo cada vez
que fue necesario. Bajo el microscopio éptico invertido (CK Olympus Tokio) se
tomaron fotografias de los clones a distintos tiempos (5 campos por pocillo, 10X) y
se analiz6 el didmetro de las colonias formadas con el software Image]. Las colonias
formadas se lavaron con PBS, se fijaron con formol tamponado al 10% y luego se
tiferon con colorante Giemsa (Biopur; solucion 10% en agua destilada) para
facilitar su visualizacién y cuantificacién. En todos los casos los experimentos se

realizaron por triplicado y se expresan como media + EE.

Determinacion de apoptosis

Para evaluar el grado de apoptosis inducido por los tratamientos individuales y
combinados se incubaron las células hasta alcanzar un 70% de confluencia en placas
de 6 pocillos en presencia y ausencia de los farmacos en estudio. Las células se
tripsinizaron (Tripsina-EDTA 0,25%; Gibco), se centrifugaron 5 min a 1500 rpm, se
resuspendieron y se lavaron 2 veces con tampo6n PBS. Luego, se lavaron con Buffer
Anexina (Inmunostep; 10 mM Hepes/NaOH (pH 7,4), 140 mM NaCl, 2,5 mM CacClz)

y se tifieron con 5 pl de Anexina V-FITC (Immunotools) y 5 pl de ioduro de propidio
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(IP, Inmunostep). Se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15
min. Pasado el periodo de incubacion se adicionaron 400 pl de Buffer Anexina y se
determin6é la presencia y porcentaje de poblaciones apoptoticas mediante
citometria de flujo (Becton Dickinson FACS Aria II) adquiriéndose 20000 eventos
para cada muestra. Los resultados se analizaron con el software FlowJo y se

expresan como la media + EE de tres experimentos independientes.

Analisis del metabolismo celular en tiempo real

Estos ensayos se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciéon en Oncologia
Biolégica y Oncofarmacologia de la Universidad de Aix-Marsella, Francia, en el

laboratorio de la Dra. Manon Carré.

Los analisis metabolicos multiparamétricos de células intactas se realizaron en el
analizador de flujo extracelular Seahorse XF24 (Seahorse Bioscience, Billerica). Se
sembraron células 4T1 en placas de 24 pocillos XF24 V7 (1,5x10% células/pocillo) y
se incubaron durante la noche (ON) a 37°C en CO2z al 5%. A continuacion, las células

se trataron con Met y/o Prop durante 4, 24 o0 48 h antes del ensayo.

Para medir la actividad mitocondrial celular, se utiliz6 medio de cultivo DMEM
suplementado con glucosa 10 mM. La tasa de consumo de oxigeno (OCR) se analiz6
en estas condiciones basales y tras inyecciones secuenciales de oligomicina
(inhibidor de la ATP sintasa, 1 uM), FCCP (desacoplante de la cadena de transporte
de electrones, 1 uM) y antimicina A / rotenona (inhibidores especificos de la cadena
respiratoria mitocondrial, 0,5 pM). Para medir la actividad glucolitica, el medio de
cultivo celular se reemplazé durante 1 h con DMEM minimo (glucosa 0 mM)
suplementado con glutamina 2 mM y piruvato de sodio 1 mM, pH 7,4. La tasa de
acidificacion extracelular (ECAR) se midi6 después de inyecciones secuenciales de
glucosa (10 mM), oligomicina (1 uM) y 2-desoxiglucosa (inhibidor de la glucélisis,
100 mM). Para normalizar los datos de OCR y ECAR al niumero de células, se
sembraron y trataron simultaneamente células 4T1 en una segunda placa de
pocillos multiples. Las células se fijaron con glutaraldehido al 1%, se tifieron con
cristal violeta al 0,1% (en metanol al 20%), que se solubiliz6 en DMSO para ser

analizados con un espectrofotémetro de microplacas.
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Ensayo de migracion

Para evaluar la capacidad de migracion de las células tumorales, se llevaron a cabo
ensayos de cierre de herida en placa. En placas de 6 pocillos, se sembraron células
hasta alcanzar la subconfluencia, se quit6 el medio de cultivo y se realizé una cicatriz
lineal con un tip amarillo (tiempo 0). Los pocillos se lavaron con PBS para eliminar
los restos de células sueltas y se adicion6 medio reducido en suero con los
tratamientos. Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2
durante un tiempo no mayor al tiempo de duplicacion celular correspondiente para
cada linea y en condiciones no proliferativas (0,1% SFB). Se tomaron fotografias a
diferentes tiempos de, al menos, tres campos representativos por pocillo con un
aumento de 10X. El area de la herida fue analizada con el software Image] y se
calcul6 el area bajo la curva. Los resultados se expresaron como la media de tres

experimentos independientes + EE.

Ensayo de invasion en matrigel

Se realizaron ensayos de invasion celular en matrigel (Becton-Dickinson) utilizando
placas con cdmaras de invasiéon de policarbonato (Corning). Se colocaron
delicadamente 100 pl de matrigel frio diluido en medio de cultivo sin SFB (2 mg/ml)
en la camara superior. Se incub6 a 37°C durante 4 h para permitir la gelificacion del
matrigel. Células 4T1 y MDA-MB-231 se tripsinizaron y se lavaron con medio de
cultivo suplementado con 1% de SFB. Se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm y
se resuspendieron en medio de cultivo conteniendo 1% de SFB. En la camara
superior de cada pocillo se sembraron 0,8x106 células por pocillo en 100 pl de medio
de cultivo suplementado con 1% de SFB en presencia o ausencia de los tratamientos.
En la camara inferior se agregaron 600 pl de medio completo (suplementado con
10% de SFB) conteniendo los tratamientos. El SFB actué como atractante para las
células. Se incubd la placa a 37°C en una atmésfera de 5% de CO2 durante 24 h. Luego
se quité el medio de cultivo de ambas camaras y se pasé un hisopo de algodén en la
parte superior para quitar excesos de células no invasoras. Se fijaron las células con
formol tamponado al 10% durante 10 min, se lavaron con PBS y se tifieron en la
parte inferior con colorante Giemsa (Biopur; solucion 10% en agua destilada)
durante 5-10 min en agitacion. Las camaras se volvieron a lavar con abundante agua

destilada y se extrajo la membrana para visualizar las células bajo el microscopio.
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Se cuantificaron 4 campos por pocillo con un aumento 40X. Los resultados se

expresan como mediana y rango de tres experimentos independientes.

Western blot

Células 4T1 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos hasta alcanzar el 70% de
confluencia, luego se trataron con Met 5 mM y Prop 5 pM durante 24h para las
determinaciones de marcadores de EMT. Para la deteccion de p-ERK las células
fueron ayunadas y tratadas durante 4 h en medio RPMI sin SFB. Posteriormente,
fueron estimuladas metabdlicamente con medio completo por 2, 5 y 10 min, se
lavaron con PBS frio y se conservaron a -80°C hasta su uso. Las células fueron lisadas
con buffer RIPA (10 mM Tris HCl pH8, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100)
complementado con inhibidor de proteasas (Complete Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail, Roche). La concentracién de proteinas de cada muestra se
determin6 mediante el método de Lowry. Se sembraron 100 pg de cada muestra en
geles 8% SDS-poliacrilamida. La corrida electroforética se llevé a cabo a voltaje
constante y temperatura ambiente. Se realiz6 la electrotransferencia a membranas
de PVDF (Amersham Hybond P, GE Healthcare Life Sciences) durante 90 min a 4°C
con corriente constante (200mA). Las membranas se bloquearon con una solucién
al 5% de leche descremada durante 1 h a temperatura ambiente. La incubacién con
el anticuerpo primario se llevé a cabo ON a 4°C. Se utilizaron los siguientes
anticuerpos: anti-a-Tubulina (Sigma, 1:1000), anti-p-Erk1/2 (Thr202/Tyr204, Cell
Signaling, 1:1000), anti-E-cadherina (Cell Signaling, 1:1000), anti-f3-catenina (Cell
Signaling, 1:1000) y anti-Snail (Cell Signaling, 1:1000). Luego de 3 lavados con TBS-
T para remover el anticuerpo primario, las membranas se incubaron 1 h a
temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa (Pierce™ goat anti-mouse (1:2500), Pierce™ goat anti-rabbit (1:3000)).
La deteccion se realizo con el kit comercial Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific) segun las recomendaciones del fabricante, las imagenes se
generaron en Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences) y se

cuantificaron densitométricamente con el software Image].
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ENSAYOS in vivo

Animales

Se utilizaron ratones hembra adultos de la linea endocriada CBi del bioterio del
Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, UNR y ratones
hembra adultos de la linea BALB/c provenientes de ICiVet-Litoral (Esperanza, Santa
Fe, Argentina). Los animales fueron provistos de alimento comercial y agua ad
libitumy se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de 12 h. Todos los experimentos
se llevaron a cabo durante la primera mitad del ciclo de luz. Los animales fueron
tratados siguiendo los lineamientos éticos institucionales que acuerdan con los del
“Canadian Council on Animal Care” (www.ccac.ca). La eutanasia de los animales se

realiz6 por sobre-exposicion a CO2 o por dislocacion cervical.

Estudio del efecto antitumoral
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Figura 7: Esquema del modelo experimental llevado a cabo para el desarrollo de tumores
subcutineos y posterior tratamiento de los animales.

El procedimiento que se siguid se ilustra en la Figura 7 y se describe a continuacidn.

En el dia 0 del ensayo:

* Ratones hembra de la linea CBi se desafiaron con el tumor M-406 mediante
inoculacién subcutanea con trocar (aproximadamente 8x10> células) en la

zona de la grasa mamaria.

* Ratones hembra de la linea BALB/c fueron inoculados con el tumor M-234p
de forma subcutanea con trdécar (aproximadamente 8x10° células) en la zona

de la grasa mamaria.
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* Para la generacion de tumores con las células 4T1 se utilizaron ratones
hembra de lalinea BALB/c. Se inyectaron 100ul de una suspensién con 5x103

células en PBS de modo subcutaneo en la zona de la grasa mamaria.

Para cada caso, cuando los tumores fueron palpables, los ratones se distribuyeron
al azar en cuatro grupos experimentales que quedaron definidos seguin el

tratamiento recibido en el agua de bebida (n=6-8 por grupo).

Control: sin tratar

M: Tratados con metformina en el agua de bebida (dosis estimada: 400 mg/Kg/d)
P: Tratados con propranolol en el agua de bebida (dosis estimada: 7mg/Kg/d)
CQ: Tratados con cloroquina en el agua de bebida (dosis estimada: 67 mg/Kg/d)
M+P: Tratados con la combinacion de Met y Prop

CQ+P: Tratados con la combinacién de CQ+Prop

El tratamiento fue mantenido hasta el momento del sacrificio de los animales y se
utilizaron las mismas dosis para todos los tratamientos in vivo. Se controld
diariamente la ingesta de liquido y los farmacos se renovaron dos veces por semana.
Durante el transcurso del experimento, se pes6 a los animales, se controlaron las
dosis ingeridas y se utilizé un calibre Vernier para medir dos veces por semana los
didmetros mayor y menor de cada tumor para determinar el volumen tumoral
mediante la férmula V=0,4 x a x b2, donde a es el didmetro mayor y b el didmetro
menor del tumor. El crecimiento del volumen tumoral se ajusté a una curva de
crecimiento exponencial para los animales de todos los grupos, lo cual permitié
calcular el tiempo de duplicaciéon tumoral, una variable inversamente proporcional
a la velocidad de crecimiento del tumor, utilizando el software GraphPad Prism 7.
En todos los casos se grafico la curva de ajuste exponencial correspondiente a un
experimento representativo y los valores se representaron como la media + EE para

cada grupo experimental.

Estudio de la supervivencia

Con el objetivo de determinar si la supervivencia se veia afectada por los diferentes
tratamientos, los animales fueron sacrificados uno por uno, a medida que

alcanzaron el maximo volumen tumoral éticamente permitido. Los datos se
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cargaron en el software GraphPad Prism 7 donde se grafico la curva de
supervivencia. A cada raton, luego del sacrificio, se le extrajeron los pulmones y se
fijaron en soluciéon Bouin (Biopack) durante 24 h para el analisis de metastasis

espontaneas.

Obtencion de muestras

Para la obtencion de muestras, en un estudio idéntico al anterior, cuando los
tumores se encontraron en crecimiento exponencial, antes de alcanzar el maximo
volumen tumoral éticamente permitido, se sacrificaron los animales de todos los
grupos al mismo tiempo. Se colectaron muestras de tumores que fueron fijados en
formol al 10% en PBS y posteriormente embebidos en parafina. Se realizaron cortes
con micrétomo de 5-7 um de espesor, que fueron tefiidos con hematoxilina-eosina
para su evaluacion histolégica. Se evalu6 la integridad del tejido, presencia de
infiltrado linfocitario, regiones necroticas y evidencia de cuerpos apoptdticos con el
fin de seleccionar las zonas mas aptas y/o las muestras mejor conservadas para

realizar las determinaciones inmunohistoquimicas.

Estudio de la toxicidad

Con el fin de determinar posibles efectos téxicos asociados a los tratamientos, se
evalud el porcentaje de mortalidad y la evolucion del peso de los animales durante
el tratamiento. Ademas, se controlaron caracteristicas de los animales tales como
actividad motora, calidad del pelaje, ingesta de comida, respuesta a los estimulos,

conducta y respiracion, a lo largo del experimento.

Estudios inmunohistoquimicos

Para los analisis inmunohistoquimicos (n=4/grupo), cortes histologicos de 5-7
micras fueron desparafinados, se llevo a cabo la recuperacion antigénica con citrato
de sodio (10 mM, pH 6) a 95° durante 30 min. Se bloqueé la actividad peroxidasa
enddégena con solucién de perdxido de hidrégeno (Cicarelli) al 3% en H204 durante
15 min y, posteriormente, se bloquearon las reacciones no especificas con suero
normal de caballo (Vectastain, Vector Laboratories). En los lavados del protocolo se
utilizé agua destilada o TBS-T. Las muestras fueron incubadas ON a 4°C con los
anticuerpos primarios anti-Ki67 (Cell Signaling, 1:400), anti-CD31 (Cell Signaling,
1:200), anti-CD44 (Abcam, 1:500) y anti-Sox-2 (Santa Cruz, 1:30). Luego se
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incubaron 1 h a temperatura ambiente con anticuerpo secundario universal y
reactivo ABC (Vectastain Elite ABC Kkit; Vector Laboratories), se desarrollaron con
DAB Substrate Kit (BD Pharmigen™) y se realiz6 contratinciéon con hematoxilina.
Las muestras se deshidrataron, se montaron con balsamo y fueron visualizadas bajo
el microscopio 6ptico. Para analizar la proliferacion se cuantificaron células Ki67+
en 10 campos en muestras de tumor con una magnificacion 400X. Para el calculo del
area vascularizada se tomaron fotos de 10 campos con una magnificaciéon 400Xy se
cuantifico el area vascularizada (CD31+) en el tumor con el software Image]. Las
células CD44+y Sox-2* se cuantificaron en 20 campos con aceite de inmersién y una
magnificacion de 1000X. Las células tumorales apoptoticas se determinaron con el
kit In situ cell death fluorescein (Roche) basado en la técnica de TUNEL, segtn las
especificaciones del fabricante. Se realiz6 contratincion con DAPI (1pg/ml;
Invitrogen), se montaron las muestras con medio de montaje Vectashield (Vector
Laboratories) y se almacenaron a -20°C hasta su evaluacién en microscopio de
fluorescencia (Nikon TE2000-E). La cuantificacion de células TUNEL* se llevo a cabo

en 8 campos con una magnificacién de 400X.

Cuantificacion de linfocitos circulantes e intratumorales

Para la evaluacion del nimero de células T circulantes CD4+, CD8+, Tregy Th17, se
obtuvieron muestras de sangre por puncién cardiaca (200 pl por animal) con
anticoagulante (W, Wiener lab). Se lisaron los glébulos rojos con buffer de lisis (153
mM NH4Cl, 8,4 mM KHCOs3, 1,2 mM EDTA) se incubaron 30 min y se centrifugaron.
También se analiz6 la presencia de estos linfocitos dentro del tumor, para tal fin, se
extrajo una porcién del tumor al momento del sacrificio de los animales, se realiz6
un homogenado por disgregacion mecanica y se trabajé con una suspension
conteniendo aproximadamente 106 células. De aqui en adelante se procedié de la

misma forma, tanto para las muestras de sangre como para las muestras de tumor.

Las muestras se lavaron en PBS y se incubaron con el anticuerpo anti-CD8-FITC
(1:400, BD Pharmingen™) durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad, se
lavaron con buffer de tincion (PBS, 1% SFB) y se fijaron con formol al 10% en PBS
durante 30 min a 4°C; posteriormente se incubaron con buffer de permeabilizacion

(BD Pharmingenm™) por 30 min a 37°C. Se adicion6 la mezcla con los 3 anticuerpos
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(BD Pharmingenm™): anti-CD4-PerCP-Cy5.5 (1:400), anti-IL17-PE (1:400) y anti-
Foxp3-AlexaFluor®647 (1:300) y se incubd por 30 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Finalmente, las muestras se lavaron con buffer de tincién y se
conservaron a 4°C hasta su analisis. En todos los casos se llevo a cabo un control
negativo, sin anticuerpo. Las muestras se cuantificaron mediante citometria de flujo
(Becton Dickinson FACS Aria II), se adquirieron 100000 eventos para las muestras
de sangre y 500000 eventos para las muestras de tumor. Los valores adquiridos se

analizaron con el software Flow]o.

Efecto del tratamiento sobre el desarrollo de metastasis experimentales
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Figura 8: Esquema del modelo experimental llevado a cabo para el desarrollo de metastasis
experimentales.

Se inyectaron 100 pl de una suspension de células tumorales en PBS en la vena
lateral de la cola (50x103 células 4T1 en ratones BALB/c y 2x105 células M-406 en
ratones CBi), luego los ratones fueron distribuidos al azar en los mismos grupos
experimentales que en el ensayo de evolucion del volumen tumoral con Met y Prop.
Tras 2 semanas desde el momento de la inyeccién los ratones fueron sacrificados
(Figura 8). Tanto los ratones CBi como los ratones BALB/c, fueron sometidos a una
inyeccion intra-traqueal para inocular una solucidn de tinta china disuelta en PBS
(1:16), de modo de inflar y tefiir los pulmones de negro. Se extirparon los pulmones,
se lavaron en PBS, y se sumergieron en solucion Fekete (100 ml de etanol al 70%
(Cicarelli), 10 ml de formaldehido al 4% (Anedra) y 5 ml de acido acético glacial al
100% (Cicarelli)) para fijarlos y destefirlos. Esto puso de manifiesto los nédulos
metastasicos de color blanco, facilitando su cuantificacién macroscépica. Luego se

hizo un recuento y medicion del didmetro de los focos metastasicos superficiales.
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Estudio de la cascada metastasica: INTRAVASACION
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Figura 9: Esquema del modelo experimental llevado a cabo para el estudio del efecto del tratamiento
en el proceso de intravasacidn.

Para realizar este estudio se utilizaron dos enfoques diferentes en paralelo (Figura
9):

A) Se generaron tumores a partir de células 4T1-GFP por inoculacién subcutanea
en ratones BALB/c (n=6/grupo) y, como se describi6 previamente, los ratones
se distribuyeron al azar en 2 grupos: Control y M+P. Al dia 18 del experimento
se tomaron muestras de sangre periférica con anticoagulante, se lisaron los
glébulos rojos con buffer de lisis (153 mM NHa(Cl, 8,4 mM KHCOs, 1,2 mM
EDTA) y se determind por citometria de flujo el porcentaje de células verdes
(GFP+).

B) Se generaron tumores de células 4T1 subcutdneos en ratones BALB/c
(n=6/grupo) y se los sometio a los tratamientos (Control y M+P). Luego de 35
dias se extrajo sangre periférica con anticoagulante, se lisaron los gldbulos
rojos como se describi6 previamente y se incubaron las muestras con los
anticuerpos anti-EpCAM (1:200, BD Pharmingen), anti-CD34-Biot (1:200,
eBioscience), Streptavidina-APC (1:200, BD Pharmingen), anti-CD45-APC
(1:200, BD Pharmingen) durante 30 min a temperatura ambiente. Las
muestras se lavaron con buffer de tincion (PBS, 0,1% SFB) y se analiz6 por

citometria de flujo el porcentaje de células EpCAM+CD34-CD45-.
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En ambos casos los valores adquiridos se analizaron con el software Flow]o.

Estudio de la cascada metastasica: SUPERVIVENCIA y EXTRAVASACION
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Figura 10: Esquema del modelo experimental llevado a cabo para el estudio del efecto del tratamiento
en la supervivencia de las células tumorales en el torrente sanguineo y en el proceso de
extravasacion.

Como se muestra en la Figura 10, células 4T1 en cultivo se marcaron con 5 pM de
Green CellTracker (Invitrogen) durante 30 minutos y se inyect6 el mismo niimero
de células viables (5x10%4/100ul) por via intravenosa en ratones BALB/c
(n=5/grupo). Un grupo de estas células recibié tratamiento durante 24 h (Met: 5
mM, Prop 5 puM) antes de la inyeccion. Los ratones se separaron de la siguiente
manera: G1) ratones no tratados inyectados con células control; G2) ratones
tratados con M+P inyectados con células control; G3) ratones no tratados
inyectados con células pre-tratadas in vitro. Transcurridas 48 h, que es cuando se
espera que haya ocurrido el proceso de extravasacion, se inyecté a los ratones por
via intravenosa, lectina I conjugada con rodamina (Vector Laboratories) para tefir
el epitelio pulmonar. Luego de 1 h se tomaron muestras de sangre periférica con
anticoagulante y los ratones fueron sacrificados. Las muestras de sangre se
procesaron por citometria de flujo para determinar las células verdes circulantes

positivas que fueron analizadas con el software Flow]o.

Alos ratones se les extirparon los pulmones, se fijaron y embebieron en parafina. Se
realizaron cortes de 30 micras de espesor para analizar bajo el microscopio confocal

(Nikon C2) en busca de células verdes tumorales. Se recorrié todo el tejido
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pulmonar y se cuantificaron las células verdes positivas por 16bulo pulmonar con

una magnificacién 100X.

Estudio de la cascada metastasica: PROLIFERACION EN UN NICHO SECUNDARIO

Mediante una inyeccién intravenosa de células 4T1 en la vena lateral de la cola de
ratones BALB/c (n=5/grupo) se generaron metastasis experimentales como se
describi6 previamente. Tras 30 dias de tratamiento, los ratones fueron sacrificados,
se les extirparon los pulmones y se realizaron cortes histologicos que se
inmunomarcaron con Ki67 como se describié previamente. Se cuantificd el
porcentaje de células Ki67+ en las micrometastasis pulmonares con una

magnificacion 400X.

Modelo para la evaluacion de terapia adyuvante

Se generaron tumores subcutaneos 4T1 y M-406 en ratones BALB/c y CBi
respectivamente. Cuando los tumores alcanzaron los 100 mm?3 los ratones fueron
anestesiados (inyeccion intraperitoneal de una solucién Ketamina 100mg/Kg,
Xilacina 10mg/Kg) y se sometieron a cirugia para extirparles el tumor. Cuando se
recuperaron de la anestesia, los ratones fueron distribuidos en los grupos
experimentales (Control y M+P) y se mantuvieron en esas condiciones durante 6
semanas. Durante este tiempo, se controlé que no hubiese recidivas. Luego, los
ratones fueron sacrificados y sometidos a una inyeccion intra-traqueal de una
solucion de tinta china en PBS (1:16), para inflar y tefiir los pulmones de negro, que
luego fueron extirpados, se lavaron en PBS, y se sumergieron en solucion Fekete
para desteiiir y poner de manifiesto los nédulos metastasicos. Se analiz6 el nimero

de ratones que desarroll6 metastasis luego de la cirugia en cada grupo experimental.

Analisis estadistico

La comparacion estadistica de los resultados obtenidos en los diferentes grupos
experimentales se realizé utilizando tests paramétricos y no paramétricos

dependiendo de la variable a analizar.

Para la comparacidn de variables paramétricas, cuando se compararon los 4 grupos

experimentales, se utiliz6 el andlisis de la variancia (ANOVA) seguida del test de
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Tukey, la comparacion de 2 grupos experimentales se realiz6 mediante la prueba t
de Student.

La comparacion de variables no paramétricas se analizé por Kruskal-Wallis seguido
por el test de Dunn en los analisis de los 4 grupos experimentales o se utiliz6 Mann
- Whitney para comparar 2 grupos experimentales.

El analisis de supervivencia se realizo mediante el test Log-rank (Mantel-Cox).

El porcentaje de ratones con metastasis se analizé mediante la prueba chi-cuadrado.
En todos los casos, se consideraron estadisticamente significativos valores de

P<0,05.
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ESTUDIOS in vitro DE LA QUIMIOSENSIBILIDAD A FARMACOS EN
REPOSICIONAMIENTO

Analisis del efecto de farmacos en reposicionamiento sobre la proliferacion de la
linea celular 4T1

Existen medicamentos sin patente actualmente utilizados en patologias distintas al
cancer que han mostrado alguna evidencia de efectos antitumorales; ya sea en
modelos preclinicos o, en estudios clinicos retrospectivos en pacientes donde se
observé una incidencia y gravedad reducida de cancer. Con el objetivo de evaluar el
efecto antitumoral de farmacos en reposicionamiento en tumores de mama triple
negativos, realizamos una selecciéon de farmacos, segin datos disponibles en la
bibliografia, para analizar sus efectos sobre la capacidad proliferativa de la linea
celular 4T1 mediante ensayos de proliferacion celular con sales de tetrazolio. Luego
de incubar las células en presencia de concentraciones crecientes de los farmacos,
el analisis espectrofotométrico mostré que todos los fArmacos fueron capaces de

disminuir el crecimiento celular en forma dependiente de la dosis (Figura 11).
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Figura 11: Evaluacidn del efecto de distintos fAirmacos reposicionados sobre el crecimiento de células
4T1. En todos los casos las células fueron incubadas durante 36 h en medio completo con
concentraciones crecientes de los farmacos. El nimero de células viables se determiné por ensayo
colorimétrico con el reactivo WST-1. Se grafic6 media + EE de al menos tres experimentos
independientes. Los resultados se expresan como porcentajes de crecimiento respecto al control
(100%).
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Del analisis de las curvas de proliferacion, para cada farmaco se eligié un valor
donde se observo un efecto significativo sobre el crecimiento sin comprometer
drasticamente la viabilidad celular, para posteriormente combinarlos entre si. Esta
seleccidn no se realizo en el caso de ABZ y RBZ, ya que estos farmacos se utilizaron
para estudios posteriores diferentes (ver trabajos en colaboracién). En la Tabla III
se detalla la concentracién elegida para cada uno de los 6 farmacos utilizados para

probar el efecto de distintas combinaciones sobre el crecimiento celular:

Farmaco Concentracion

Metformina 1 mM
Propranolol 1 uM
Cloroquina 1 uM
DHEA 1uM
Orlistat 5uM
Doxiciclina 2,5 uM

Tabla III: En la columna de la izquierda se detalla el fairmaco probado y en la columna de la derecha
se indica la concentracién de firmaco elegida para evaluar el efecto de la combinacién sobre el
crecimiento y para usar en los futuros experimentos in vitro.

En todos los casos, se observaron disminuciones significativas del crecimiento a la
concentracion elegida de aproximadamente el 20% (P<0,05 para Met y Doxi;

P<0,01 para CQ, Prop y DHEA).

Mediante un ensayo idéntico al descripto anteriormente se evalud el efecto de los
farmacos en forma combinada sobre el crecimiento de las células tumorales 4T1. Se
comparo el efecto de los farmacos por separado con la acciéon combinada de los
mismos. De todas las combinaciones ensayadas, las mas efectivas fueron Met+Prop
(P<0,001) y CQ+Prop (P<0,05), ya que lograron diferenciarse significativamente

de los tratamientos individuales (Figura 12).
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Figura 12: Efecto combinado de firmacos en reposicionamiento sobre el crecimiento de células 4T1.
Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia de los fairmacos en forma individual y
combinada. En todos los casos se grafic6 la media + EE de al menos tres experimentos
independientes. Los resultados se expresan como porcentajes de crecimiento respecto al control
(100%). C: Control; M: Metformina; P: Propranolol; CQ: Cloroquina; O: Orlistat; DH: DHEA; D:
Doxiciclina.

Este ensayo fue importante para seleccionar los farmacos a utilizar y sus
concentraciones en el resto de nuestro trabajo, ya que partimos de un estudio inicial

de 6 farmacos y lo limitamos a solo 3 de ellos: Met, Prop y CQ.

Estudio del efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre la proliferacion
de otras células tumorales de cancer de mama triple negativo

Para respaldar nuestra eleccidn, a través de ensayos idénticos al primer apartado,
evaluamos el efecto de concentraciones crecientes de los farmacos elegidos sobre la
proliferacion celular de la linea MDA-MB-231 y las células derivadas de los tumores
M-406 y M-234p. Como puede verse en la Figura 13, los 3 farmacos afectan el

crecimiento celular en todos los modelos de manera dependiente de la dosis.
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Ademas, el comportamiento fue similar al observado para la linea 4T1, por lo que la

concentracion elegida para cada farmaco para ensayar la combinacién fue la misma.
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Figura 13: Efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre el crecimiento celular de otros
tumores de mama triple negativos. Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia de los
farmacos. En todos los casos se grafic6 la media + EE de al menos tres experimentos independientes.
Los resultados se expresan como porcentajes de crecimiento respecto al control (100%).

Al evaluar el efecto de las combinaciones de Met, Prop y CQ, observamos que en

todos los casos el efecto de la combinaciéon de farmacos resulté ser mas eficaz en

disminuir el crecimiento celular respecto al grupo control (Figura 14). En particular

el tratamiento con Met+Prop fue mas efectivo que los tratamientos individuales en

todos los modelos celulares ensayados (P<0,001) y CQ+Prop solo se diferencio de

los tratamientos individuales en la linea MDA-MB-231 (CQ+Prop vs CQ: P<0,001;

CQ+Prop vs Prop: P<0,05).

Reposicionamiento de drogas para el tratamiento del cancer. Nuevos usos para drogas conocidas



RESULTADOS

MDA-MB-231 M-406 M-234p
120+ xxx 1207 o 120~ *x
= 1
— 100 e 100{ & % ' 100 —_—
=) * T *%
= * * *EF
= 804 804 —_ 80
B * ¥
‘5 604 60- HHE 60
g 404 *%x 404 40
()]
S 201 204 204
04 0+ T 1 04
C M P M+P C M P M+P C M P M+P
MDA-MB-231 M-406 M-234p
120- . 120 120-
= 100 g & _x 1004 100
‘o\ r %
5 80- = 80 ¥ 80
+—
C KN
& 60- 60- 60- *
£
S 404 40 40-
S 20- 20- 204
o 0- 0
C CQ P CQ+pP C CQ P CQo+P C CQ P Co+pP

Figura 14: Efecto combinado de farmacos en reposicionamiento sobre el crecimiento celular de otros
tumores de mama triple negativos. Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia de los
farmacos en forma individual y combinada. En todos los casos se graficé la media + EE de al menos
tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como porcentajes de crecimiento
respecto al control (100%). C: Control; M: Metformina; P: Propranolol; CQ: Cloroquina.

Exploracion del efecto del tratamiento sobre la activacion de la via de MAP
quinasas

La proteina ERK es un intermediario clave en la via de las MAP quinasas, una ruta
de transduccion de sefales intracelular intimamente relacionada con proliferaciéon
y supervivencia celular. Los blancos terapéuticos de Met y Prop son intermediarios
metabolicos en las células, por ejemplo, es ampliamente conocido el efecto que
ejerce Met sobre la AMPK. Con el propoésito de analizar la correcta activacion en
presencia de Met+Prop de vias de sefializacién asociadas a la proliferacion, como es
el caso de la activacion de la via de las MAP quinasas, evaluamos el estado de
fosforilacion de la proteina ERK en extractos de células 4T1 pre-tratadas durante 4
h (Figura 15). Observamos que 2 min de activaciéon con SFB son suficientes para
activar la sefializacion asociada a la proliferacién que logramos apagar ayunando las
células, esto se sostiene por 5 min, pero comienza a decrecer cuando la activacion se
realiza por 10 min. Puede verse que el mayor nivel de fosforilacion de ERK se da a
los 5 min luego de la activacién con SFB, siendo esta respuesta menor en las células

que fueron tratadas con Met+Prop.
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Figura 15: Deteccién de p-ERK mediante western blot. Los tiempos indicados corresponden a los
minutos de activacion de la via con SFB a los que fueron sometidas las células luego del ayuno. Se
indica la cuantificacién de los niveles de fosforilacién por densitometria. Control de carga: Tubulina

Analisis del efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre células no

tumorales

Los farmacos citotdxicos, utilizados en el tratamiento del cancer, no combaten

especificamente a las células tumorales, también afectan el crecimiento de células

normales del organismo, lo que conlleva a los efectos téxicos que manifiestan los

pacientes. Luego de comprobar que los farmacos en estudio presentaban efectos

sobre el crecimiento de las células tumorales, nos parecié importante evaluar si

estos farmacos también afectaban el crecimiento de células no tumorales para

descartar posibles efectos toxicos. Como puede verse en la Figura 16, observamos

que ni Met, Prop o CQ, ni sus combinaciones presentan efecto sobre el crecimiento

de células normales en las dosis evaluadas.
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Figura 16: Efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre el crecimiento de células no
tumorales. Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia de los farmacos en forma
individual en concentraciones crecientes, y en forma combinada. Se utilizé doxorrubicina (1 uM)
como control positivo. En todos los casos se grafico la media + EE de al menos tres experimentos
independientes. Los resultados se expresan como porcentajes de crecimiento respecto al control
(100%). C: Control; M: Metformina; P: Propranolol; CQ: Cloroquina; Dox: Doxorrubicina.
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Evaluacion del efecto de metformina, propranolol y cloroquina administradas en
forma cronica

Dado que los farmacos en reposicionamiento evaluados se administran a los
pacientes en forma crénica, nos parecié importante comparar los efectos de estos
farmacos administrados a corto plazo y en esquema crénico (largo plazo). Mediante
ensayos idénticos a los anteriores, se determinaron las IC50 para cada farmaco
luego de 24 hy 144 h de tratamiento en 2 modelos celulares distintos. Al comparar
las mismas, se observé que luego de la incubacién a largo plazo, las IC50 de los
farmacos disminuyen significativamente con respecto a las IC50 calculadas a las 24

h de tratamiento (Tablas III, IVy V).

Linea celular IC50 Met (mM) 24 h IC50 Met (mM) 144 h
4T1 5,87 + 0,23 0,17 + 0,01%+*
MDA-MB-231 5,90 + 0,39 0,27 + 0,01%**

TablaIV: Valores de IC50 de Met para las células detalladas en tratamiento a corto (24 h) y largo (144
h) plazo. Los resultados se expresan como media + EE de al menos tres experimentos
independientes.

Linea celular IC50 Prop (uM) 24 h IC50 Prop (uM) 144 h
4T1 5,20+ 0,43 0,10 + 0,01 ***
MDA-MB-231 7,91 £ 0,20 0,21 + 0,01 %***

Tabla V: Valores de IC50 de Prop para las células detalladas en tratamiento a corto (24 h) y largo
(144 h) plazo. Los resultados se expresan como media + EE de al menos tres experimentos
independientes.

Linea celular IC50 CQ (uM) 24 h IC50 CQ (uM) 144 h
4T1 27,64 1+ 2,43 4,89 + 0,42%**
MDA-MB-231 30,48 + 10,23 15,31 + 6,19

Tabla VI: Valores de IC50 de CQ para las células detalladas en tratamiento a corto (24 h) y largo (144
h) plazo. Para la linea 4T1, los resultados se expresan como media + EE de al menos tres
experimentos independientes; para la linea MDA-MB-231, los resultados de expresan como media +
EE de dos experimentos independientes.

Analisis del efecto combinado de metformina, propranolol y cloroquina

Una combinacién de farmacos puede resultar mas efectiva que los farmacos
individuales, ya sea porque los efectos de cada farmaco por separado se suman sin

afectarse entre si, lo que se llama “efecto aditivo” o, la combinaciéon puede conducir
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a un resultado mejor que la suma de los efectos individuales, lo que se llama “efecto
sinérgico”. Dado que, en los estudios realizados hasta el momento, observamos un
efecto mayor de las combinaciones probadas, nos propusimos determinar si la
eficacia de las combinaciones se debia a un efecto aditivo o sinérgico. Para tal fin se
construyeron isobologramas para la linea celular 4T1 en los cuales se probaron

combinaciones de diferentes concentraciones de los farmacos (Figura 17).
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Figura 17: En ambos casos, se indica en rojo el valor correspondiente a la IC50 para cada fArmaco en
ausencia del otro. A) Isobolograma de células 4T1 en presencia de Met y Prop: En verde se indican los
valores de IC50 para Prop en presencia de una concentracion fija de Met y en amarillo los valores de
IC50 para Met en presencia de una concentracién fija de Prop. B) Isobolograma de células 4T1 en
presencia de CQ y Prop: En verde se indican los valores de IC50 para Prop en presencia de una
concentracion fija de CQ y en naranja se indica la IC50 para CQ en presencia de una concentracion
fija de Prop.

Los resultados indican que las combinaciones Met+Prop y CQ+Prop actuan de
forma sinérgica, dado que en ambos casos, los valores de IC50 para cada farmaco en
presencia de distintas dosis del otro caen por debajo de la linea de aditividad. En el
caso de la linea MDA-MB-231 solo se ensay6 la combinacién de Met y Prop, la cual

arrojo resultados similares a los obtenidos en las células 4T1 (Figura 18).
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Figura 18: Isobolograma de células MDA-MB-231 en presencia de Met y Prop. En color rojo se indica
el valor correspondiente a la IC50 para cada farmaco en ausencia del otro. En amarillo esta
representado el valor de IC50 para Met en presencia de una concentracion fija de Prop.
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Analisis del efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre la muerte
celular

Las células tumorales tienen la capacidad de evadir las sefales apoptéticas por lo
que, no solo es importante que una terapia logre inhibir el crecimiento tumoral,
también es deseable que el tratamiento sea capaz de inducir la muerte de las células
malignas. Debido a esto, evaluamos si Met, Prop y CQ eran capaces de inducir muerte
celular por apoptosis. Para esto, las células se incubaron en presencia de Met, Prop,
CQ y sus combinaciones durante 24 h. Transcurrido este tiempo, las células se
levantaron y se tifieron con Anexina-V e IP para determinar, mediante citometria de
flujo, el porcentaje de poblaciones apoptoticas. En la linea 4T1 se observé un
aumento significativo en el porcentaje de células apoptoéticas en todos los casos
tratados (Met: P<0,05; Prop: P<0,001; Met+Prop: P<0,001; Met+Prop vs Met y
Prop: P<0,05) (Figura 19A). Al realizar el mismo analisis para la linea celular MDA-
MB-231, Met no se diferencié del grupo control, pero Prop y el tratamiento
combinado fueron efectivos al aumentar el porcentaje de células apoptoéticas en
forma significativa (P<0,01 en ambos casos) (Figura 19B). Con respecto al
tratamiento con CQ y Prop, solo la combinacién aumenté significativamente el
porcentaje de la poblacién apoptoética (P<0,001 en 4T1; P<0,01 en MDA-MB-231)
(Figura 19C,D).
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Figura 19: Estudio de la muerte celular por apoptosis inducida por los tratamientos. Se cuantificé el
porcentaje de células positivas para Anexina V-FITC para las lineas celulares 4T1 y MDA-MB-231. A
y B) Células tratadas con Met 5 mM y/o Prop 5 uM. C y D) Células tratadas con CQ 1 uM y/o Prop 2,5
uM. En todos los casos se grafic6 la media + EE de al menos tres experimentos independientes. Los
resultados se expresan como porcentaje de células Anexina V+ en funcién del tratamiento recibido.

El tratamiento con Met y Prop también se probo en otros modelos tumorales. En las
células derivadas de tumor M-406 solo Met (P<0,01) y la combinacién de Met+Prop

mostraron un aumento significativo en el porcentaje de células apoptoticas
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(P<0,05) diferenciandose entre si (P<0,05); las células M-234p mostraron un
aumento significativo en la cantidad de células apoptéticas en presencia de Prop
(P<0,01) y la combinacién de Met+Prop (P<0,01) siendo mas efectivo el
tratamiento combinado (P<0,05) (Figura 20).
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Figura 20: Estudio de la muerte celular por apoptosis inducida por los tratamientos con Met y Prop.
Cuantificacion del porcentaje de poblaciones apoptoticas para las células derivadas de tumor de
mama M-406 y M-234p (Met 7,5 mM y/o Prop 10 uM). En todos los casos se graficd la media + EE de
al menos tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como porcentaje de células
Anexina V+ en funcién del tratamiento recibido.

Estudio del efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre la capacidad
clonogénica de las lineas celulares 4T1 y MDA-MB-231

No solo resulta importante evaluar el efecto de un tratamiento sobre la proliferacién
y la muerte celular. Evaluar la capacidad de formar colonias de una célula tumoral
es conveniente ya que este tipo de pruebas miden la supervivencia celular in vitro
basada en la capacidad que tiene cada célula por separado de crecer en una colonia
cuando se siembran en una densidad muy baja. De esta forma, podemos medir la
capacidad de expansién clonal que tienen las células en distintas condiciones, algo
que no solo nos da una idea de su capacidad proliferativa, sino que también, se
encuentra directamente relacionado con el desarrollo de metastasis, ya que en este
caso, a partir de una Unica célula que logre llegar a un nuevo 6rgano, debe formarse
un nuevo tumor. En consecuencia, evaluamos la capacidad de las células 4T1 y MDA-
MB-231 de formar colonias en placas, en presencia o ausencia de los tratamientos,
en forma individual y combinada. A su vez, se analiz6 el tamafio de las colonias

formadas.

Para el caso de la linea celular 4T1, Met+Prop inhibié de forma significativa la

capacidad de formar colonias respecto del control (P<0,001), diferenciandose de

Reposicionamiento de drogas para el tratamiento del cancer. Nuevos usos para drogas conocidas



RESULTADOS

los tratamientos individuales (Met+Prop vs Met: P<0,001; Met+Prop vs Prop:
P<0,01). Ademas, el tamafio de las colonias fue significativamente menor a partir
del dia 5 del ensayo (P<0,001) (Figura 21A-C). En cuanto a las células MDA-MB-231,
el tratamiento con Met y/o Prop disminuyd significativamente el nimero de
colonias formadas respecto al control (P<0,001 en todos los casos), nuevamente el
tratamiento combinado mostré mayor efecto que los individuales (Met+Prop vs
Met y Prop: P<0,01); el diametro de las colonias formadas fue significativamente
menor, a los 8 dias del ensayo, en todos los casos tratados (Met: P<0,01; Prop:

P<0,001; Met+Prop: P<0,001; Met+Prop vs Met y Prop: P<0,01) (Figura 21D).

Control ~ Metformina Propranolol M+P

Control | Metformina | Propranolol M+P

4T D MDA-MB-231

2 350- T 44 T 6-
2 300- £ ; £ 5
o) i —
2 250- N . NS 4-
& 200+ — —
< ) x 24 x 3
o e 9 5
3 101 g 40 = 5 2
E 5_ E FXH E ‘| .
=l WH*
= o 0 © 0

- a - A 0

C M P M+P C M P M+P C M P M+P C M P M+P

Figura 21: Estudio de la capacidad clonogénica en presencia de metformina y propranolol. A)
Fotografias representativas de las colonias 4T1 bajo el microscopio éptico invertido (10X) a los 8
dias del tratamiento. El tamafio de las mismas se analizé6 mediante el software Image]. B) Fotos
representativas de colonias de las células 4T1 tratadas con Mety/o Prop fijadas y tefiidas con Giemsa
al final del experimento. C) Nimero de colonias 4T1 formadas (Izquierda). Diametro de las colonias
formadas al dia 8 (Derecha). D) Numero de colonias MDA-MB-231 formadas (Izquierda). Didmetro
de las colonias formadas al dia 8 (Derecha). Las concentraciones utilizadas fueron Met: 5 mM y Prop:
5 uM. En todos los casos se graficé la media + EE de al menos tres experimentos independientes.

La combinacién CQ+Prop también disminuyé el nimero de colonias de células 4T1
formadas, diferenciandose del grupo CQ (P<0,01) y tanto los tratamientos
individuales como la combinacion afectaron el tamafio de las colonias formadas
(P<0,001), sin observarse diferencias significativas al comparar la combinacién con
los farmacos individuales (Figura 22A). En la linea MDA-MB-231, el tratamiento con
CQ y/o Prop no mostro efectos significativos en la capacidad clonogénica pero si
disminuyo significativamente el tamafio de las colonias formadas diferenciandose

de los tratamientos individuales (P<0,001 en todos los casos) (Figura 22B).
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Figura 22: Estudio de la capacidad clonogénica en presencia de cloroquina y propranolol. A) Numero
de colonias 4T1 formadas (Izquierda). Diametro de las colonias al dia 6 de tratamiento (Derecha). B)
Numero de colonias MDA-MB-231 formadas (Izquierda). DidAmetro de las colonias al dia 6 de
tratamiento (Derecha). Las concentraciones utilizadas fueron CQ: 1 pM y Prop: 1 pM. En todos los
casos se grafico la media + EE de al menos tres experimentos independientes. El tamafio de las
colonias se analiz6 con el software Image].

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la bioenergética
mitocondrial

El blanco intracelular de Met es la mitocondria y esta ampliamente reportado el
efecto de este farmaco sobre la biogénesis mitocondrial. Tanto Met como Prop son
farmacos cuyos efectos en las células se deben a la alteraciéon que producen en su
metabolismo; dado que la mitocondria es clave en el metabolismo de las células y
dado el efecto sinérgico que observamos para la combinacién Met+Prop, nos
intereso evaluar si Prop aportaba algo a los efectos ya reportados para Met. En
primer lugar, se evalud el efecto de los tratamientos sobre la respiracion
mitocondrial, para lo cual se utilizaron células 4T1 intactas, sobre las que se

realizaron mediciones en tiempo real de la tasa de consumo de oxigeno (OCR).

En primer lugar, se realizaron las mediciones tras 4 h de tratamiento, donde las
células mostraron una respiracion basal y generacion de ATP dependiente de
mitocondrias reducida en un 35% y 33%, respectivamente, en comparacion con el
control. Met también produjo una disminucién significativa, tanto en la respiraciéon
mitocondrial como en la producciéon de ATP dependiente de la dosis, que alcanzo el
77% y el 83% respectivamente a 7,5 mM. Es importante destacar que cuando Met
se combind con Prop se redujeron ain mas estos parametros (P<0,001 para todas

las combinaciones probadas, Figura 23A,B).

Reposicionamiento de drogas para el tratamiento del cancer. Nuevos usos para drogas conocidas



RESULTADOS

A mC @pP B mC @mpP
oM mM+P oM mM+P
(a8
r_U — 1'4 Xy '<TC — 1r2- ****** 1
8«18 1,2 © E 1,04
210 S
c = o =08
a g 04 >5 ]
g g02 &G E 024
O ~o,04
Met (mM) Met (mM)
Tratamiento Tratamiento
C D

Oligomicina ~ FCCP Antimicina mC

T 45 +Rotenona o M g . 2,5-
S 39 mp 2% 20
e =33 BM+P  Img 7
g £30 o< 154

O E25 s c "
~
=20 T E _
3 23,
&1, U E 05-
0,5 u @ 32
010 T T T T T T T T T 8 0,0‘
0 8 1624 3240 4856 64 72 80 88

Tiempo (min)

Figura 23: Estudio de la bioenergética mitocondrial. Las células 4T1 se trataron con Prop (10 puM) y/o
Met (1; 3,75 y 7,5 mM). La medicidn del nivel basal de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) fue
seguida por inyecciones secuenciales de oligomicina, FCCP y antimicina A/rotenona para determinar
la cantidad de consumo de oxigeno no vinculado a la generacién de ATP, la respiracién maxima y el
consumo de oxigeno no mitocondrial. A) Respiracidn basal, calculada como la diferencia entre OCR
basal y OCR no mitocondrial tras 4 h de tratamiento. B) OCR vinculada a ATP, definida como la
diferencia entre OCR basal y el consumo de oxigeno no vinculado a ATP tras 4 h de tratamiento. C)
Perfil bioenergético mitocondrial en tiempo real de células 4T1 intactas tras 4 h de tratamiento (Met:
1 mM, Prop: 10 uM). D) Capacidad de reserva, definida como la diferencia entre las tasas basal y
maxima.

Cuando se agreg6 FCCP, un desacoplante de la cadena de transporte de electrones,
se estimulé la respiracién mitocondrial imitando un aumento en la demanda de
energia y mostrando la tasa maxima de respiracion, la cual fue menor en las células
tratadas, siendo la combinacion de Met+Prop el tratamiento mas efectivo en reducir
la tasa de consumo de oxigeno (OCR) de las células 4T1 (Figura 23C). En linea con
esto, la capacidad de reserva también fue significativamente disminuida por el

tratamiento combinado (P<0,001; Figura 23D).

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la glucélisis

Las células malignas son conocidas por su capacidad para adaptar su fenotipo

metabdlico rdpidamente a las necesidades del medio. Teniendo en cuenta la
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inhibicion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial por parte de Met y Prop que
observamos antes, determinamos si las células 4T1 a su vez hiperactivaban la
glucolisis. Para tal fin, medimos la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) que
refleja la liberaciéon de lactato a lo largo del tiempo. Encontramos que las células
expuestas a diferentes dosis de Met durante 4 h mostraron un aumento de ECAR
dependiente de la dosis, después de la adicién de glucosa (Figura 24A). El
tratamiento con Prop también estimulé la glucdlisis basal de una manera

dependiente del tiempo (Figura 24B).
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Figura 24: Determinacion del efecto de metformina y propranolol sobre la glucdlisis. A) Las mediciones
en tiempo real de la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) se realizaron en cultivos de células 4T1,
primero incubados sin glucosa y luego suplementados sucesivamente con glucosa, oligomicina que
consecuentemente acelera el proceso glucolitico, y con el inhibidor de la glucélisis 2-desoxiglucosa
(2-DG). B) Glucdlisis basal, calculada como la diferencia entre ECAR mediada por glucosa y sin
glucosa, en células 4T1 control o tratadas con Prop 10 pM durante los tiempos indicados. C) ECAR
basal y estimulado con oligomicina en células incubadas durante 4 h con farmacos solos o
combinados (Prop 10 uM). D) Fenotipo energético de las células 4T1 después de un tratamiento de
4 h con Met y/o Prop. La respiracién mitocondrial y la glucélisis se analizaron simultaneamente en
las condiciones del medio de partida (fenotipo basal) y luego del agregado de FCCP y oligomicina,
respectivamente (fenotipo estresado). El potencial metabolico (lineas de puntos) reveld la capacidad
de las células 4T1 para satisfacer una demanda de energia y la via preferida.

Prop mejord significativamente las propiedades pro-glucoliticas de Met en
condiciones basales, especialmente para las concentraciones mas bajas (Figura

24C). Después de la adicién de oligomicina, las células control o tratadas en forma
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individual exhibieron un ECAR mas alto; por el contrario, las combinaciones con Met
y Prop, cualesquiera que sean las concentraciones utilizadas, obligaron a las células
4T1 a activar la glucdlisis al maximo, como lo revela su insensibilidad a la
oligomicina (Figura 24C). En la Figura 24D, se representa el fenotipo energético para
las células 4T1, donde puede verse que, en aquellas células sin tratar o que
recibieron los tratamientos individuales, su fenotipo estresado (luego del agregado
de FCCP y oligomicina) muestra que aumentaron tanto la OCR como la ECAR; sin
embargo, aquellas células tratadas con Met+Prop, luego del agregado de FCCP y

oligomicina, no lograron modificar su ECAR.

EVALUACION in vitro DEL EFECTO DE LOS FARMACOS EN
REPOSICIONAMIENTO SOBRE EVENTOS RELACIONADOS CON EL
DESARROLLO DE METASTASIS

El desarrollo de metastasis es la principal causa de muerte asociada a cancer, debido
a esto, es importante encontrar tratamientos que no solo sean efectivos contra el
crecimiento del tumor primario, sino que también eviten la formacién de nodos
secundarios. Durante el desarrollo de metastasis, las células malignas deben poner
en marcha una serie de eventos para promover la migracién celular de modo que
puedan colonizar nuevos tejidos en el organismo. Debido a esto y a los resultados
que sustentan el efecto in vitro de los tratamientos sobre la proliferacion celular y
apoptosis, resultd interesante realizar estudios para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la capacidad migratoria e invasiva de las lineas celulares

tumorales.

Analisis del efecto de metformina, propranolol y cloroquina sobre la migracion
celular

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la capacidad migratoria de las
células, se realizaron ensayos de cierre de herida en placa donde las células fueron
sometidas a los tratamientos individuales y combinados. Tanto para las células 4T1
como para las células MDA-MB-231, los resultados con Met+Prop muestran que el
area de la herida a lo largo del tiempo, disminuye en forma mas lenta en las células
tratadas respecto de aquellas que no recibieron tratamiento alguno o solo

recibieron los tratamientos individuales (Figura 25A-C). En particular, en el caso de
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las células 4T1, a partir de las 4 h de tratamiento se observaron diferencias
significativas en el efecto de todos los tratamientos respecto al control (Met P<0,05;
Prop P<0,01; Met+Prop P<0,001) y para las células MDA-MB-231 el tratamiento
combinado presentd un efecto significativo sobre el cierre de la herida a partir de
las 4 h (P<0,01) mientras que Prop lo hizo a partir de las 12 h (P<0,05) y Met a
partir de las 16 h (P<0,05). En ambos modelos celulares, el efecto del tratamiento
combinado sobre el cierre de la herida se diferencio de los tratamientos individuales
como puede verse en la representacién del area bajo la curva. Células 4T1:
Met+Prop vs. Mety Prop P<0,01. Células MDA-MB-231: Met+Prop vs. Met P<0,001;
Met+Prop vs. Prop P<0,01. En el caso del tratamiento con CQ y/o Prop, ni los
tratamientos individuales, ni la combinacién ejercieron efecto sobre la capacidad

migratoria de las células 4T1 (Figura 25D).
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Figura 25: Efecto de los tratamientos sobre la migracion celular. A) Fotografias representativas
tomadas bajo el microscopio invertido (100X) de las células 4T1 tratadas con Mety/o Propa 12y 24
h de tratamiento. El 4rea de la herida fue calculada utilizando el software Image]. B) Area de la herida
en funcion del tiempo para células 4T1 que recibieron el tratamiento con Met 5 mM y/o Prop 5 uM;
a partir de este grafico se calculé el area bajo la curva (ABC). C) Area de la herida en funcién del
tiempo para células MDA-MB-231 que recibieron el tratamiento con Met 5 mM y/o Prop 5 uM; a
partir de este grafico se calculé el ABC. D) Area de la herida en funcién del tiempo para células 4T1
que recibieron el tratamiento con CQ 1uM y/o Prop 2,5 pM.
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Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la invasion celular

Para lograr colonizar nuevos 6rganos, las células tumorales no solo deben ganar
capacidad migratoria, sino también deben lograr invadir la matriz extracelular y el
tejido circundante. Para evaluar el impacto del tratamiento sobre la capacidad
invasiva de las células tumorales, se realiz6 un ensayo de invasion celular en
matrigel en cdmaras de invasion, en ausencia y presencia de Met y/o Prop. Los
resultados para las células 4T1 muestran una disminucién significativa en la
invasion relativa de las células tratadas respecto a las que no recibieron tratamiento
(Met: P<0,05; Prop: P<0,001; Met+Prop: P<0,001) (Figura 26A,B). Para las células
MDA-MB-231 también se observo una disminucidn de la invasidn relativa en todos

los casos tratados (Met: P<0,05; Prop: P<0,05; Met+Prop: P<0,001) (Figura 26C).
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Figura 26: Efecto de metformina y propranolol sobre la invasién celular. Para cuantificar invasién las
células fueron fijadas y posteriormente tefiidas con Giemsa. A) Se muestran fotos representativas de
cada grupo para las células 4T1 (400X), se analizaron 4 campos por pocillo. Los graficos muestran
los resultados como porcentajes de invasién respecto al control (100%) para las lineas 4T1 (B) y
MDA-MB-231 (C) (Met: 5 mM; Prop: 5 pM). Se grafic6 mediana y rango de tres experimentos
independientes. C: Control; M: Met; P: Prop; M+P: Met+Prop.

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la expresion de marcadores
asociados a la transicion epitelio mesénquima

La transicion epitelio-mesénquima suele darse en diversos procesos fisioldgicos,
como embriogénesis o sanacion de heridas y, se cree que resulta clave en el
desarrollo de metastasis, ya que las células epiteliales sufren modificaciones en su
morfologia y reprograman su expresion génica para adquirir movilidad y un
fenotipo invasivo. Dado el efecto que observamos sobre la migraciéon y la invasién
celular por parte del tratamiento con Met+Prop, decidimos evaluar marcadores

relacionados con la transicion epitelio-mesénquima, como E-cadherina (Figura 27)

Reposicionamiento de drogas para el tratamiento del cancer. Nuevos usos para drogas conocidas



RESULTADOS

Snail y [B-catenina (datos no mostrados). Contrariamente a lo esperado, no
encontramos diferencias significativas en la expresion de estos marcadores entre

los grupos experimentales.

E-Cad

Tub

Figura 27: Deteccion de E-cadherina mediante western blot. Los tiempos indicados como subindices
corresponden a los tiempos de incubacién de las células con o sin tratamiento. Control de carga:
Tubulina

ESTUDIOS in vivo DEL EFECTO ANTITUMORAL DE LOS FARMACOS EN
REPOSICIONAMIENTO

Con el fin de evaluar el efecto de los tratamientos en estudio sobre el crecimiento
tumoral, se desafiaron ratones hembra con las células tumorales en forma
subcutanea y se les administraron los tratamientos en el agua de bebida. Se evalué
el efecto del tratamiento con Met y/o Prop y CQ y/o Prop. A lo largo del ensayo se
tomaron medidas de los didmetros mayor y menor del tumor con los que se calcul6
el volumen tumoral para cada raton. A partir de estos valores se realiz6 una curva

de ajuste de crecimiento exponencial para cada grupo.

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la evolucion del volumen
tumoral

Para evaluar el efecto antitumoral de Mety Prop, se utilizaron dos modelos murinos
de tumores de mama triple negativos inmunocompetentes. En los ratones BALB/c
inoculados con las células 4T1, el efecto de Prop fue significativo a partir del dia 25
(P<0,05) y el efecto de Met fue significativo a partir del dia 28 del ensayo (P<0,05).
A diferencia de esto, el grupo tratado con la combinacién de Met+Prop no solo
presenté siempre un volumen tumoral menor respecto al resto de los grupos, sino
que su efecto fue significativo a partir del dia 14 del ensayo (P<0,05). Con el correr
de los dias la diferencia entre los valores de cada grupo se hizo mas pronunciada
aun (Figura 28A), logrando diferencias significativas entre los grupos al dia 25. Cabe

destacar, que luego del dia 40 solo quedaron en tratamiento los animales de los
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grupos tratados, debido a que en el grupo control, todos los ratones alcanzaron el

maximo volumen tumoral éticamente permitido y debieron ser sacrificados.

Ademas, en todos los grupos tratados el tiempo de duplicacién para el tumor de
células 4T1 fue mayor que para el grupo control, el grupo tratado con la combinacién
Met+Prop presento el mayor tiempo de duplicaciéon tumoral como puede verse en la

Figura 28B (Met: P<0,01; Prop: P<0,05; Met+Prop: P<0,01).
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Figura 28: Evolucién del volumen tumoral y tiempo de duplicacién del tumor de células 4T1. A)
Evolucion del volumen tumoral. Curva de ajuste exponencial para cada grupo experimental. Se
grafic6 media + EE de un experimento representativo. B) Tiempos de duplicacion tumoral (media +
EE). C: Control; M: Met; P: Prop; M+P: Met+Prop.

En el caso de los ratones CBi portadores del tumor M-406, aquellos tratados con
Prop y Met+Prop mostraron efectos significativos en el crecimiento tumoral a partir
del dia 15 (P<0,05); el efecto de Met fue significativo a partir del dia 17 (P<0,05).
Los ratones del grupo control fueron los primeros en alcanzar el maximo volumen

tumoral éticamente permitido y fueron sacrificados (Figura 29A).

El tiempo de duplicacion para el tumor M-406, fue mayor en todos los grupos
tratados en forma significativa, siendo el grupo tratado con Met+Prop el que
presenté el mayor tiempo de duplicacién tumoral (Met: P<0,01; Prop: P<0,05;
Met+Prop: P<0,01) (Figura 29B).
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Figura 29: Evolucién del volumen tumoral y tiempo de duplicacién del tumor M-406. A) Evolucién del
volumen tumoral. Curva de ajuste exponencial para cada grupo experimental. Se grafic6 media + EE
de un experimento representativo. B) Tiempos de duplicacion tumoral (media + EE). C: Control; M:
Met; P: Prop; M+P: Met+Prop.

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la supervivencia

A medida que cada ratéon alcanz6 el maximo volumen tumoral éticamente permitido,

se lo sacrific6 y se construyd la correspondiente curva de supervivencia.

Para el caso de los tumores 4T1, todos los grupos tratados aumentaron la
supervivencia respecto al control, siendo la combinaciéon de Met+Prop la que
mostroé el efecto mas pronunciado (P<0,001); entre los dias 39 y 48 del ensayo,
todos los ratones del grupo control debieron ser sacrificados, mientras que del
grupo tratado con Met+Prop todavia no se habia sacrificado ningiin animal (Figura
30A). Los ratones con el tumor M-406 que fueron tratados con Met y/o Prop,
también mejoraron su supervivencia respecto a los ratones del grupo control,
siendo esta diferencia significativa para el grupo que recibié la combinacién

Met+Prop (P<0,001) (Figura 30B).
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Figura 30: Estudio de la supervivencia de ratones tratados con metformina y propranolol. A) Curva de
supervivencia de ratones portadores del tumor 4T1 tratados con Met y/o Prop. B) Curva de
supervivencia de ratones portadores del tumor M-406 tratados con Mety/o Prop.

Estudio de la toxicidad asociada a metformina y propranolol

La busqueda de nuevos tratamientos para el cancer no solo se basa en encontrar
tratamientos efectivos, también es importante que estos sean seguros y no
provoquen efectos toxicos severos. Una medida cuantificable e indicadora de
toxicidad general en nuestros modelos, es la modificacion del peso corporal relativo
de los ratones. Se considera que existe toxicidad cuando el peso corporal desciende
20% o mas, con respecto al valor antes de comenzar el tratamiento. Ademas, se
controlaron semanalmente otros parametros en los ratones como indicadores de
toxicidad: la calidad del pelaje, la actividad motora, el comportamiento, la frecuencia
respiratoria y el consumo de comida y bebida. No se observaron cambios evidentes
en ninguno de los parametros mencionados. En la Figura 31 se muestra la
representacion grafica de la evolucion del peso relativo de los ratones donde puede
verse claramente que no hubo modificaciones significativas luego de tratarlos con

Met y/o Prop.
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Figura 31: Evolucién del peso corporal de ratones tratados con Met y/o Prop. Los datos se expresan
como el porcentaje del peso corporal respecto al peso antes de iniciar el tratamiento (media + EE).
A) Ratones portadores del tumor de células 4T1 tratados con Met y/o Prop. B) Ratones portadores
del tumor M-406 tratados con Met y/o Prop.

Analisis del efecto de cloroquina y propranolol sobre la evolucion del volumen
tumoral

En este caso se utilizaron dos modelos tumorales inmunocompetentes, el tumor M-
234p inoculado en ratones BALB/cy el tumor M-406 inoculado en ratones CBi. Para
el caso de ratones BALB/c, no llegaron a observarse diferencias significativas en la
evolucion del volumen tumoral entre los grupos, pero puede verse que los ratones
que recibieron el tratamiento combinado con CQ+Prop presentaron una menor

cinética de crecimiento tumoral (Figura 32A).

A partir de las curvas de ajuste de crecimiento exponencial, se calculd el tiempo de
duplicacion tumoral. En este caso, tampoco se observaron diferencias significativas

entre los grupos experimentales para este parametro (Figura 32B)
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Figura 32: Evolucién del volumen tumoral y tiempo de duplicacion del tumor M-234p. A) Evolucién
del volumen tumoral. Curva de ajuste exponencial para cada grupo experimental. Se graficé media +
EE de un experimento representativo. B) Tiempos de duplicacion tumoral (media + EE). C: Control;
CQ: Cloroquina; P: Prop; CQ+P: Cloroquina+Prop.

Los ratones CBi, portadores del tumor M-406, tratados con CQ y Prop, tampoco
llegaron a mostrar mejoras significativas en la evolucién del volumen tumoral ni en

el tiempo de duplicacién tumoral (Figura 33A,B).
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Figura 33: Evolucién del volumen tumoral y tiempo de duplicacién del tumor M-406. A) Evolucidn del
volumen tumoral. Curva de ajuste exponencial para cada grupo experimental. Se graficé media + EE
de un experimento representativo. B) Tiempos de duplicaciéon tumoral (media + EE). C: Control; CQ:
Cloroquina; P: Prop; CQ+P: Cloroquina+Prop.

Analisis del efecto de cloroquina y propranolol sobre la supervivencia

A pesar de no haber visto un efecto claro del tratamiento con CQ y/o Prop sobre el
crecimiento tumoral, evaluamos si estos tratamientos afectaban la supervivencia de
los animales. Encontramos que CQ+Prop afecté positivamente la supervivencia de
los animales BALB/c portadores del tumor M-234p, pero esta mejora no llegé a ser

significativa (Figura 34A). En el caso de los ratones CBi portadores del tumor M-406,
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estos no presentaron mejoras en la supervivencia al ser tratados (Figura 34B). Es
importante destacar, que en estos ratones no observamos diferencias significativas

en el desarrollo de metastasis espontaneas (dato no mostrado).
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Figura 34: Estudio de la supervivencia de ratones tratados con cloroquina y propranolol. A) Curva de
supervivencia de ratones portadores del tumor M-234p tratados con CQ y/o Prop. B) Curva de
supervivencia de ratones portadores del tumor M-406 tratados con CQ y/o Prop.

Estudio de la toxicidad asociada a cloroquina y propranolol

Como se detall6 para los ratones tratados con Met y/o Prop, para evaluar la
toxicidad asociada a los tratamientos, se analizaron distintos pardmetros en los
ratones. Se controlé semanalmente el peso corporal, la calidad del pelaje, la
actividad motora, el comportamiento, la frecuencia respiratoria y el consumo de
comida y bebida. Nuevamente, no se observaron cambios evidentes en ninguno de
los parametros mencionados. En la Figura 35 se muestra la representacion grafica

de la evolucioén del peso relativo de los ratones tratados con CQ y/o Prop.
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Figura 35: Evolucién del peso corporal de ratones tratados con CQ y/o Prop. Los datos se expresan
como el porcentaje del peso corporal respecto al peso antes de iniciar el tratamiento (media + EE).
A) Ratones portadores del tumor M-234p tratados con CQ y/o Prop. B) Ratones portadores del tumor
M-406 tratados con CQ y/o Prop.

Dados los resultados recabados hasta el momento, de las dos combinaciones de
farmacos probadas, Met+Prop result6 ser la mas efectiva, tanto en los ensayos in

vitro como en los ensayos in vivo, por lo que fue la elegida para continuar con el

resto de los ensayos que se describen a continuacion.

ANALISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICOS

Con el fin de evaluar el impacto de los tratamientos administrados a nivel del tejido
tumoral y circundante, se analizaron bajo el microscopio 6ptico cortes histolégicos
del tumor M-406 tefiidos con hematoxilina-eosina. El analisis realizado por el
patdlogo E. Roggero corrobord que, se trata de un adenocarcinoma de mama poco
diferenciado, caracterizado por numerosas figuras mitoticas y extensas areas de
necrosis. No se observaron diferencias histologicas entre los tumores

pertenecientes a los grupos tratados y no tratados (Figura 36).
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Los cortes histoldgicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y se observaron bajo el microscopio
optico. A) 100 X. B) 400 X.

Determinacion de la proliferacion y apoptosis

En nuestros ensayos in vitro, comprobamos que el tratamiento con Met y/o Prop
afecta tanto la proliferacion celular como la apoptosis, ya que ambos pardmetros
estan relacionados directamente con el crecimiento tumoral. Para darle mayor
sustento a nuestro estudio, evaluamos en cortes histologicos del tumor M-406 el
efecto de Met y Prop sobre la proliferacion y apoptosis mediante
inmunomarcaciones para Ki67 y TUNEL (Figura 37). Encontramos un menor
nimero de células Ki67* por campo en los tumores de ratones que habian sido
tratados, indicando una menor capacidad proliferativa de las células tumorales en
dichos grupos experimentales (Figura 37A; P<0,001). En cuanto a la muerte celular,
observamos que, aquellos tumores pertenecientes a ratones que recibieron el
tratamiento combinado de Met+Prop presentaron un ndmero significativamente
mayor de células TUNEL* por campo analizado, lo que indicaria que el tratamiento
con Met+Prop es capaz de inducir apoptosis en las células tumorales (Figura 37B;

P<0,05).
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Figura 37: Andlisis inmunohistoquimico del tumor M-406. A) Fotos representativas de cada grupo y
cuantificacion de células Ki67+ por inmunohistoquimica: se contaron 10 campos al azar en
microscopio 6ptico (400X). B) Fotos representativas de cada grupo y cuantificacién de apoptosis por
la técnica de TUNEL: Las células TUNEL+ se cuantificaron en microscopio de fluorescencia en 8
campos elegidos al azar (400X). En ambos casos, los resultados se expresan como mediana-rango

(n=4/grupo).

Determinacion del contenido de células madre del cancer en tumor

Dentro de los tumores, se ha descripto que existe una poblacién celular denominada
células madre del cancer, intimamente relacionada al desarrollo de resistencia a las
terapias y recaidas de los pacientes. Se ha reportado que Met podria tener efectos
inhibitorios sobre las células madre del cancer, por lo que evaluamos en los tumores
mediante inmunomarcacion, silos tratamientos utilizados alteraban la expresién de
dos marcadores de células madre expresados en raton, CD44 y SOX-2. A pesar de
observar un menor numero de células tumorales positivas para estos marcadores
en los tumores tratados con Met y Met+Prop, no llegamos a ver una disminucién
significativa de células CD44+ o SOX-2+ en ninguno de los grupos tratados (Figura
38).
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Figura 38: Andlisis inmunohistoquimico del contenido de células madre del cancer en el tumor M-406.
Las células CD44+ y Sox-2+* se cuantificaron en 20 campos con aceite de inmersion (1000X). En todos
los casos, los resultados se expresan como mediana-rango (n=4/grupo).
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Determinacion del area tumoral vascularizada

La angiogénesis juega un papel crucial en la progresion del cancer, la capacidad de
un tumor de generar nuevos vasos sanguineos para lograr nutrirse condiciona su
crecimiento, por lo que este proceso resulta un blanco importante a combatir. Con
el fin de probar si los tratamientos en estudio ejercen efecto sobre la vascularizaciéon
tumoral, realizamos inmunotinciones para CD31 en cortes histolégicos del tumor M-
406. En este caso no se observaron diferencias en el porcentaje del area tumoral

vascularizada entre los grupos experimentales (Figura 39).
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Figura 39: Andlisis inmunohistoquimico del drea vascularizada en el tumor M-406. A) El porcentaje de
area vascularizada se cuantificé en 10 fotos (400X) con el software Image J. Los resultados se
expresan como mediana-rango (n=4/grupo).

ANALISIS DE POBLACIONES LINFOCITARIAS CIRCULANTES E
INTRATUMORALES

Algunos tumores se encuentran altamente infiltrados por células inmunes, mientras
que en otros, solo se detectan infiltraciones sutiles. Dado que se ha reportado que,
tanto en TNBC como en tumores de mama que sobre-expresan HER2, un mayor
contenido de linfocitos infiltrantes tumorales, se correlaciona con resultados
clinicos favorables analizamos la poblacién de un grupo de células inmunologicas
por citometria de flujo. Para esto, se determiné el contenido de linfocitos CD4+ y
CD8+* circulantes para tener un enfoque sistémico de la respuesta inmune que
podria estar montandose en respuesta a los tratamientos. Ademas, con el fin de
caracterizar mas en profundidad el tipo de respuesta inmunolégica, se determin6 en
las mismas muestras el contenido de linfocitos CD4+Foxp3+*y linfocitos CD4+IL17+.
También, se analizaron las mismas poblaciones de linfocitos en muestras de

tumores 4T1.
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No observamos diferencias significativas entre los grupos experimentales en

ninguna de las poblaciones de linfocitos circulantes estudiadas (Figura 40).
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Figura 40: Porcentaje de linfocitos circulantes: A) Porcentaje de linfocitos CD4+ circulantes. B)
Porcentaje de linfocitos CD8+ circulantes. C) Porcentaje de linfocitos CD4+ Foxp3+ circulantes. D)
Porcentaje de linfocitos CD4+ IL17+ circulantes. Los resultados se analizaron con el software Flow]o
y se expresan en funcidn del porcentaje de linfocitos de sangre periférica luego de excluir los

eritrocitos residuales y detritos de acuerdo con los perfiles de dispersion frontal y lateral (mediana-
rango; n=>5/grupo).

En las muestras de tumor primario tampoco se observaron diferencias significativas

en el contenido de células inmunitarias entre los grupos (Figura 41).
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Figura 41: Porcentajes de linfocitos en el tumor de células 4T1: A) Porcentaje de linfocitos CD4+
intratumorales. B) Porcentaje de linfocitos CD8* intratumorales. C) Porcentaje de linfocitos CD4+
Foxp3+ intratumorales. D) Porcentaje de linfocitos CD4+ IL17+ intratumorales. Los resultados se
analizaron con el software FlowJo y se expresan en funcién del contenido total de células luego de

excluir los eritrocitos residuales y detritos segin los perfiles de dispersion frontal y lateral (mediana-
rango; n=>5/grupo).

Cabe destacar que, en las muestras de tumores provenientes de ratones tratados con
Met+Prop se observé un mayor contenido de linfocitos intratumorales, aunque esta
tendencia no llegd a ser significativa (dato no mostrado). Asi como el infiltrado
linfocitario tiene importancia prondstica en la progresién de los tumores, la
proporcién CD4/CD8 también podria ser de relevancia clinica. En nuestro modelo
no encontramos diferencias en esta relacion entre los grupos experimentales, pero

notamos que la relacion en el grupo control fue reproducible para las muestras de
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sangre y tumor, mientras que este cociente fue tendencialmente menor para el
grupo tratado en las muestras de tumor (Figura 42A,B). Con respecto a la relacion

Foxp3/IL17 tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos (Figura

42CD).
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Figura 42: A) Relacién CD4/CD8 en sangre. B) Relacién CD4/CD8 en tumor. C) Relacién Foxp3/IL17
en sangre. D) Relacion Foxp3/IL17 en tumor (mediana-rango; n=>5/grupo).

ESTUDIOS in vivo DEL EFECTO ANTIMETASTASICO DE LOS TRATAMIENTOS

Analisis del efecto de los farmacos reposicionados sobre el desarrollo de
metastasis espontaneas

Al finalizar el estudio del efecto antitumoral de los diferentes tratamientos, los
ratones portadores de tumores, fueron sacrificados a medida que alcanzaron el
maximo volumen tumoral éticamente permitido y se les extirparon los pulmones,

los cuales fueron colocados en solucién Bouin durante 24 h para fijarlos y teiiirlos.

En los ratones BALB/c, portadores del tumor 4T1 tratados con Met y/o Prop, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos al analizar el numero de

metastasis por ratén, como se muestra en la Figura 43.
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Figura 43: Andlisis del efecto antimetastdsico de metformina y propranolol sobre metéstasis
pulmonares espontaneas del tumor 4T1. Se graficd el niimero de nédulos metastasicos por ratén
(mediana-rango) en ratones BALB/c portadores del tumor 4T1. C: Control; M: Met; P: Prop; M+P:
Met+Prop.
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Para los ratones CBi portadores del tumor M-406 tratados con Met y/o Prop se
analizé la cantidad de ratones en cada grupo que presentaron metastasis y se
construy¢ la Tabla VII. Los resultados indican que en el grupo control el 100% de los
ratones presentd metastasis. En todos los casos los tratamientos redujeron el
porcentaje de ratones con metastasis, siendo significativa la diferencia para los

grupos tratados con Prop y Met+Prop (P<0,05 en ambos casos).

Grupo % nmet /ptot
Control 100 16/16
Metformina 84,21 16/19
Propranolol 72,22 % 13/18
Met+Prop 58,33 * 7/12

Tabla VII: Porcentaje de ratones con metastasis pulmonares. n™et: nimero de ratones con metastasis;
ntot: nimero total de ratones.

Ademas, se evalu6 el nimero de ndédulos metastdsicos por ratén. Los ratones
tratados con Prop y Met+Prop presentaron un menor nimero de metastasis con
respecto a los ratones del grupo control, siendo este resultado significativo solo para

los ratones tratados con la combinacién de los farmacos (P<0,05) (Figura 44).
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Figura 44: Andlisis del efecto antimetastisico de metformina y propranolol sobre metastasis
pulmonares espontineas del tumor M-406. Se graficé el numero de nédulos metastasicos por ratén
(mediana-rango) en ratones CBi portadores del tumor M-406. C: Control; M: Met; P: Prop; M+P:
Met+Prop.
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Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre el desarrollo de metastasis
experimentales

El proceso de metastasis consta de cuatro pasos esenciales: el desprendimiento de
las células cancerosas del tumor primario, su entrada en circulacion (intravasacion),
su salida de la circulacién (extravasacion), y la supervivencia y crecimiento en un

organo distante.

Para independizarnos de las primeras etapas de la cascada metastasica, se realiz6
una inyeccién intravenosa de una suspensién de células 4T1; de esta manera,
depositamos las células directamente en el torrente sanguineo y nos centramos en
evaluar la supervivencia de las células tumorales en sangre, su extravasacion y la
capacidad de crecer en un nicho secundario. Transcurridos 15 dias desde la
inoculacién, los ratones se sacrificaron, y mediante una inyeccién intra-traqueal con
tinta china, se tifieron los pulmones de negro de modo de facilitar la cuantificacién

de los n6dulos metastasicos (Figuras 45A y 46A).

Luego de analizar las metastasis por pulmén en cada grupo, en ratones BALB/c,
inoculados con células 4T1, todos los tratamientos fueron efectivos en disminuir el
numero de metastasis por raton, pero solo los ratones tratados con Prop y la
combinaciéon de Met+Prop presentaron un nimero significativamente menor de
nodulos metastasicos (P<0,05) (Figura 45B). Al analizar la distribucién de tamafios
de dichos nédulos, se encontré que los ratones tratados con Prop y Met+Prop

presentaron nodos metastasicos de menor tamafio (Figura 45C).
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Figura 45: Anadlisis del efecto antimetastasico de metformina y propranolol sobre metastasis
pulmonares experimentales del tumor 4T1. A) Foto representativa de pulmones en cada grupo
experimental B) Numero de nddulos metastdsicos por ratén. Las metdstasis se contaron
macroscopicamente (mediana-rango) C) Distribucién por tamafos de los nédulos metastasicos para
cada grupo. C: Control; M: Met; P: Prop; M+P: Met+Prop.
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En los ratones CBi, inoculados con las células M-406, el grupo tratado con Prop
mostro una tendencia a presentar un menor niumero de metastasis que no lleg6 a
ser significativo, comparado con los controles. Sin embargo, el grupo tratado con
Met+Prop present6 diferencias significativas respecto del control (P<0,01) (Figura
46B). Al analizar la distribucién de tamafios de los nddulos metastasicos, se observo

que los grupos tratados con Prop y Met+Prop desarrollaron metastasis mas

pequefias (Figura 46C).
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Figura 46: Analisis del efecto antimetastdsico de metformina y propranolol sobre metastasis
experimentales del tumor M-406. A) Foto representativa de pulmones en cada grupo experimental
B) Numero de ndédulos metastasicos por ratén. Las metastasis se contaron macroscépicamente
(mediana-rango) C) Distribucién por tamafos de los nddulos metastasicos para cada grupo. C:
Control; M: Met; P: Prop; M+P: Met+Prop.

Los resultados obtenidos nos alentaron a profundizar en estudios para caracterizar
el efecto del tratamiento con Met+Prop en los diferentes pasos correspondientes a

la progresion metastasica.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON METFORMINA Y PROPRANOLOL SOBRE LA
CASCADA METASTASICA

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre el proceso de intravasacion

Para disociar el efecto Met+Prop sobre los distintos pasos que conducen a la
formacion de metastasis, inicialmente evaluamos si el tratamiento con Met+Prop
afectaba el desprendimiento de las células del tumor primario y su intravasacion. Se
inocularon por via subcutanea ratones BALB/c con células 4T1-GFP. Al dia 18 se
tomaron muestras de sangre y se analizaron por citometria de flujo para evaluar la
poblacion de células verdes positivas circulantes (Figura 47A). En un experimento
paralelo, se tomaron muestras de sangre de ratones portadores del tumor 4T1,

luego de la lisis de glébulos rojos, se tifieron con los anticuerpos EpCAM, CD34 y
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CD45 para analizar las muestras por citometria de flujo, se seleccion6 la poblacién
de células que tuviera marcacion positiva para EpCAM y marcacion negativa para
CD34 y (D45, para descartar tinciones inespecificas de progenitores
hematopoyéticos y leucocitos respectivamente (Figura 47B). En ambos casos se
observé una disminucion en el porcentaje de células tumorales en sangre que,
aunque no llego a ser estadisticamente significativa, nos indica que el tratamiento

podria afectar parcialmente el proceso de intravasacion.
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Figura 47: Estudio del efecto del tratamiento con Met+Prop sobre la intravasacién. A) Se extrajo
sangre de ratones portadores del tumor subcutaneo de células 4T1-GFP al dia 18, se realizd la
cuantificacion del porcentaje de células verdes positivas por citometria de flujo (P=0,193, mediana-
rango). B) Se extrajo sangre de ratones portadores del tumor de células 4T1 al dia 35, se realizaron
las tinciones correspondientes y se determind por citometria de flujo del porcentaje de células
EpCAM+CD34-CD45- (P=0,06, mediana-rango).

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la supervivencia de células
tumorales en sangre y su extravasacion

Una vez que la célula metastasica es capaz de alcanzar la circulacion sistémica, debe
ser capaz de sobrevivir en este nuevo entorno en ausencia de anclaje, evadir el
sistema inmune y conseguir detenerse y extravasar en un tejido distante. Nuestro
siguiente paso consisti6 en evaluar el impacto del tratamiento sobre la
supervivencia de las células tumorales en sangre y su extravasacion. Para tal fin,
inoculamos ratones por via intravenosa con células tumorales marcadas en color
verde. Luego de 48 h de tratamiento con Met+Prop, se sacrificaron los ratones y se
tomaron muestras de sangre que fueron analizadas por citometria de flujo y se
extirparon los pulmones para realizar cortes histologicos y ser visualizados bajo el
microscopio confocal. En la Figura 48A puede verse que en aquellos ratones que
recibieron el tratamiento con Met+Prop se encontré un menor porcentaje de células
tumorales en sangre (P<0,05). En cuanto a la cuantificacion de las células verdes

encontradas en pulmones, los ratones que recibieron el tratamiento presentaron un
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numero de células verdes por l6bulo significativamente menor (P<0,05), lo mismo
pudo observarse en aquellos ratones que fueron inyectados con células pre-tratadas

con Met+Prop (Figura 48B,C; P<0,05).
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Figura 48: Estudio del efecto del tratamiento sobre la supervivencia y extravasacién de las células
tumorales. A) La cuantificacion del porcentaje de células verdes positivas circulantes se realizé por
citometria de flujo (mediana-rango). B) Fotos representativas de los pulmones de cada grupo
tomadas bajo el microscopio confocal (100X) C) Cuantificacién de células verdes positivas por 16bulo
pulmonar. Se analiz6 todo el tejido pulmonar presente en el corte histolégico (mediana-rango).

Analisis del efecto de metformina y propranolol sobre la proliferacion de las
células tumorales en pulmones

Resultados anteriores indicaron que las metastasis pulmonares desarrolladas en
ratones tratados con Met+Prop, eran de menor tamafio. Por lo tanto, para finalizar
nuestro estudio del efecto del tratamiento con Met+Prop sobre la cascada
metastasica, nos quedaba por ver si esa diferencia en el tamafio de los nodos
metastasicos podia deberse a que el tratamiento afectaba la proliferaciéon de las
células tumorales una vez que se instalaban en un nuevo nicho. Para esto, se inocul4
por via intravenosa una suspension de células 4T1 en la vena lateral de la cola de
ratones BALB/c. Al dia 30 se sacrificaron los ratones, se extirparon los pulmones a
los cuales se les realizaron cortes histoldgicos y posteriores tinciones para Ki67. Se
cuantificé el porcentaje de células Ki67* en las micrometastasis pulmonares. Se
encontr6 un porcentaje significativamente menor (P<0,05) de células Ki67+ en las
metastasis de los pulmones de los ratones que habian recibido tratamiento (Figura

494).
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Figura 49: Andlisis del efecto del tratamiento sobre la proliferacion de células tumorales en pulmones.
A) Fotos representativas de cada grupo tomadas bajo el microscopio 6ptico (400X). B) Porcentaje de
células Ki67+ en metdstasis pulmonares (mediana-rango).

Evaluacion del efecto de metformina y propranolol como terapia adyuvante

Siempre que sea posible, la primera linea de tratamiento para el caAncer de mama es
la cirugia, esto puede variar dependiendo del estadio y la histologia del tumor.
Seguido a la cirugia suelen administrarse rondas de quimioterapia y/o radioterapia,
lo cual reduce la mortalidad de las pacientes y recurrencia de los tumores. Dados los
resultados obtenidos hasta el momento, nuestro siguiente paso fue probar el efecto
del tratamiento con Met+Prop como terapia adyuvante. Para esto, se extirparon
quiruargicamente los tumores subcutaneos M-406 de ratones CBi y 4T1 de ratones
BALB/c y se trataron los animales durante 6 semanas con la combinacién
Met+Prop. Pasado este tiempo, se sacrificaron y se evaluaron los pulmones en busca

de metastasis. Los resultados se muestran en las siguientes tablas:

Grupo % nmet/ntot
Control 66,6 6/9
Met+Prop 20* 2/10

Tabla VIII: nmet = ratones CBi con metastasis pulmonares del tumor M-406, ni,t = ratones totales.
P=0,019

Grupo % nmet/ntot
Control 61,5 8/13
Met+Prop 30 3/10

Tabla IX: nmet = ratones BALB/c con metastasis pulmonares del tumor 4T1, nwt = ratones totales.
P=0,067

Como puede verse en las Tablas VIII y IX, un nimero menor de ratones que

recibieron el tratamiento con Met+Prop desarrollaron metastasis luego de la

Reposicionamiento de drogas para el tratamiento del cancer. Nuevos usos para drogas conocidas



RESULTADOS

extirpacion del tumor primario. Cabe destacar que no se observaron recidivas en los

ratones.
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A pesar de su eficacia terapéutica, los benzimidazoles, como albendazol (ABZ) o
ricobendazol (RBZ), tienen poca solubilidad acuosa, por lo que su absorcion es
limitada luego de su administracidn oral. Para contrarrestar esto, el grupo de la Dra.
M. Celina Lamas del area Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas desarroll6 complejos de inclusiéon de ABZ con citrato-
B-ciclodextrina (C-B-CD). Se plante6 que esta formulacién de CD podria ayudar a

reposicionar el ABZ para el tratamiento de tumores de mama triple negativos.

Para evaluar la posibilidad de reposicionar este tipo de farmacos, se comenzoé
evaluando el efecto de ABZ y RBZ sobre la proliferacién de la linea celular 4T1. Como
se muestra en la Figura 11 de la seccién resultados, tanto ABZ como RBZ
disminuyeron en forma dependiente de la dosis el crecimiento de células 4T1 en
cultivo. A partir de esto, se eligi6é seguir trabajando con ABZ ya que se conseguian
los mismos efectos sobre el crecimiento celular que con RBZ, pero utilizando
concentraciones mucho mas bajas. Fue asi que se desarrollé un complejo de ABZ con
C-B-CD al que se le evalud su efecto sobre el crecimiento de células 4T1 in vitro
(Figura 50). Tanto ABZ como su complejo con C-B-CD disminuyeron
significativamente el crecimiento de células 4T1 en comparacién con el control no
tratado. Como era de esperar, no se observaron diferencias en el crecimiento de

células que fueron incubadas con la C-B-CD sola.
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Figura 50: Efecto del complejo de inclusién de ABZ y C-f3-CD sobre el crecimiento de células 4T1: Las
células se incubaron en presencia (0,5 pM) o ausencia de los tratamientos durante 48 h. Se graficé
media + EE de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como porcentajes de
crecimiento respecto al control (100%). C: Control; CD: Ciclodextrina; ABZ: Albendazol; ¢: complejo
de inclusién de ABZ y C-B-CD.

Para complementar la validacién de estos datos, se llevé a cabo un experimento con

ratones BALB/c inoculados subcutdneamente con células 4T1. Los animales fueron
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separados al azar en 3 grupos experimentales una vez que el tumor fue palpable. Los

tratamientos administrados fueron:

Control: Sin tratamiento
ABZ: 30 mg/Kg 3 veces a la semana administrados en el alimento

Complejo (ABZ:C-p-CD): 30 mg/Kg 3 veces a la semana administrados en el alimento

Se procedid de la forma descrita anteriormente para los ensayos in vivo. Como se
muestra en la Figura 51 los ratones tratados con el complejo mostraron una cinética
de crecimiento significativamente mas lenta en comparacién con los otros grupos
(P<0,01). El examen de los animales, al final del ensayo, no indic6 diferencias en el

numero de metastasis pulmonares espontaneas (datos no mostrados).
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Figura 51: Evolucién del volumen de tumores 4T1. Curva de ajuste exponencial para cada grupo
experimental.

Reposicionamiento de drogas para el tratamiento del cancer. Nuevos usos para drogas conocidas



DISCUSION Y CONCLUSIONES

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cancer de mama es el tipo de cdncer mas frecuente en mujeres a nivel mundial y
el responsable de una alta tasa de mortalidad en personas de este sexo. En general,
el pronostico para pacientes con cancer de mama ha ido mejorando con los afios
debido a la deteccion temprana de la enfermedad y al desarrollo de terapias
dirigidas. Los tumores de mama triple negativos (TNBC) son un tipo particular de
tumores de mama que no expresan receptores de estrogenos, receptores de
progesteronay el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano-2 (HER2).
Representan del 12 al 17% de los tumores de mama aproximadamente, pero tienen
un prondéstico muy pobre y debido a su falta de respuesta a las terapias hormonales
y dirigidas, los pacientes que padecen este tipo de tumores ven disminuidas sus
opciones de tratamiento a la cirugia, a la quimioterapia estandar neo-adyuvante o
adyuvante y radioterapia [20]. Con el constante avance de la medicina moderna, se
espera que sea posible una caracterizacién molecular mejorada de los TNBC para
lograr establecer subgrupos dentro de este tipo de tumores que proporcionen
informacién sobre el prondstico y comportamiento tumoral, y permitan desarrollar
estrategias terapéuticas especificas mejorando el grado de precisiéon con el que
elegir el tratamiento mas adecuado. Con respecto a esto, se han desarrollado
inhibidores de la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), inhibidores de la via PI3K,
inhibidores de puntos de control inmunoldégico e inhibidores de quinasa
dependiente de ciclina que han mostrado resultados positivos en ensayos clinicos

en pacientes con TNBC [73].

Uno de los desafios a los que se enfrentan los onc6logos en paises de medianos y
bajos ingresos, es ofrecer a sus pacientes tratamientos efectivos, seguros y
accesibles. Resulta de gran importancia lograr reducir los costos en la atencion de
pacientes oncoldgicos para que mas personas puedan acceder a un tratamiento. Una
alternativa para esto es el reposicionamiento de fadrmacos, el cual se refiere al uso
de medicamentos ya existentes en indicaciones diferentes para las que fueron
disefiados, en este caso, el tratamiento del cancer. Este enfoque posee algunas
ventajas, al tratarse de medicamentos viejos que se encuentran en version genérica,

estan disponibles a un bajo costo, ademas, se administran de forma oral con lo que
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se evitarian las inyecciones intravenosas y estadias en centros de salud. Este tipo de
medicamentos suele administrarse en forma cronica, sus esquemas de dosificacidon
ya son conocidos por lo que resultarian poco téxicos en comparaciéon con los
regimenes de quimioterapia convencional donde se administra la dosis maxima
tolerada de farmaco por el paciente [74, 75]. Recientemente Spini y colaboradores
han publicado una revisién brindando evidencias sobre la utilizacion de farmacos
en reposicionamiento para el tratamiento de TNBC, basandose en estudios
preclinicos publicados y en ensayos clinicos actuales en fase 1 y 2 donde se destaca
la utilizacion de [-bloqueantes, estatinas, metformina, antifingicos y

antiinflamatorios no esteroideos entre otros [76].

En nuestro trabajo, evaluamos el efecto antitumoral de distintos farmacos en
reposicionamiento administrados crénicamente y en bajas dosis, en forma
individual o combinada, sobre distintos modelos de TNBC in vitro e in vivo. La
mayoria de los fArmacos en reposicionamiento actiian a nivel del metabolismo de la
célula tumoral, por lo que afectarian las diferentes vias que conducen a la obtencién
de energia y metabolitos indispensables para sostener la sintesis de compuestos a
gran escala, la proliferaciéon y otros procesos relacionados con la progresion
tumoral. En este trabajo seleccionamos un grupo de firmacos en reposicionamiento
que se conoce que actdan modulando distintas vias metabodlicas en las células
(Figura 3): el metabolismo energético celular (Met, Figura 4), el metabolismo
asociado a la actividad simpatica (Prop, Figura 5), el metabolismo de degradacién
de proteinas y organelas por autofagia (CQ, Figura 6), el metabolismo hormonal
(DHEA), el metabolismo lipidico (Orl), el metabolismo mitocondrial (Doxi) y el ciclo

celular (ABZ, RBZ).

Para el abordaje inicial, se utilizaron concentraciones crecientes de los farmacos
mencionados (Tabla II) y se evalu6 su efecto sobre la proliferacion celular. La linea
murina 4T1 resulté ser sensible a todos los farmacos probados en forma
dependiente de la dosis (Figura 11) confirmando la potencialidad de utilizar
farmacos en reposicionamiento para el tratamiento de TNBC. En acuerdo con
nuestros resultados, se reportaron los efectos de Met, Prop, CQ, DHEA y Doxi sobre

la proliferaciéon de células 4T1 u otros modelos de tumores de mama en forma
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dependiente de la dosis [63, 77-80]. Por otra parte, se ha informado que Orl y ABZ
fueron capaces de afectar el crecimiento de células de cancer de pancreas humano

[81, 82].

De cada farmaco (excepto ABZ y RBZ que se utilizaron para otros estudios) se
decidié elegir un valor de concentraciéon (Tabla III) donde observamos una
disminucion del crecimiento de aproximadamente el 20% para realizar los estudios
posteriores. Asi, luego de observar un efecto sobre el crecimiento celular por parte
de cada farmaco, nos preguntamos si combinarlos resultaria una alternativa mas
efectiva. Todas las combinaciones probadas se muestran en la Figura 12. En algunos
casos observamos que la combinacién de los farmacos disminuy6 significativamente
el crecimiento celular pero no produjo un mayor efecto que los tratamientos por
separado, como por ejemplo, las combinaciones de CQ+Met, Orl+CQ, Orl+Prop,
DHEA+CQ. Para Doxi, a las concentraciones y los tiempos en que realizamos
nuestros ensayos, no llegamos a ver efectos significativos de su combinacién con

Prop, Met o CQ sobre el crecimiento.

Finalmente, las combinaciones de Met+Prop o CQ+Prop resultaron ser las
alternativas mas efectivas en disminuir significativamente el crecimiento de las
células 4T1, diferencidndose significativamente de los tratamientos individuales
(Figura 12). A partir de este ensayo, limitamos el resto de nuestros estudios a estos
3 farmacos en reposicionamiento. La eleccion de continuar nuestro trabajo con Met,
Prop y CQ se sustenta con resultados publicados por otros investigadores tanto en
lineas celulares de mama como en otros modelos tumorales. Se ha comprobado que
Met es capaz de disminuir la capacidad proliferativa de lineas celulares humanas
triple negativas (MDA-MB-231) y no triple negativas (MCF7) en concentraciones 1
mM y 5 mM [83]; por su parte, Prop ha demostrado efectos antiproliferativos y
antiangiogénicos in vitro sobre las mismas lineas celulares de cancer de mama
ademas de lineas de neuroblastoma, carcinoma de pulmén de células no pequefias
y glioblastoma en concentraciones mayores a las utilizadas en nuestro trabajo [80].
Se ha demostrado que CQ inhibe el crecimiento de células tumorales de vejiga en
forma dependiente del tiempo y la dosis [84] pero, nuevamente, a estos resultados

se arribd utilizando concentraciones de CQ mayores a las utilizadas en nuestro
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trabajo. Resulta interesante el hecho de utilizar estas combinaciones, ya que al
tratarse de farmacos que estan alterando distintas vias del metabolismo de la célula
tumoral, es posible que como resultado se produzca una mayor alteracién en la

obtencidon de energia y metabolitos indispensables para la supervivencia celular.

El siguiente paso fue evaluar el efecto de Met, Prop y CQ sobre otros modelos
celulares de TNBC humanos (MDA-MB-231) y murinos (M-406, M-234p). Nuestros
resultados indican que los 3 fArmacos afectaron negativamente el crecimiento de las
células en forma dependiente de la dosis (Figura 13); la combinacién Met+Prop
disminuy0 significativamente el crecimiento en los 3 modelos celulares estudiados
mientras que CQ+Prop solo lo hizo en la linea celular de origen humano (Figura 14).
Cabe destacar que nuestro grupo de trabajo también demostrd la eficacia del
tratamiento con Met+Prop en una linea celular que expresa receptores hormonales
(MCF7; dato no mostrado). Ademas, el efecto de Met+Prop sobre la proliferaciéon
celular se correlacion6 con menores niveles de fosforilacion de ERK luego de
estimulos proliferativos cuando las células 4T1 se pre-trataron con Met+Prop
(Figura 15). Cabe destacar, que nuestro grupo de trabajo observéd los mismos
resultados para la linea de cancer colorrectal HCT116, sin evidenciarse
modificaciones en la expresion de ERK total; indicando que el efecto de Met+Prop
sobre las vias de sefializacidn asociadas a proliferacion no estaria restringido a un
unico tipo tumoral. Otros autores también informaron un efecto significativo de
Prop y Met sobre la fosforilaciéon de ERK en la linea celular de TNBC, MDA-MB-231.
El efecto de Prop fue observado luego de pre-tratar las células 24 h, pero a
concentraciones mayores a las utilizadas en nuestro trabajo [85], mientras que Met
disminuyo la fosforilacion de ERK de una manera dependiente de la dosis y del
tiempo en la misma linea celular. A estos resultados llegaron incubando con
concentraciones crecientes de Met (1-10 mM) durante 6 h o, incubando con Met 5
mM durante 24 h [86]. Es necesario destacar que en nuestro caso, observamos los
mismos resultados incubando solo 4 h con la combinacién Met+Prop y resulté

suficiente para afectar las vias de sefalizacidn asociadas a proliferacidn.

Uno de los problemas que presentan los tratamientos convencionales del cancer es

la toxicidad generada en los pacientes. Esto se debe a que los farmacos citotéxicos
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no resultan especificos de las células tumorales y afectan también a las células
normales del organismo. Por tal motivo, es importante desarrollar terapias que
resulten efectivas y con un buen perfil de seguridad. Para profundizar en este punto,
evaluamos in vitro el efecto de Met, Prop y CQ sobre una linea celular epitelial no
tumoral encontrando que, ni los tratamientos individuales ni los combinados
causaron un efecto significativo sobre la proliferacién en las concentraciones
evaluadas (Figura 16). Esto podria deberse a que las células tumorales resultan mas
sensibles al tratamiento que las células normales, en virtud de la reprogramacién
metabdlica a la que se ven sometidas, como por ejemplo, glucélisis, biogénesis
mitocondrial, sintesis de proteinas y metabolismo de lipidos alterados, entre otras.
Este resultado nos estaria confirmando que la posibilidad de atacar el metabolismo

alterado de la célula tumoral representa una estrategia terapéutica interesante.

Met, Prop y CQ suelen administrarse en esquema continuo a los pacientes, por lo
tanto, con el fin de imitar la administracion crénica de estos fAirmacos, realizamos
ensayos de proliferacion en presencia de Met, Prop y CQ en forma continua. Como
puede verse en las Tablas IV, V y VI, los valores de IC50 de los farmacos fueron mas
bajos para las células que recibieron el tratamiento a largo plazo (144 h) en
comparacion con los valores de IC50 obtenidos durante la incubacion de las células
con los tratamientos a corto plazo (24 h). Esto, nos estaria indicando que cuando las
células son sometidas a tratamientos prolongados en el tiempo se pueden observar
los mismos efectos en el crecimiento utilizando menores concentraciones de los
farmacos. Esta no es una caracteristica especial de estos medicamentos, sino que,
creemos, es una consecuencia del esquema de administracién, lo cual se remonta a
los inicios del 2000, cuando Browder y colaboradores demostraron que el
tratamiento con dosis bajas y continuas de ciclofosfamida fue mas efectivo que un
esquema convencional evitando el desarrollo de resistencia al farmaco, lo que sent6
las bases de lo que mas tarde se denomin6 quimioterapia metronémica [87]. A su
vez, la efectividad de este esquema continuo nos podria estar indicando que el efecto

de los farmacos utilizados no es puntual, sino que se sostiene en el tiempo.

El uso de combinaciones de farmacos resulta ventajoso ya que es posible aumentar

la eficacia terapéutica, evitando la toxicidad y minimizando el desarrollo de
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resistencia a los medicamentos. La eficacia de un tratamiento combinado puede
deberse al efecto aditivo de la utilizacién de farmacos diferentes o bien, puede
potenciarse si la accién de un fAirmaco de alguna manera, aumenta la del otro. Para
completar este estudio, dado que observamos un efecto mas pronunciado sobre la
proliferacion celular por parte de los tratamientos combinados, determinamos si
existia o no sinergismo entre los farmacos mediante la construccion de
isobologramas (Figuras 17 y 18). Encontramos que los valores de IC50 de diferentes
combinaciones de Met y Prop y, CQ y Prop caen por debajo de la linea de aditividad,
indicando que los firmacos mencionados al combinarse actiian de manera sinérgica,
es decir, existe una interaccidn bioldgica entre ellos que permite utilizarlos en dosis
bajas y obtener mejores efectos terapéuticos que si se usaran por separado a esas
mismas dosis. Se ha reportado que existe una relacion estrecha entre la actividad de
los receptores (-adrenérgicos y el metabolismo de la glucosa en cancer de mama
mediada por la hexoquinasa-2, lo que podria explicar el efecto sinérgico observado
entre Met y Prop. Ademas, la actividad de los receptores [(-adrenérgicos se
correlaciona positivamente con la via de sefializacion PI3K-Akt-mTOR-4EBP, por lo
que la expresion de hexoquinasa-2 podria verse inhibida por accién de Prop
mediante la regulacion de la traduccion [88]. Por otra parte, se ha visto que Prop
inhibiria la autofagia en células de cancer de prostata mediante la acumulacion de
los autofagosomas impidiendo su maduracion [89], si este efecto fuera
independiente del tipo celular, podriamos extender estas observaciones a células de
tumores de mama y se explicaria, en parte, el efecto sinérgico observado entre CQ y

Prop.

Normalmente, las células del organismo cuentan con mecanismos para lograr un
equilibrio entre el crecimiento y la muerte celular. Las células malignas proliferan
descontroladamente y no mueren cuando deberian. Es por esto que,
preferentemente se busca que un tratamiento no solo inhiba el crecimiento de las
células tumorales, sino que también logre matarlas. Los tratamientos con Met, Prop
y CQ, no solo consiguieron inhibir el crecimiento de las lineas celulares de TNBC,
sino que también lograron inducir la muerte celular programada de estas células,
como verificamos mediante la determinacién del porcentaje de células positivas

para Anexina-V por citometria de flujo (Figuras 19 y 20). La combinacion de
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Met+Prop aumenté significativamente el porcentaje de poblaciones apoptoticas en
todas las lineas estudiadas (Figura 19A,B y Figura 20), pero Met no llegé a mostrar
valores significativos en los casos de la linea MDA-MB-231 y las células M-234p a las
dosis y tiempos evaluados. Sin embargo, como puede verse en la Figura 13, Met
inhibié el crecimiento de las células MDA-MB-231 significativamente en forma
dependiente de la dosis. Este comportamiento, puede deberse a que los farmacos
podrian afectar de manera diferente los ciclos de vida y de muerte celular en cada
tumor en particular. Asimismo, en el caso de las células tratadas con Prop, no
observamos un aumento significativo en las poblaciones apoptoéticas de M-406, a
pesar que en el ensayo de proliferacion se observé que Prop fue eficiente en
disminuir el crecimiento de las células M-406, ain en las concentraciones mas bajas
que se probaron (Figura 13). En este caso, esta diferencia también puede deberse a
que estas células se obtienen a partir de la disgregaciéon de tumores primarios, que
no representan la misma poblacién celular homogénea en cada experimento, y
debido a esto pueden presentar comportamientos distintos y variabilidad de un
ensayo a otro. Se debe tener en cuenta que las vias que conducen a la muerte celular
pueden no estar igualmente activas en los distintos tipos celulares y, dado que aun
no se conocen en profundidad los mecanismos por los cuales Met y Prop ejercen sus
efectos antitumorales, esto constituye un punto pendiente sobre el que deben
realizarse numerosos estudios. Se ha descripto en lineas de cancer de mama que el
tratamiento con Met induce la generacion de especies reactivas del oxigeno, reduce
la expresidn de proteinas anti-apoptoticas, como Bcl-2 y Mcl-1, e induce la expresion
de BAX, una proteina pro-apoptotica, lo que sugeriria que el efecto de Met en las
células de cancer de mama estaria mediado por la via intrinseca de la apoptosis,
mediada por las mitocondrias [90]. Por otra parte, Montoya y colaboradores
analizaron el tumor de una paciente con cancer de mama avanzado, tratada con Prop
como terapia neoadyuvante. El andlisis se realizé en tejido de la biopsia diagnostica
(pre-tratamiento) y en tejido extirpado durante la cirugia (post-tratamiento).
Encontraron que, en las muestras analizadas, disminuyé la expresion de Bcl-2 y
aumento la expresion pro-apoptotica de p53. También, trataron células MDA-MB-
231 in vitro con Prop y encontraron que el tratamiento aument6 notablemente los

niveles de productos de escision de las caspasas 3, 6 y 9 tras 2 h de tratamiento [47],
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lo que nos lleva a pensar que Prop estaria induciendo apoptosis a través de la
activacion de las vias apoptoticas intrinseca y extrinseca. Para el caso de la
combinaciéon CQ+Prop observamos un aumento significativo del porcentaje de
células apoptoticas tanto en la linea 4T1 como MDA-MB-231, mientras que los
tratamientos individuales no ejercieron ningtn efecto (Figura 19C,D); este resultado
podria parecer contradictorio al observado para Prop en la Figura 19A,B, pero vale
la pena aclarar que en ese caso se usaron concentraciones mayores de Prop y esto
puede haber ayudado a alcanzar resultados estadisticamente significativos.
Respecto a CQ, se ha observado que es capaz de inducir apoptosis en células de
cancer de vejiga a mayores concentraciones a las utilizadas en nuestro estudio,
también se vio que reduce la expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2 y regula
positivamente la expresion de caspasa-3. Cabe destacar que ademas se verificé su
accion inhibidora de la autofagia [91], algo que hubiera sido interesante demostrar

en nuestros modelos también.

El cancer evoluciona por un proceso reiterativo de expansion clonal que requiere de
la adaptacion de las células a los cambios en el microambiente tumoral. Desde una
célula inicial hasta la deteccion clinica del tumor, existe un constante desarrollo
celular con el que se adquieren alteraciones genéticas y epigenéticas, las cuales
contribuyen a la heterogeneidad que caracteriza a los tumores. A su vez, la
capacidad clonogénica de las células tumorales esta intimamente relacionada con la
formacidon de metastasis en nuevos nichos, donde una o unas pocas células deben
adquirir la capacidad de expandirse clonalmente. Para evaluar el posible efecto de
los farmacos sobre la capacidad clonogénica de las células tumorales, se realizaron
ensayos de formacion de colonias. El tratamiento con Met y Prop resulto efectivo en
disminuir la capacidad clonogénica de las células 4T1 (Figura 21C) y MDA-MB-231
(Figura 21D), siendo mas pronunciado el efecto del tratamiento combinado. Por su
parte, CQ y Prop lograron disminuir el nimero de clones viables y su tamafio en el
caso de la linea 4T1 (Figura 22A), mientras que para la linea MDA-MB-231 se
observé efecto del tratamiento solo en el tamafio de las colonias formadas (Figura
22B). Es importante destacar que, no solo resulta importante evaluar la cantidad de
colonias formadas, sino que el tamafio que puedan alcanzar esas colonias resulta

igualmente relevante. En nuestro caso, observamos colonias mas pequefias en los
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grupos tratados, algo que concuerda con el efecto observado anteriormente sobre la
proliferaciéon celular por parte de estos tratamientos y su esquema de
administracion cronico. En un estudio, Amaral y colaboradores, encontraron que
Met disminuy6 significativamente la capacidad clonogénica de células de cancer de
mama, pero no logroé ejercer efectos significativos en la linea MDA-MB-231 a menos
que se combinara con aspirina [92]. Recientemente se informo el efecto de Prop
sobre la capacidad clonogénica de células de cancer de cuello uterino, pero a
concentraciones considerablemente mayores a las utilizadas en nuestro trabajo
[93]. Es importante tener en cuenta las concentraciones usadas ya que, en nuestro
estudio, para el caso de la linea MDA-MB-231 no observamos el mismo efecto de
Prop sobre el niimero de colonias formadas (Figuras 21D y 22B). Este hecho, puede
deberse a las concentraciones utilizadas, ya que la concentracién 5 puM de Prop
mostr6 efecto sobre la clonogenicidad en las células MDA-MB-231 (Figura 21D),
pero no fue suficiente la concentraciéon 1 pM (Figura 22B). Caso contrario a lo que
ocurrio con las células 4T1, en las que la concentracion 1 uM de Prop fue suficiente
para ver efecto sobre la clonogenicidad (Figura 22A). Con respecto a CQ, un estudio
llevado a cabo sobre las lineas de cancer de mama MCF7 y MDA-MB-231, mostré una
reduccion significativa en la clonogenicidad en respuesta a CQ pero, nuevamente, a

concentraciones mayores que las usadas en nuestro estudio [94].

Los resultados analizados hasta el momento y la evidencia que existe que Met inhibe
la actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones [40], nos alent6
a evaluar el efecto de Met y Prop sobre la actividad mitocondrial de las células
tumorales y analizar si se mantenia el comportamiento sinérgico de ambos
farmacos. Efectivamente pudimos confirmar un efecto sobre las mitocondrias de las
células 4T1 por parte de nuestro tratamiento, ya sea en forma individual o
combinada, al observar una disminucion significativa en las tasas de consumo de
oxigeno y, en consecuencia, una reduccion en la sintesis de ATP impulsada por las
mitocondrias (Figura 23A,B). Ademas, los niveles de respiracién en células que
recibieron los tratamientos, fueron mas bajos que los niveles de respiracién en
células no tratadas después del desacoplamiento de la respiraciéon mitocondrial con
FCCP (Figura 23CD). Este resultado era esperable para Met, pero logramos

reproducir el mismo efecto en células tratadas con Prop, contribuyendo a dilucidar
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su efecto sobre la funcidon mitocondrial, por lo que Prop podria mejorar la inhibicion,
mediada por Met, de los intermediarios metabdlicos y energéticos dependientes de
las mitocondrias necesarios para el crecimiento y la supervivencia celular. Este
resultado, es consistente con un trabajo donde se muestra que el atenolol, otro f3-
bloqueante, inhibe el complejo I de la cadena respiratoria en las células de cancer de
mama [95]. Se sabe que las células tumorales tienen la capacidad de adaptar su
metabolismo a las necesidades del medio, y la disminucidon que observamos en la
tasa de fosforilacion oxidativa en presencia de los tratamientos, condujo a un
aumento en la glucélisis, como se pudo ver mediante la determinacién de la tasa de
acidificacién extracelular (ECAR) (Figura 24A). Este efecto también fue observado
por Ariaans y colaboradores en lineas de tumores de mama tratadas in vitrocon Met
[96]. Ademas, vimos que Prop en forma individual, también estimulé la glucélisis
basal de las células (Figura 24B). Heinrich Warburg ha postulado que las células
malignas tienen una respiracion oxidativa deficiente y por lo tanto deben recurrir a
glucdlisis aerdbica para producir energia; sin embargo, estudios han demostrado
que Met puede inhibir la divisién de las células tumorales en presencia de
cantidades abundantes de glucosa e inducir su muerte en condiciones de privacién
de glucosa [97]. Es posible que la combinacién Met+Prop, al aumentar la glucoélisis
en las células tumorales, conduzca a una carencia de glucosa, con lo que en un
principio se inhibiria la proliferacion celular y luego las células moririan a medida
que disminuyen los niveles de este metabolito. En nuestro estudio, puede verse que
las células tratadas con Met+Prop se mostraron insensibles al agregado de
oligomicina (Figura 24C), lo que indica que las células 4T1 activaron la glucolisis al
maximo en presencia del tratamiento. Ademas, el fenotipo energético de las células
(Figura 24D) muestra que, en condiciones de estrés, las células no lograron
modificar su ECAR con respecto a las condiciones de cultivo basales, lo que estaria
dando una idea, en conjunto, de la falta de plasticidad metabdlica de las células
tumorales en presencia de la combinacién Met+Prop. Este estudio, resulta relevante
no solo porque nos permite probar el efecto directo de la combinacién Met+Prop
sobre la funcién mitocondrial, sino también, porque hay reportes que indican que la
plasticidad metabdlica de las células juega un papel importante en el desarrollo de

metastasis. Estudios recientes, demuestran que la respiracién mitocondrial es
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indispensable para la migraciéon y el desarrollo de metastasis [98], por lo que
sumado a los efectos que observamos sobre la proliferacion, apoptosis y
clonogenicidad de las células tumorales por parte del tratamiento con Met+Prop, es

probable que también afecte el desarrollo de metastasis.

La progresion del cancer es un proceso dindmico que requiere la adquisicion de
capacidades invasivas y migratorias; luego de probar el efecto de los farmacos en
estudio sobre el crecimiento, la muerte celular, la clonogenicidad y metabolismo
mitocondrial, nos enfocamos en los eventos asociados al desarrollo de metastasis,
las cuales constituyen la principal causa de muerte por cancer. Se sabe que el
desarrollo de metastasis consta de multiples etapas secuenciales (Figura 2); para
analizar los mecanismos relacionados con este proceso in vitro, realizamos ensayos
de cierre de herida en condiciones no proliferativas para estudiar la migracién
celular. En ambos modelos celulares estudiados (4T1 y MDA-MB-231), Met+Prop
redujo la capacidad migratoria, diferencidndose de los tratamientos individuales
(Figura 25B,C). En cambio, el tratamiento con CQ+Prop no ejercié ningtin efecto
sobre la capacidad migratoria de las células 4T1 (Figura 25D). Nuevamente, el
comportamiento disimil de Prop puede explicarse por las concentraciones usadas,
indicando que la dosis utilizada de Prop con CQ no fue efectiva por ser demasiado
baja. Por otro lado, existe evidencia del efecto de Prop sobre la migracién en otros
modelos tumorales [99] y en células MDA-MB-231; en particular para este ultimo
caso, se encontrd que a altas (25 uM) y bajas (2,5 uM) concentraciones, Prop fue
capaz de inhibir la migracion celular. El hecho de que una dosis tan baja de Prop
haya sido efectiva los autores lo atribuyen a haber realizado sus ensayos en
condiciones hipoxicas, las cuales son mas representativas del microambiente y
progresion tumoral que las condiciones en las que realizamos nuestros ensayos
(normoxia) [100]. Ademas, recientemente se ha encontrado que Met disminuye la
viabilidad celular comprometiendo drasticamente la migraciéon y la invasion de
células MDA-MB-231 a altas concentraciones (10 mM) [101]; mientras que, en
nuestro trabajo conseguimos los mismos resultados utilizando una dosis de Met
menor. Con respecto al proceso de invasién, observamos que el tratamiento con
Met+Prop disminuyé significativamente la capacidad invasiva de células 4T1 y

MDA-MB-231 en un ensayo de invasion en matrigel (Figura 26). Es interesante
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destacar, que nuestros datos concuerdan con los publicados por Lin y
colaboradores, quienes demuestran que existe una relaciéon entre la funcién
mitocondrial y la invasividad de células tumorales: a menor actividad mitocondrial,
menor capacidad invasiva en células de tumores colorrectales [102], lo que resalta
la importancia de proponer farmacos que afecten el metabolismo mitocondrial,
como Met y Prop, para el tratamiento de tumores metastasicos. Liang y
colaboradores, utilizando una concentracion de Met 5 mM o mas baja, y una linea
celular de melanoma murino, encontraron en un ensayo de cierre de herida, que este
farmaco inhibe la capacidad migratoria en forma significativa y disminuye la
capacidad de invasién en forma dependiente de la dosis. Analizando el patrén de
expresion de E-cadherina encontraron que en células que fueron tratadas con Met,
aumentd la expresion de dicha proteina [103]. Esto concuerda con lo informado por
otros autores: las células tumorales ganan movilidad e invasividad al perder
caracteristicas epiteliales mientras que adquieren caracteristicas mesenquimales, a
través de la transicién epitelio-mesenquima (EMT). En nuestro caso no observamos
cambios en la expresion de marcadores epiteliales como E-cadherina (Figura 27), 3-
catenina o Snail, en extractos de células 4T1 pre-tratadas durante 24 h con
Met+Prop. Este comportamiento que difiere del esperado, se sustenta con evidencia
que asegura que marcadores epiteliales como E-cadherina también pueden cumplir
roles promotores en la progresién tumoral. Se ha observado una expresién
conservada o aumentada de este marcador en carcinomas mamarios invasivos,
tumores de ovario y tumores cerebrales agresivos. Lo que asegura que la
funcionalidad de E-cadherina en el desarrollo de metastasis dependeria en gran
medida del contexto y que son necesarios estudios mas rigurosos para lograr
proporcionar informacién sobre estos mecanismos [104]. Por otro lado, estudios
paralelos de nuestro grupo de trabajo con células de cancer colorrectal, comprueban
que la combinacién Met+Prop fue capaz de modular los niveles de marcadores
epiteliales, lo que sugeriria que la acciéon de esta combinaciéon de farmacos

reposicionados es contexto dependiente, en lo que concierne a la EMT.

Los tumores de mama triple negativos integran un subtipo tumoral muy agresivo
dentro de la diversidad de tumores de mama que existen. Ademas, debido a la

ausencia de expresion del receptor de estrogeno, del receptor de progesterona y de
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HER2, los pacientes con este tipo de tumores ven reducidas sus opciones de
tratamiento y se los asocia con un pronéstico muy pobre [20]. La utilizacién de
modelos animales en la investigacion en cancer, resulta valiosa porque incluye las
interacciones entre las células tumorales y su entorno, y nos aporta informacién
cualitativamente diferente a la que podemos obtener de los modelos in vitro. Los
modelos inmunocompetentes utilizados en este estudio, M-406, M-234p y 4T1,
representan adenocarcinomas mamarios triple negativos, muestran un rapido
crecimiento y son altamente metastasicos, por lo que nos parecié una adecuada
eleccion para explorar nuevas opciones de tratamiento que resulten efectivas y poco

toxicas para los pacientes con este tipo de tumores.

El efecto antitumoral de Met y Prop se vio reflejado en la evolucién del volumen
tumoral en los modelos utilizados a lo largo del experimento. Los animales
pertenecientes al grupo tratado con la combinacion Met+Prop vieron
significativamente afectado su crecimiento tumoral, lo cual se reproduce en un
mayor tiempo de duplicacién tumoral, tanto en el caso de los tumores 4T1 (Figura
28A,B) como en el caso de los tumores M-406 (Figura 29A,B). Este comportamiento
no se obtuvo en los ratones tratados con CQ y Prop ya que, a pesar de observar una
tendencia de CQ+Prop a disminuir el crecimiento tumoral, esta disminucién no llegé
a ser significativa en los modelos evaluados (Figuras 32 y 33). El tratamiento con
Met+Prop aumento6 significativamente la supervivencia de los animales en los dos
modelos utilizados (Figura 30), mientras que en los animales que recibieron el
tratamiento con CQ y/o Prop no observamos mejoras significativas en la
supervivencia (Figura 34). En este punto nos parece importante destacar que el
adenocarcinoma de mama M-406 es un tumor agresivo y de crecimiento muy
rapido; los ratones portadores de este tumor que mayor sobrevida presentaron
vivieron menos de 40 dias y fueron los ratones tratados con Met+Prop. Es decir que,
a pesar del poco tiempo que estuvieron bajo tratamiento y de las bajas dosis
utilizadas, éste fue suficiente para mostrar un efecto del tratamiento en el tiempo de
duplicaciéon tumoral, algo que no observamos en el caso de CQ+Prop. Existen
reportes del uso de fadrmacos reposicionados para el tratamiento de tumores en
modelos animales: Talarico y colaboradores reportaron el efecto de la combinacién

de Met y atenolol en ratones inmunodeficientes e inmunocompetentes, para lineas
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celulares de un tumor triple negativo y un tumor HER2+, y encontraron que la
combinacion de los farmacos fue mas efectiva en retrasar el crecimiento tumoral
que los tratamientos por separado [95]. Asimismo, como mencionamos
anteriormente, hemos realizado pruebas in vitrocon Mety/o Prop en la linea celular
MCF?7 viendo que los tratamientos presentaron efectos similares a los observados
en los modelos de TNBC estudiados (dato no mostrado) por lo que creemos que,
nuestras observaciones /n vivo también podrian extenderse a otros modelos de
tumores de mama, no triple negativos. Por otro lado, previamente se ha probado la
combinacién de dosis bajas de ciclofosfamida y el farmaco reposicionado celecoxib,
en los modelos murinos de adenocarcinoma mamario M-406 y M234-p. Se encontré
que este tratamiento inhibi6 el crecimiento tumoral en ambos modelos aumentando
la supervivencia de los ratones, disminuyendo las metastasis pulmonares y
presentando baja toxicidad [105], sugiriendo que la utilizacién de terapias en las
que se combinan farmacos citot6xicos con farmacos en reposicionamiento resultan

prometedoras para el tratamiento de TNBC.

Resulta importante destacar que no observamos sintomas relacionados con efectos
toxicos por parte de los farmacos evaluados. Para confirmar la ausencia de efectos
toxicos debido a los tratamientos, realizamos un seguimiento del peso corporal de
los animales, ademas del andlisis de otros parametros como la calidad del pelaje, la
actividad motora, el comportamiento, la frecuencia respiratoria y el consumo de
comida y bebida. En las Figuras 31 y 35 se muestran las modificaciones del peso
corporal de los ratones a lo largo de cada experimento. Ninguno de los tratamientos
utilizados resultd ser tdxico, ya que no se observo disminuciéon en el peso;
consideramos que un tratamiento causa toxicidad cuando el peso corporal del
animal desciende 20% o mas con respecto a su peso al inicio del tratamiento. Esto
no constituye un dato menor ya que en los pacientes con tumores de mama triple
negativos, la quimioterapia convencional representa una de las pocas opciones de
tratamiento posible, pero genera importantes efectos adversos. Cabe destacar que,
si bien no se realizaron mediciones de glicemia, nuestro laboratorio cuenta con
antecedentes en el tratamiento de animales con Met y este parametro fue
cuantificado numerosas veces sin mostrar modificaciones significativas a las dosis

usadas [106]. Por otro lado, no contamos con el instrumental requerido para medir
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la presion arterial de ratones pero por evidencia bibliografica sabemos que las dosis
utilizadas de Prop no resultan perjudiciales [107], al igual que las dosis utilizadas de

CQ, resultan efectivas y no producen efectos téxicos [108].

A partir de aqui, teniendo en cuenta los resultados obtenidos tanto in vitro como in
vivo, inferimos que, de los tratamientos evaluados, Met+Prop es el que mostrd
mejores resultados por lo que tomamos la decision de continuar nuestros estudios
solo con estos farmacos. Para indagar en las posibles diferencias estructurales y
morfoldgicas que pudieran presentarse en los tumores y para profundizar en los
mecanismos involucrados en la respuesta antitumoral observada con el tratamiento
Met+Prop, tomamos muestras de tumores M-406 en crecimiento exponencial de
todos los grupos experimentales para andlisis histoldgicos e inmunohistoquimicos.
En cortes histoldégicos del tumor M-406 tefiidos con hematoxilina-eosina el analisis
anatomopatolégico corroboré que se trata de un adenocarcinoma de mama triple
negativo, poco diferenciado. No observamos diferencias histologicas entre los
tumores pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (Figura 36). A pesar
de esto, la disminucién en el crecimiento tumoral observada en los ratones tratados
(Figura 29) se correlaciond con una reduccién de la proliferacién asociada a los
tratamientos, como observamos por inmunotinciéon con Ki67 (Figura 37A) y un
aumento significativo de la apoptosis, como pudimos observar mediante la técnica

de TUNEL (Figura 37B), en concordancia con nuestras observaciones in vitro.

Las células madre del cancer (CSC) cumplen un papel importante, no solo en el
origen de los tumores, sino también en su evolucion, metastasis y recurrencia. Se les
atribuye el desarrollo de resistencia a los tratamientos en muchos tipos tumorales,
por lo que resultan fundamentales en la terapia del cancer [109]. CD44 es una
glicoproteina de la superficie celular involucrada en la adhesion y migracion celular
ampliamente reconocida como marcador de CSC, especialmente en mama; Sox-2 es
un factor de transcripcion que se ha visto que también juega un papel importante en
CSC de mama [110]. En cortes histoldgicos realizamos inmunotinciones para CD44
y Sox-2 y, contrariamente a los esperado, no observamos diferencias en la expresion
de estas proteinas en los tumores M-406 entre los grupos experimentales (Figura

38). Entendemos que es un punto sobre el que vale la pena seguir explorando, dados
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los antecedentes que existen del efecto de Met sobre la regulacion de las CSC [42];
ademas no existen reportes del efecto de Prop sobre las CSC en mama. Creemos que
deberiamos profundizar en este punto, dada la relevancia que tiene esta poblacién
celular en la progresion del cancer. En particular, podriamos apuntar a definir
correctamente esta poblacidon en nuestro modelo, al evaluar otros marcadores de
CSC como ALDH1, o analizar la presencia de células CD44+CD24- por citometria de
flujo. También seria interesante realizar estas pruebas en el tumor de células 4T1,
en el cual observamos un claro efecto antitumoral de Met+Prop. Ademas, podrian
tomarse muestras de los tumores durante las diferentes fases de crecimiento, a fin
de obtener una representacién de las poblaciones celulares que integran el tumor

en cada momento.

Todas las células necesitan una fuente constante de oxigeno y nutrientes, por lo que
el desarrollo de vasos sanguineos es un paso esencial en el crecimiento de un tumor.
Con el fin de caracterizar el efecto del tratamiento con Met y/o Prop sobre la
vasculatura tumoral, analizamos el area vascularizada mediante inmunotinciones
para CD31 en muestras histologicas del tumor M-406 (Figura 39). Tras la
cuantificacion, no observamos diferencias entre los grupos experimentales en el
porcentaje del area tumoral vascularizada. Creemos que seria interesante extender
nuestros estudios a muestras del tumor de células 4T1, ademdas podria
complementarse con el andlisis de la expresion de VEGF en los tumores ya que, en
particular, se ha demostrado que Met redujo los niveles de expresién de VEGF in
vitro en células de cancer de mama murinas [111]; por otro lado, hay reportes que
indican un efecto antiangiogénico por parte de Prop, por ejemplo, se sabe que Prop
es un tratamiento muy eficaz para el hemangioma infantil ya que lograria modificar
la neovascularizacién [112], ademas Pasquier y colaboradores han reportado que (3-

bloqueantes como Prop, ejercen efectos antiangiogénicos in vitro [113].

Se ha demostrado que, la presencia de linfocitos infiltrantes tumorales se asocia con
una mejor supervivencia y respuesta de pacientes a tratamientos en cancer de
mama, incluido TNBC [114]. Mediante citometria de flujo determinamos en
muestras de sangre de ratones BALB/c y en tumores 4T1 en fase exponencial, el

contenido de linfocitos CD4+, CD8+, CD4*Foxp3+* en representacion de la poblacién
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Treg y CD4+IL17+ en representacion de la poblacion Th17. En primer lugar,
encontramos que los valores obtenidos de linfocitos CD4+ y CD8+* circulantes se
correlacionan con los informados en la bibliografia para ratones BALB/c [115]. Al
evaluar el contenido de linfocitos circulantes, no observamos diferencias
significativas entre los grupos, en particular, solo observamos una tendencia a
mostrar mayor porcentaje de linfocitos CD4+ circulantes en los ratones tratados con
Met+Prop, pero esta diferencia no llegd a ser significativa (Figura 40). En las
muestras de tumor, tampoco observamos diferencias en el contenido de células
inmunes intratumorales (Figura 41); en este caso, cabe destacar que notamos un
mayor contenido de linfocitos infiltrando los tumores de ratones que habian
recibido el tratamiento con Met+Prop, esta tendencia no lleg6 a ser significativa;

aun asi, este dato deberia corroborarse luego de una tincién con el marcador CD3.

El sistema inmune es complejo y las células que lo integran participan en forma
integrada. Para indagar en la interaccion de las poblaciones linfocitarias analizadas,
calculamos las proporciones CD4/CD8 y Foxp3/IL17. No encontramos diferencias
significativas en estos cocientes entre los grupos experimentales, aunque hay que
destacar que la relacion CD4/CD8 en el grupo control se mantuvo entre las muestras
de sangre y tumor (Figura 42A,B). Se ha observado que la proporcién de células
CD4/CD8 que infiltran tumores 4T1, aumenta a medida que el crecimiento del tumor
progresa; en las primeras etapas de desarrollo del tumor predominan las células T
CD8*, mientras que en las ultimas etapas del tumor predominan las células T CD4+
[116]. En la Figura 42B, puede verse que, en el grupo tratado con Met+Prop, esta
relacion tiende a ser menor respecto al control, lo que indicaria la presencia de mas
células CD8* que, son las que se espera medien directamente el control del
crecimiento tumoral. Evaluar el balance entre células con funciones antagénicas
como Tregs (Foxp3*) y Th17 (IL17) pensamos que podria orientarnos sobre el tipo
de respuesta inmune que se esta poniendo en juego. En nuestro caso, nuestros
resultados no fueron esclarecedores, ya que no vimos diferencias significativas
entre los grupos para este cociente (Figura 42CD). Las células Tregs son
importantes para mantener la tolerancia inmunolégica y se cree que estan
implicadas en regular negativamente la inmunidad antitumoral. Se ha demostrado

que Met fue capaz de reducir el infiltrado de células Tregs en modelos de cancer de
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fibrosarcoma, pero a este resultado se llegd tratando a los ratones con una dosis
considerablemente mayor a la usada en nuestro trabajo [117]. Se sabe que, a medida
que el tumor progresa, cambia su microambiente, modificando la respuesta inmune
antitumoral, lo que le permite evadir la accion del sistema inmune, favoreciendo la
proliferacion y la diseminacion de las células tumorales. Para comprender mejor el
proceso, y como influyen nuestros tratamientos en él, seria interesante hacer un
seguimiento del contenido de las células analizadas durante toda la progresion
tumoral, asi como analizar el contenido de otras poblaciones inmunes innatas, como
macréfagos y células NK, y el contenido de citoquinas séricas pro y anti-

inflamatorias.

El desarrollo de metdastasis es la principal causa de muerte por cancer. Para
colonizar nuevos 6rganos, las células tumorales circulantes deben superar distintos
obstaculos: invadir tejidos, evadir las defensas inmunitarias, adaptarse a nuevos
nichos, sobrevivir como semillas latentes y, finalmente, infiltrarse en el nuevo tejido
del huésped. Estos obstaculos hacen que este proceso sea poco eficaz, pero una vez
establecidas las metastasis, los tratamientos actuales no suelen brindar respuestas
duraderas. De aqui, surge la importancia de desarrollar tratamientos que logren
combatir tanto el tumor primario como sus metastasis. Cuando sacrificamos los
ratones portadores de tumores para realizar el estudio de supervivencia,
analizamos sus érganos y encontramos que los pulmones fueron el érgano blanco
de metastasis espontaneas. En los ratones tratados con Met y/o Prop portadores del
tumor 4T1 no encontramos diferencias significativas entre los grupos al analizar el
numero de metastasis por raton, como se muestra en la Figura 43. A pesar de este
resultado, nos resulta alentador el hecho que los ratones tratados con Met+Prop
tengan un nimero menor o igual de metastasis pulmonares que los ratones del
grupo control, ya que los ratones con tumor tratados con la combinaciéon de
farmacos, vivieron alrededor de un mes mas que aquellos que no recibieron
tratamiento (Figura 30A) y, durante ese lapso de tiempo probablemente hubo mas
oportunidades para que las células tumorales ingresen al torrente sanguineo, sean
capaces de sobrevivir, alcanzar los pulmones y crecer. En el caso de los ratones
portadores del tumor M-406 tratados con los mismos farmacos, los resultados

indican que mientras el 100% de los ratones del grupo control desarrollaron
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metastasis pulmonares espontaneas, un porcentaje menor presentd metastasis en
los grupos tratados (Tabla VII). Como se muestra en la Figura 44, los tratamientos
también lograron reducir el nimero de ndédulos metastasicos espontaneos por
raton, siendo esta disminucion significativa para los ratones tratados con Met+Prop.
En ratones CBi portadores del tumor M-406 tratados con CQ y/o Prop no
observamos desarrollo de metastasis pulmonares en los grupos experimentales.
Esto puede deberse a que el tiempo que los ratones permanecieron con el tumor
primario no fue suficiente para que llegaran a desarrollar metastasis espontaneas
pulmonares. En cambio, los ratones BALB/c portadores del tumor M-234p tratados
con CQ+Prop presentaron una tendencia a mostrar menor nimero de noédulos
metastasicos que el grupo control, pero esta diferencia no llegé a ser significativa

(datos no mostrados).

Para profundizar en el estudio del efecto antimetastasico de Met y Prop, realizamos
un abordaje diferente: un estudio de metastasis experimentales (Figura 8).
Inoculamos por via intravenosa una suspension de células tumorales, de esa forma
se depositan las células directamente en el torrente sanguineo independizandonos
de los pasos iniciales de la cascada metastasica y logramos enfocarnos solo en las
etapas de supervivencia, extravasacion y crecimiento de las células en el nuevo
organo. En los ratones BALB/cinoculados con las células 4T1 todos los tratamientos
fueron efectivos en disminuir el nimero de metastasis por raton, especialmente
Prop y la combinacion de Met+Prop (Figura 45B). Ademas, al analizar la
distribucién de tamafios de los nddulos metastasicos, se vio que los ratones tratados
con Prop y con la combinacion de Met+Prop desarrollaron metastasis de menor
tamafio (Figura 45C). En los ratones CBi, el tratamiento que resultd ser
significativamente mas efectivo en reducir el nimero de metastasis por ratdn fue la
combinaciéon de Met+Prop (Figura 46B); nuevamente se pone de manifiesto el
sinergismo entre ambos farmacos ya que, la combinacion mostré un efecto mas
marcado que los tratamientos individuales. De manera similar a lo descripto en el
modelo tumoral anterior, al analizar la distribucion de tamafios de las metastasis, se
encontr6 que los ratones tratados con Prop y Met+Prop practicamente no
presentaron metastasis grandes, en comparacién con los otros grupos (Figura 46C).

Podemos notar que al estudiar el efecto antimetastasico, el tratamiento con Met no
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resulté efectivo, pero la adicion de Prop mejoré la eficacia del tratamiento. Con
respecto a esto, no es la primera vez que se reporta el efecto antimetastasico de
Prop: Choy y colaboradores evaluaron datos retrospectivos que mostraron que en
pacientes con cancer de mama en estadio II, el uso de 3-bloqueantes se asoci6é con
un riesgo significativamente reducido de recurrencia postoperatoria o metastasis a
distancia. Ademas, en analisis in vitro encontraron que células metastasicas de
tumores triple negativos mostraron una alta expresion de receptores adrenérgicos
B2, y que estos promovian la metdastasis cerebral y, esta capacidad metastasica se
veia reducida luego del pre-tratamiento con Prop, como observaron en

experimentos /n vivo [118].

Basandonos en las alteraciones observadas por parte del tratamiento con Met+Prop
sobre el desarrollo de metastasis pulmonares, nos interesé disociar ain mas la
cascada metastasica y evaluar si el resultado de ver menos metdastasis pulmonares
en los ratones tratados se debia a que el tratamiento con Met+Prop estaba afectando
alguna etapa del desarrollo de metastasis en particular. Encontramos que, en
ratones portadores del tumor primario de células 4T1 que fueron tratados,
disminuyd el numero de células tumorales en sangre (Figura 47) que, aunque no
llegé a ser una disminucion significativa, sugeriria que el tratamiento esta afectando
en parte, el desprendimiento de las células del tumor primario y su ingreso en el
torrente sanguineo. Esto se condice con los resultados observados in vitro, donde
vimos que Met+Prop disminuyé significativamente la capacidad invasiva de las
células, no solo de lalinea murina 4T1 sino también de la linea celular humana MDA-

MB-231 (Figura 26).

Una vez en circulacion, las células tumorales deben sobrevivir, lograr adherirse al
endotelio de los capilares y lograr extravasar. Para evaluar este proceso, las células
4T1 se marcaron en color verde y se inocularon por via intravenosa en ratones.
Como control, un grupo de células 4T1 fueron pre-tratadas con Met+Prop en cultivo
durante 24 h antes de su inoculacién. Luego de 48 h post-inoculacién, se tomaron
muestras de sangre y pulmones. Encontramos un porcentaje significativamente
menor de células tumorales en sangre en aquellos ratones que habian recibido el

tratamiento con Met+Prop (Figura 48A), por lo que se veria comprometida la
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supervivencia de las células tumorales en sangre en presencia del tratamiento. Esto
guarda relacion con el efecto visto por parte del tratamiento sobre la viabilidad
celular, en este caso, al administrarse sistémicamente a los ratones en el agua de
bebida, el tratamiento estaria ejerciendo su efecto anti-proliferativo o pro-
apoptdtico sobre las células tumorales que se encontraban en circulaciéon. Como era
de esperar, los pulmones de los ratones que habian recibido el tratamiento, también
presentaron un numero significativamente menor de células tumorales (verdes)
por lébulo (Figura 48C). Cabe destacar, que los pulmones de los ratones que fueron
inoculados con las células 4T1 pre-tratadas también presentaron un ndmero
significativamente menor de células tumorales, indicando que el pre-tratamiento
afectaria la capacidad de extravasacion de estas células (Figura 48C) y no solo la
supervivencia. Una posible explicaciéon al mecanismo que se estd poniendo en juego
en este caso, podria ser el que se muestra en un estudio con ratones inoculados con
células de carcinoma escamoso de eséfago. En este caso, se comprobé que Met
regul6 negativamente la expresiéon de MMP-2 y MMP-9 en forma dependiente del
tiempo, con lo que se cree que podria ser un mecanismo desencadenado por este

farmaco para inhibir la invasion y metastasis in vivo [119].

Hasta este punto, teniamos claro que el tratamiento producia menos metastasis
pulmonares. En parte, habiamos observado un efecto del tratamiento sobre la
intravasacion, pero también, esa disminucién en el nimero de metastasis se podia
explicar por la reduccidn significativa en la capacidad de sobrevivir en circulacién y
extravasar. Nuestros resultados previos nos permitieron seguir hipotetizando; dado
que las metastasis pulmonares de los ratones tratados con Met+Prop eran mas
pequeiias, esto podria deberse a que las células tumorales que logran llegar al
pulmon ven imposibilitada su proliferacion. Tal como esperabamos, las metastasis
pulmonares de células 4T1 de ratones que habian recibido el tratamiento
presentaron un porcentaje significativamente menor de células Ki67+ con respecto

al grupo control (Figura 49), confirmando nuestros resultados previos.

Retomando el hecho que Met+Prop estaria afectando el metabolismo mitocondrial
y que éste esta intimamente relacionado con la capacidad metastasica de las células,

podemos decir que el tratamiento no estaria afectando principalmente una etapa en
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particular de la cascada metastasica, sino que lo que vemos es el resultado de

pequefios efectos a lo largo de todo el proceso por parte del tratamiento.

En pacientes con TNBC suele administrarse quimioterapia neoadyuvante, el
objetivo de este enfoque es reducir el tamafio del tumor y aumentar la probabilidad
de una cirugia de conservacion de mama. A su vez, luego de la cirugia suele optarse
por administrar un nuevo tratamiento, denominado adyuvante, para disminuir el
riesgo de que la enfermedad vuelva. En el caso de pacientes con TNBC, estas terapias
se veran limitadas solo a quimioterapia convencional o radioterapia. El objetivo de
la terapia adyuvante es ayudar a eliminar las células tumorales que pueden haber
quedado en el cuerpo luego de la cirugia, ya sea en el sitio del tumor primario o en
otros sitios del cuerpo; a pesar de esto, la enfermedad metastasica sigue siendo la
principal causa de muerte. Nuestro grupo de trabajo ha observado en el modelo de
tumor de mama triple negativo 4T1 que, el tratamiento con Met+Prop podria
resultar de interés para tratar tanto, las micrometastasis, como las células de cancer
de mama que se han escapado del tumor primario pero que ain no se han
establecido como metastasis, impidiendo el crecimiento de éstas en el pulmon. Esto,
nos llevé a pensar que el tratamiento con Met+Prop resultaria util como terapia
adyuvante para el cancer de mama triple negativo. Para evaluar este punto,
desarrollamos dos experimentos de terapia adyuvante, donde extirpamos los
tumores primarios de los ratones y posteriormente les administramos el
tratamiento con Met+Prop durante 6 semanas. Encontramos que mientras en
66,6% de los ratones CBi que no habian recibido el tratamiento post-cirugia
desarrollaron metastasis, un porcentaje significativamente menor (20%) de ratones
que si recibieron el tratamiento adyuvante presentaron metastasis pulmonares
(Tabla VIII). De la misma forma, en ratones BALB/c observamos que, mientras el
61,5% de los ratones del grupo control desarroll6 metastasis pulmonares, solo el
30% de los ratones que recibieron el tratamiento post-cirugia presentaron
metastasis (Tabla IX). Otros autores han analizado la utilidad y eficacia de Met como
agente adyuvante en cancer colorrectal y de préstata [120]. Dado que hay pruebas
que recomiendan un uso prolongado de Met para lograr un efecto antitumoral [121],
pensando a Met como un tratamiento de primera linea, pacientes con tumores

avanzados pueden no ser capaces de recibir el tratamiento durante el tiempo
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suficiente para obtener beneficios terapéuticos; de aqui que, dado el efecto que
vemos sobre el desarrollo de metastasis por parte de Met+Prop, nos lleve a pensar
en este tipo de tratamiento como una opcion de terapia adyuvante adecuada. Este
punto también ha llamado la atencion de otros investigadores, dado que se han
encontrado estudios donde se reporta el uso de Met como terapia adyuvante. En un
ensayo clinico, 102 mujeres no diabéticas con cancer de mama recién diagnosticado
fueron divididas en 2 grupos, control y tratado con Met. Todas las pacientes
recibieron quimioterapia adyuvante tradicional, pero el grupo tratado con Met
recibié ademas, 850 mg de Met dos veces al dia. Estas pacientes, al final del estudio
mostraron una menor proporcion de mediadores implicados en el metabolismo de
la insulina que estan intimamente relacionados con un riesgo incrementando de
cancer en comparacion con el grupo control. Ademas, se observo un menor nimero
de casos metastasicos en aquellas pacientes que también se trataron con terapia
hormonal, poniendo de manifiesto la importancia de seguir indagando en el
tratamiento con este tipo de farmacos [122]. En el caso de Prop, se ha informado en
un ensayo clinico de fase II, aleatorizado y controlado con placebo que, una semana
de administraciéon oral de Prop en el periodo pre-operatorio reduce la expresion de
biomarcadores asociados con las metastasis del cAncer de mama [123]. También hay
reportes donde se menciona que el uso (-bloqueantes puede ser 1til en pacientes
que reciben terapia adyuvante cardiotéxica, como las antraciclinas, ya que

medicamentos como Prop actuarian como cardioprotectores [124].

Los tratamientos innovadores y efectivos son sin6nimo de tratamientos costosos;
en paises de medianos o bajos ingresos, se hace imposible acceder a los tratamientos
de vanguardia, ya sea por limitaciones de recursos del sistema de salud o
limitaciones economicas del paciente. Ademas, muchas veces el diagndstico se hace
en forma tardia, debido a que no es facil para los pacientes acceder a los programas
de deteccion temprana de la enfermedad; todo esto conduce a las altas tasas de
mortalidad que se observan en paises de bajos y medianos ingresos en comparacion
con los paises que poseen mayores recursos econémicos [125]. Los farmacos
evaluados en este trabajo, son farmacos reposicionados, lo que implica una nueva
utilidad de los mismos para el tratamiento del cancer, representando un potencial

beneficio econémico para el sistema de salud, no solo porque se consiguen como
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genéricos, sino también porque al no resultar toxicos, se evitan los gastos
adicionales que implican el tratamiento de las toxicidades comunes provocadas por
la quimioterapia estandar. La cantidad de farmacos existentes con potencial
antitumoral va en aumento y es un area que merece se le preste atencion ya que
constituye la oportunidad de obtener tratamientos mas econdmicos, eficaces y
seguros. Las posibilidades de combinaciéon y modalidades de terapias son varias y
pensar en el uso de medicamentos que pueden afectar distintos blancos de la célula
tumoral resulta prometedor; ain en el caso de farmacos que presentan problemas
de biodisponibilidad, como es el caso de los benzimidazoles. De nuestro trabajo en
colaboracion que mostramos aqui, queda claro que se puede recurrir a nuevas
estrategias de tecnologia farmacéutica para desarrollar compuestos que mejoren la

solubilidad acuosa y biodisponibilidad sin perder la eficacia del principio activo.

Los resultados presentados en este trabajo sugieren un claro efecto de la
combinacién Met+Prop sobre el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis,
tanto /n vitro como in vivo, de tumores de mama triple negativos. Ademas, sumando
los antecedentes que existen donde se describe que la administraciéon de Met se
correlaciona con una menor incidencia de cancer y el tratamiento con Prop se
relaciona con un riesgo menor de desarrollar metastasis en pacientes con cancer de
mama [39, 48], pensamos que la combinaciéon con Met+Prop resulta una opcién

interesante como terapia adyuvante.

Es de destacar que no existen antecedentes previos sobre el estudio del efecto
antitumoral de esta combinacién de farmacos. Dados los resultados obtenidos, la
traslacion a la clinica del tratamiento con Met+Prop como terapia adyuvante
aparece como una posibilidad concreta y factible, tanto en tumores mamarios triple
negativos como otros tipos de tumores; ya que previamente, nuestro grupo de
trabajo vio que esta combinacion fue eficaz en tumores de mama positivos para
receptores hormonales; ademas, recientemente hemos demostrado en modelos de
cancer colorrectal, que la combinacién Met+Prop inhibié la proliferacion y el
crecimiento de tumores quimiorresistentes a 5-fluorouracilo (datos enviados para

su publicacion).
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Los resultados presentados en esta tesis doctoral podrian servir como punto de
partida de nuevos estudios para probar el efecto de estos fairmacos en combinacién
con quimioterapéuticos convencionales para el tratamiento del cancer. Con respecto
a este ultimo punto, creemos que evaluar la combinacion de farmacos
reposicionados con citotdxicos convencionales resultaria favorable; por ejemplo,
recientemente hemos encontrado que la adicion del farmaco reposicionado
losartan, a un esquema de terapia metronomica con ciclofosfamida, mejor6
significativamente el resultado terapéutico en modelos murinos de tumores
mamarios triple negativos [126]. Ademas, hay reportes en los cuales se demuestra
que Met sensibiliza las células de cancer de ovario in vitro a agentes
quimioterapéuticos como cisplatino y metotrexato [127]. También se vio que en
células de tumores de mama triple negativos resistentes a inhibidores de PARP, Met
sensibilizé a las células resistentes a estos inhibidores, a través del bloqueo de la via
de Akt, aumentando su eficacia [128]. Asimismo, en un estudio clinico, se les
administroé la combinacién de vinblastina, metotrexato y Prop durante 12 meses, a
pacientes con angiosarcoma avanzado que presentaban un pronéstico pobre a las
terapias convencionales. Luego de este tiempo, se administré terapia de
mantenimiento oral con Prop, etopoésido y ciclofosfamida, lo que resulté en un
tratamiento bien tolerado por los pacientes, provocando una respuesta clinica

favorable [129].

En conclusion, creemos que nuestros datos y los reportes que hay disponibles en la
bibliografia, sugieren que el tratamiento con Met+Prop podria plantearse como una
posibilidad para aplicar como terapia adyuvante en tumores de mama triple
negativos, dado que alin no se ha demostrado que el mismo sea mas efectivo que
otros utilizados actualmente para el tratamiento de este tipo de tumores. Ademas,
estas observaciones se podrian extender a otros tipos de tumores, incluidos tumores
quimiorresistentes; creemos que este tipo de terapia evitaria la toxicidad asociada
generalmente a las quimioterapias convencionales, proporcionando un tratamiento
de bajo costo, lo que resultaria especialmente beneficioso en paises de bajos y

medianos ingresos.
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