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INTRODUCCION

Cancer

El término “cancer” designa a un amplio grupo de enfermedades que comienzan cuando
el ciclo celular se descontrola, debido a dafios o alteraciones en el material genético de
una célula, lo cual produce mutaciones que afectan el crecimiento y la division normales
de las células, asi como la muerte de las mismas (Puglisi F et al., 2002; Shen Z, 2011). En
células normales, cuando el ADN se dafia, la célula puede reparar el dafio, o bien, morir.
En cambio, en células cancerosas, el ADN dafiado no se repara y la célula no muere
como deberia, sino que continda originando nuevas células que tengan el mismo ADN
dafado (Rass K & Reichrath J, 2008; Sperka T et al., 2012). De esta manera, nuevas
células se siguen formando cuando el organismo no las necesita y otras viejas no mueren
cuando deberian morir. Asi, se forman masas de tejido denominadas tumores. Los
tumores pueden ser benignos o malignos, y soélo estos ultimos resultan ser cancerosos, ya
que pueden invadir y destruir el tejido a su alrededor, entrar al torrente sanguineo o al
sistema linfatico y diseminarse a otros 6rganos (Lyshchik et al., 2007; Bach AG et al.,
2013). Mediante la diseminacion desde el sitio primario, pueden formarse nuevos tumores

en otros érganos por un proceso llamado metastasis (Wirtz D et al., 2011).

El cadncer de mama es un tumor maligno que se origina en las células de la mama. Es una
enfermedad que afecta a hombres y mujeres, siendo mas frecuente en estas Ultimas. Casi
todos los canceres de mama son en realidad carcinomas, porque aparecen en las células
epiteliales de los 6rganos. Un adenocarcinoma es un tipo de carcinoma que aparece en
tejidos glandulares, como los conductos y I6bulos de la mama (Weigelt B & Reis-Filho JS,
2009; Rakha EA & Ellis 10, 2009; Matsen CB & Neumayer LA, 2013). Existen ciertos tipos
de cancer de mama llamados “triple-negativos”. Estos se caracterizan por la ausencia de
expresion del receptor de estrogeno (RE), del receptor de progesterona (RP) y del

receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Los tumores triple-
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negativos frecuentemente se encuentran asociados al oncogén BRCA 1 (Dawson SJ et
al., 2009; Jiao Q et al., 2014). Los pacientes con este tipo de tumores de mama, tienen la
desventaja de no poder recibir terapias dirigidas a estos receptores, como por ejemplo
terapias hormonales o basadas en Trastuzumab, un anticuerpo contra HERZ2. Por lo tanto,
las Unicas opciones que tienen como tratamiento son la cirugia y la quimioterapia de
forma individual, o combinaciones de ambas, aunque existen estudios sobre nuevos

blancos terapéuticos (K.B. Reddy, 2011).

Argentina se encuentra dentro del rango de paises con incidencia de cancer media-alta
(172,3-242,9 x 100.000 habitantes), de acuerdo a las estimaciones realizadas por la
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) para el afio 2012. Esta
estimacion corresponde a mas de 100.000 casos nuevos de cancer en ambos sexos por
afo, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres. Con estos numeros, la
IARC ha estimado para la Argentina una incidencia en ambos sexos de 217 casos nuevos
por afio cada 100.000 habitantes, basdndose en datos provenientes de Registros de
Céancer de Base Poblacional (RCBP) del pais y otros que pertenecen a paises de la
region. En magnitud, el volumen mas importante de casos estimados corresponde al
cancer de mama, con mas de 18.700 casos nuevos por afo (18% del total y 36% del total
de casos en mujeres). El cancer de mayor incidencia seria el de mama en mujeres, con
una tasa de 71 casos por cada 100.000 mujeres, seguido por los canceres masculinos de

préstata (44 x 100.000 hombres) y pulmén (32,5 x 100.000 hombres) (INC, 2014).

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son en la actualidad la principal causa de
mortalidad mundial. En el aflo 2008, casi dos terceras partes de las defunciones que se
dieron en el mundo se debieron a ENT, principalmente enfermedades cardiovasculares,
cancer, diabetes y enfermedades pulmonares crénicas. El cancer, como segunda causa
de estas defunciones, fue responsable de 7,6 millones de muertes — mas de las dos

terceras partes de las cuales ocurrieron en paises de ingresos bajos y medios. En el afio
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2012 murieron por cancer casi 62.000 hombres y mujeres en Argentina. La regién Centro,
al ser la mas poblada, registr6 mas del 70% de estas defunciones. El cancer de pulmon
se observa en primer lugar de importancia en todas las regiones menos en Cuyo, en la
gue encontramos el cancer de mama. Le siguen en orden de frecuencia el cancer
colorrectal y el de mama; excepto en NOA y Sur donde se observa en tercer lugar al
cancer de prostata y estbmago, respectivamente. En mujeres, la mayor mortalidad por
cancer se debe al cAncer de mama con una Tasa de Mortalidad Estandarizada de 18,0
por cada 100.000 mujeres. El cAncer de pulmén y el colorrectal le siguen en segundo y

tercer lugar de importancia. (INC, 2014).

El cancer de mama es el cancer mas comun en las mujeres, tanto en paises
desarrollados como subdesarrollados. Ademas, la incidencia del cancer de mama esta
incrementandose en paises en vias de desarrollo, debido a la mayor esperanza de vida, el
aumento de urbanizacion y la forma de vida occidental. Segun las estimaciones de la
Organizacion Mundial de Salud del afio 2013, en el 2011 fallecieron alrededor de 508.000

mujeres en el mundo por cancer de mama. (WHO, 2014).

Carcinogénesis

El cancer es causado por alteraciones en oncogenes, genes supresores de tumores y
genes de micro ARNs. Las mutaciones en los oncogenes aumentan la sintesis de
proteinas normales o mutadas que estimulan la proliferacién celular, mientras que las
mutaciones en los genes supresores de tumores resultan en la pérdida de proteinas que
restringen la proliferacion e inducen la apoptosis (Croce CM, 2008). Por otro lado, las
mutaciones en los micro ARNSs, alteran la regulacion génica (Dvinge H et al., 2013; Kan
CW et al.,, 2014). Si bien mutaciones en la linea germinal pueden predisponer a una
persona al cancer familiar o hereditario, generalmente las alteraciones son eventos

somaticos. La evidencia indica que no sé6lo son las mutaciones las Unicas causantes de la
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expresion génica alterada en las células tumorales, sino que también existen alteraciones
epigenéticas y modificaciones numéricas y estructurales de los cromosomas (Lépez-

Lazaro M, 2009).

Los cambios genéticos que causan el cancer son principalmente acumulativos, es decir
gue el proceso involucra muchas alteraciones y en varios genes de las células tumorales
(Croce CM, 2008). ElI hecho de que se necesiten varias mutaciones para que se
desarrolle el cancer, explica el largo periodo de latencia del mismo y su predominancia en

personas de edades avanzadas (Lopez-Lazaro M, 2009).

Frecuentemente, los tumores poseen clones genéticamente diferentes que surgen de la
célula transformada original a través de alteraciones génicas secundarias y terciarias.
Ademas de estos clones y subclones, las células tumorales progenitoras pueden estar
constituidas por diferentes alteraciones genéticas o estados de diferenciacion. Debido a
esa heterogeneidad celular, existen diferencias en el comportamiento frente a las distintas
terapias y, por eso, es de suma importancia el tratamiento temprano del cancer (Lawrence

MS et al., 2013; Burrell RA et al., 2013).

Proliferacion

La regulacion del crecimiento y la division celular ocurre de forma secuencial por la
acumulaciéon de complejos de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDK), y la
eliminacion de estas ciclinas de forma ciclica durante el transcurso del ciclo celular. Sin
embargo, en los tumores, el ciclo celular esta desregulado, generando falta de
diferenciacion y una proliferacion celular aberrante. Estos presentan alteraciones
oncogénicas en ciclinas, complejos ciclina-CDK, sus inhibidores (CDKI) y otros

componentes de la via del gen supresor tumoral Rb (retinoblastoma), del gen supresor de
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tumores p53 y de los factores de transcripcion de la familia E2F, entre otros (Bonelli P et

al., 2014).

Una de las principales caracteristicas del cancer es su capacidad de sostener una
proliferacion cronica. La produccion y liberacion de sefiales promotoras del crecimiento,
no se encuentran reguladas como en los tejidos normales. Estas sefiales suelen ser
mayormente factores de crecimiento, que se unen a receptores de superficie,
frecuentemente del tipo tirosina quinasa, y asi emiten sefiales intracelulares que regulan
la progresion a través del ciclo celular, asi como el crecimiento celular (Lo HW et al.,

2006; Hanahan D & Weinberg RA, 2011).

Las células tumorales pueden sostener la sefializacidén mitogénica de diferentes maneras.
Una de ellas, es produciendo ellas mismas los ligandos de los receptores de factores de
crecimiento y actuando por sefalizacion autocrina. Otra, es mandando sefales para
estimular a las células normales del estroma asociado al tumor, para que éstas produzcan
los factores de crecimiento. Alternativamente, pueden aumentarse los niveles de
proteinas receptoras presentes en las células tumorales, o0 modificarse la estructura de los
mismos para facilitar su unién con los ligandos. También puede lograrse una
independencia de factores de crecimiento, generando una activacion constitutiva de los
componentes de las vias de sefializacion que operan corriente abajo de estos receptores.
Otra de las opciones que tienen las células tumorales, es inhibir los mecanismos de
retroalimentacion negativos que regulan la sefalizacion proliferativa. También, pueden
evitar los programas que regulan negativamente la proliferacion celular, de los cuales
muchos dependen de genes supresores de tumores como los que expresan las proteinas
RB y TP53 (Bianco R et al., 2006; Hanahan D & Weinberg RA, 2011; Hilton HN et al.,

2014; Igbal N & Igbal N, 2014).
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Apoptosis

Descripta por Kerr en 1972, la apoptosis es el mecanismo por el cual la célula es
eliminada de forma regulada, lo cual tendria un rol complementario y opuesto al de la
mitosis. Esta puede ser iniciada o inhibida por una variedad de estimulos tanto fisiologicos
como patologicos. La apoptosis es responsable de la eliminacion de células durante el
desarrollo embrionario y en el metabolismo de tejidos adultos. Ocurre espontaneamente
en neoplasias malignas, asi como también participa en la regresion terapéutica de las
mismas. Ademas, estd implicada en la involucion fisioldgica y atrofia de varios tejidos y

organos (Kerr JF et al., 1972).

La apoptosis se da en dos etapas principales. En la primera, ocurre una condensacion
nuclear y citoplasmatica y una fragmentacion bien preservada de la célula, donde cada
parte queda unida a la membrana. En la segunda etapa, estos cuerpos apoptoticos se
desprenden de las superficies epiteliales o son tomados por otras células, donde sufren
una serie de cambios y son degradados rapidamente por enzimas lisosomales derivadas
de las células que los ingieren (Kerr JF et al., 1972; Elmore S, 2007). Muchas veces, las
células fagociticas envuelven a las células apoptéticas antes de que se generen los
cuerpos apoptoéticos. Por esta razén, la apoptosis tardd en ser descubierta y los cuerpos
apoptoticos suelen verse in vitro bajo condiciones especiales (Taylor RC et al., 2008;

Wong RS, 2011).

La apoptosis es un programa dirigido genéticamente, el cual implica que la muerte celular,
asi como cualquier otro programa metabdlico o de desarrollo, puede ser interrumpido por
mutaciones. Por esta razén, la via apoptotica estd comprometida en muchas patologias,

incluyendo el cancer (Elmore S, 2007).

Con el clonado y caracterizacién del oncogén bcl-2, pudo establecerse la importancia de

la apoptosis en el desarrollo de tumores. Este oncogén puede encontrarse en lineas
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tumorales, linfomas, cancer de mama vy otros, y la sobreexpresién de Bcl-2 promueve la
supervivencia de las células tumorales al bloquear su programa de muerte celular. Existen
por lo menos 15 miembros proteicos que forman parte de esta familia. Bcl-x. es otro
supresor de la apoptosis en ciertos tipos de canceres. Por otro lado, Bax es un promotor
de la muerte celular que se encuentra inactivado en muchos procesos tumorales (Lowe

SW & Lin AW, 2000).

P53 fue el primer gen supresor de tumores asociado a la apoptosis que se descubrio. Las
mutaciones en este gen y los componentes de su via (Mdm-2, ARF y Bax), ocurren en la
mayoria de los tumores humanos y suelen encontrarse en etapas tumorales avanzadas.
Las funciones de TP53 son el arresto del ciclo celular, el mantenimiento de la integridad
del genoma luego de un dafio en el ADN y la regulacién de la supervivencia celular

mediante la induccion de apoptosis (Lowe SW & Lin AW, 2000).

Existe una gran variedad de sefiales capaces de promover la apoptosis durante el
desarrollo y la evolucion tumoral. Sus principales activadores incluyen la deplecién de
factores de crecimiento y supervivencia, la hipoxia, la radiacion y la pérdida de
interacciones entre la célula y su matriz. También la promueven el dafio en el ADN, ya
sea causado por defectos en el control del ciclo celular o por toxinas exdgenas, el
funcionamiento incorrecto de los telobmeros y las sefiales proliferativas inapropiadas
producidas por mutaciones oncogénicas. Estas sefiales tienen como funcién atenuar las
sefales anti-apoptéticas (Brachat A et al., 2000; Koumenis C et al., 2001; Pustisek N &
Situm M, 2011; Roos WP & Kaina B, 2013; Shu Q et al., 2014). Por otro lado, la inhibicion

de la apoptosis también contribuye al desarrollo de metastasis (Townson JL et al., 2003).

Actualmente, se sabe que los agentes anticancerigenos inducen apoptosis. La radiacion y
la quimioterapia pueden provocar muerte celular con las mismas caracteristicas

morfologicas y bioldgicas de la apoptosis. La interrupcion de los programas apoptoéticos es



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10688869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10688869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10688869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11042695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11158315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22220467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22220467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22261329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24722573

responsable de una disminucion en la sensibilidad al tratamiento, ya que puede producir
resistencia a multiples drogas. Sin embargo, hay evidencias que indican que los agentes
anticancerigenos que inducen apoptosis, no sélo lo hacen en los tejidos tumorales sino
también en los normales, por lo que se cree que este proceso también contribuiria a la
toxicidad asociada a estos tratamientos (Searle J et al., 1975; Johnstone RW et al., 2002;

Lopes F et al., 2014).

Metastasis

La metéstasis tumoral es un proceso de multiples etapas durante las cuales las células
malignas se desprenden del tumor primario hacia érganos distantes. Estas etapas son las
mismas para todo tipo de tumor. Para que se produzca la metastasis, es necesario
desarrollar una red vascular, evadir la respuesta inmune del huésped y responder a
factores érgano-especificos que promuevan su crecimiento. Una vez que esto sucede, las
células pueden proceder a la invasién del estroma, penetrar los vasos sanguineos e
ingresar a la circulacién para producir tumores secundarios (Talmadge JE & Fidler 17,

2010).

Soélo algunas células del tumor primario tienen la capacidad de causar metastasis, debido
a la eliminacion de las células tumorales circulantes que fallan en completar todos los
pasos del proceso metastasico. Este proceso es bastante ineficiente, dado que la mayoria
de las células que invaden un érgano o tejido diferente del tumor primario suelen terminar
en apoptosis o en estado de latencia, en lugar de desarrollar una metéstasis clinicamente

detectable (Wirtz D et al., 2011).

A medida que los carcinomas progresan a grados mas elevados de malignidad, las
células tumorales asociadas suelen desarrollar alteraciones en su forma y en su union a

otras células o a la matriz extracelular (MEC). Una de las alteraciones mas caracteristicas
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es la pérdida de Cadherina-E, lo cual potencia la invasién y metastasis. Por otro lado, las
moléculas de adhesion que estan relacionadas con las migraciones celulares suelen
verse reguladas positivamente, como es el caso de la Cadherina-N (Hanahan D &

Weinberg RA, 2011).

Durante la cascada de invasion-metastasis, se dan una serie de cambios biologicos a
nivel celular que comienzan con la invasion local, la intravasacion de las células tumorales
a los vasos sanguineos Yy linfaticos cercanos, el transito de las células a través de los
sistemas linfatico y hematdgeno, y siguen con la extravasacion de las células tumorales
desde el lumen vascular hacia el parénquima de tejidos distantes, la formacion de
pequefios nddulos de células tumorales (micrometéstasis) y finalmente el crecimiento de

los mismos hasta formar macrometastasis (colonizacion) (Klein CA, 2014).

Un programa regulatorio clave en el proceso de metastasis es la transicion epitelio-
mesénquima (EMT). Con esta transicion, las células epiteliales transformadas adquieren
las capacidades de invadir, resistir a la apoptosis y diseminarse. Este programa puede
activarse de forma transitoria o estable por las células tumorales, e incluso en diferentes
grados, mediante diferentes combinaciones de factores de transcripcion pleiotropicos
como Snail, Slug y Twist (Hanahan D & Weinberg RA, 2011). La EMT involucra ademas
de los factores de transcripcién, factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas,
factores pro-angiogénicos y moléculas remodeladoras de la MEC. Los genes regulados
positivamente durante la progresion tumoral y metastasis estan asociados a procesos
como la embriogénesis, la morfogénesis tisular y la sanacién de heridas. En neoplasias, la
EMT resulta en la pérdida de propiedades epiteliales como la adhesion célula-célula y la
polaridad baso-apical, y la ganancia de propiedades mesenquimaticas tales como un
aumento en la capacidad para migrar e invadir a través de las proteinas de la MEC.
Ademas, la EMT seria responsable de la progresién del tumor benigno hacia la célula

invasiva y metastasica (Lamouille S et al., 2014).
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Células madre del cancer

En 1867, Cohnheim escribié la “teoria embrionaria®. Segun esta teoria, los tumores
solidos se forman a partir de rudimentos embrionarios que quedan sin utilizarse durante el
origen y desarrollo del embrion, que comenzarian a reproducirse de forma intensiva
(Cohnheim J, 1867). Mas tarde, esta teoria se convirtio en la “hipétesis de las células
madre del cancer (CMC)”, postulada por Moore et al en 1973, que enuncia que el cancer
se desarrolla a partir de un subgrupo de células malignas que poseen caracteristicas de
célula madre, por lo que los tumores tienen células que pueden crecer indefinidamente
(Moore MA et al., 1973). Las CMC expresan caracteristicas tanto de células tumorales
como de células madre, y tienen propiedades de auto-renovacion, division asimétrica,
resistencia a apoptosis, crecimiento independiente, tumorigenicidad y potencial
metastasico. La teoria CMC sugiere que los tumores contienen una poblacion de CMC
gue se dividen de forma asimétrica y dan origen a células progenitoras que se expanden
rapidamente, las cuales eventualmente se diferencian y agotan su potencial proliferativo.
Las células madre retienen su fenotipo original y competencia proliferativa, a la cual se
refiere como capacidad de auto-renovacion. Las poblaciones celulares enriquecidas en
CMC tendrian un mayor potencial tumorigénico en comparacion con la masa de células
tumorales (Cho RW & Clarke MF, 2008). Cuando una CMC se divide, da origen a otra
célula madre maligna y a una célula que va a aportar a la poblacion celular tumoral un
fenotipo diverso. Las células madre de diferentes tejidos divergen respecto a sus
capacidades intrinsecas de auto-renovacion y de diferenciacion en tipos celulares
particulares (Bjerkvig R et al., 2005). La capacidad ilimitada de auto-renovacion de las
CMC, es la causa principal de la recurrencia de los tumores, ya sean hematolégicos o

sélidos. (Ciurea ME et al., 2014).

A pesar de los grandes avances en las terapias para el cancer, los tumores sélidos siguen

presentando resistencia a los tratamientos. La poblacion de CMC es muy importante en el
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potencial maligno de los tumores y en la respuesta de los mismos a las terapias. Las
terapias dirigidas a la masa tumoral producen una regresion parcial del tumor, pero ésta
suele ser seguida por la aparicién de nuevos clones tumorales que se desarrollan a partir
de la poblacion existente de CMC, que es resistente a la mayoria de las terapias
convencionales. Por esta razon, las terapias dirigidas a las CMC serian las mejores
alternativas y presentan un gran desafio para la investigacion actual (Ciurea ME et al.,

2014).

Terapias contra el cancer

Actualmente, existen mudltiples terapias contra el cancer que se aplican solas o
combinando sus efectos para aumentar el potencial de accién. Los tratamientos
principales son la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia, y la denominada bioterapia que
incluiria la terapia dirigida a blancos moleculares y la inmunoterapia (Lissoni P et al.,

2009; Yagata H et al., 2011; Kumar M et al., 2012; Vanneman M & Dranoff G, 2012).

El presente trabajo esta basado en la utilizacion de la quimioterapia y, dentro de ella, un
tipo especial de quimioterapia, como tratamiento antitumoral. La quimioterapia consiste en
el uso de medicinas o drogas para tratar el cancer. Mientras que la cirugia y la radiacion
atacan a las células tumorales en un area determinada, la quimioterapia puede actuar en
todo el organismo. De esta manera, mata células tumorales que se han diseminado a
zonas distantes del tumor primario. Las drogas pueden utilizarse de forma individual pero,
generalmente, se aplican en combinacion con otras, para que puedan actuar juntas de
forma sinérgica y para intentar reducir las posibilidades de que el cancer se vuelva
resistente al tratamiento. La quimioterapia es Util para curar el cancer, evitar su
diseminacion, retardar su crecimiento e, incluso, aliviar los sintomas de la enfermedad.
Muchas veces se usa en combinaciébn con cirugia o con radiacion (Mohan A &

Ponnusankar S, 2013). A pesar de las ventajas de la quimioterapia, ésta presenta un
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grave problema: la toxicidad. Estas terapias ejercen una accion citotdxica, matando a las
células que crecen rapidamente. Sin embargo, al ser drogas sistémicas, pueden también
matar otras células sanas que crecen rapido, como las células progenitoras de los
glébulos blancos de la médula 6sea, los foliculos capilares y células del sistema digestivo
y del aparato reproductivo (Sadnchez-Suarez P et al., 2008). Algunas drogas pueden
también dafiar células cardiacas, riflones, pulmones o al sistema nervioso. Muchas veces
se administran otros medicamentos para proteger a las células normales del efecto toxico
de las drogas quimioterapéuticas. Los efectos secundarios mas comunes son nauseas y
vomitos; pérdida de cabello; cambios en la médula 6sea y, consecuentemente, en
glébulos rojos, blancos y plaquetas, que llevan a la inmunodepresion; cambios en boca y
piel; cambios en la vida sexual y reproductiva;, cambios en la memoria y cambios
emocionales; e inclusive pueden originar nuevas neoplasias (Ganz PA & Greendale GA,
2001; Xue H et al., 2011; Billan S et al., 2013; Bascones-Martinez A et al., 2013; Shimada
T et al., 2014). Por supuesto, no todas las personas sufren cada uno de los efectos
secundarios y ademas existen distintos niveles de gravedad o de duracion de los mismos,

pero esto no deja de ser un problema mayor.

Anti-angiogénesis

Judah Folkman propuso, por primera vez, la anti-angiogénesis como terapia para el
cancer. En 1971, publicé un articulo donde indicaba la importancia de la angiogénesis en
la formacion tumoral y como esta misma podria ser utilizada para frenar su crecimiento. El
crecimiento de tumores sdlidos siempre estd acompafiado por neovascularizacion.
Folkman sugiri6 que la inhibicibn de la formacion de nuevos vasos podria evitar la

aparicion de metastasis y favorecer el ataque inmunoldgico (Folkman J, 1971).
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La angiogénesis es un proceso de regulacion compleja, mediante el cual se forman
nuevos vasos a partir de los ya existentes. En mamiferos adultos, la angiogénesis
fisiologica se ve limitada a ovarios, Utero y placenta, siendo la tasa de angiogénesis muy
baja para el resto de los tejidos. Esta incrementada durante la reparacion de heridas v,
principalmente, durante enfermedades neoplésicas. Las células tumorales suelen
proliferar de forma desregulada. Durante el crecimiento tumoral, van aumentando las
necesidades de oxigeno y nutrientes, y se acumulan mayores cantidades de desperdicios
metabdlicos. Por esta razon, las células neoplasicas comienzan a sobreexpresar factores
pro-angiogénicos, incluyendo el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento placentario (PIGF) y el factor
de crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PDGF) (Sakurai T & Kudo M, 2011).
Asimismo, durante la progresion tumoral estd estimulado el proceso de linfangiogénesis,
es decir, la formaciéon de nuevos vasos linfaticos a partir de otros ya existentes. A través
de las circulaciones sanguineas y linfaticas, las células malignas pueden diseminarse
para formar los tumores secundarios o metastasis, las cuales, a su vez, son dependientes

del proceso de angiogénesis (Carmeliet P & Jain RK, 2000).

El control de la angiogénesis tumoral es un punto clave en el tratamiento del paciente. Es
muy comun en el ambiente tumoral, la pérdida de los inhibidores angiogénicos enddgenos
como la endostatina y la trombospondina-1, lo cual acelera el crecimiento tumoral.
(Tabruyn SP & Griffioen AW, 2007; Sharma BK et al., 2013). Contrariamente, la
sobreexpresién de estos inhibidores angiogénicos lleva a los tumores a un estado de
latencia prolongada. Actualmente, existen muchas drogas anti-angiogénicas aprobadas
por la FDA (Food and Drug Administration de EEUU) (Fakhrejahani E & Toi M, 2014). Uno
de los principales ejemplos es Bevacizumab, un anticuerpo anti-VEGF. Esta droga se
administra en combinacibn con quimioterapia y aumenta significativamente la

supervivencia promedio de los pacientes con cancer colorrectal metastasico, cancer de
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pulmoén y cancer cervical, entre otros. Sin embargo, los beneficios de la mayoria de las
drogas anti-angiogénicas siguen siendo pobres, por lo que se investiga cdmo potenciar
sus efectos en combinacién con otras terapias (Ma J & Waxman DJ, 2008; Welti J et al.,

2013).

Las drogas anti-angiogénicas tienen un efecto positivo sobre la quimioterapia, por lo que
su administracion conjunta puede potenciar el efecto antitumoral de las siguientes tres
maneras. En primer lugar, las drogas anti-angiogénicas normalizan la vasculatura tumoral,
gue suele ser desorganizada y con deformidades estructurales y, por lo tanto, dificulta la
entrada de drogas para el cancer. En segundo lugar, la anti-angiogénesis inhibe la rapida
repoblacion de células tumorales después de la quimioterapia citotoxica. Generalmente, si
bien las quimioterapias convencionales en principio atacan y reducen al tumor, en los
periodos de recuperacion del paciente de la toxicidad ocasionada, suele darse un
crecimiento acelerado del mismo. Por esta razén, se han propuesto estrategias
terapéuticas como regimenes de quimioterapia administrada en mayor frecuencia junto
con agentes que aceleren la recuperacion del paciente, o la exposicién del tumor a drogas
anti-angiogénicas durante los periodos de descanso. Por ultimo, las drogas anti-
angiogénicas aumentan los efectos antivasculares de las quimioterapias. Existen muchas
drogas contra el cancer que tienen actividades anti-angiogénicas. Estas pueden deberse,
por un lado, a la destruccion del subgrupo de células endoteliales en proliferacion durante
la neovascularizacion. Por otro lado, la quimioterapia también actia de forma sistémica en
la vasculatura, atacando a las células circulantes derivadas de la médula ésea que
contribuyen a la angiogénesis, como las células progenitoras endoteliales (CPE). Sin
embargo, si bien la quimioterapia convencional causa una disminuciéon de las CPE, éstas
resurgen generalmente en los periodos de descanso, momento en el que podrian
administrarse drogas anti-angiogénicas. Dentro del tercer mecanismo de accion

mencionado, se destaca una forma alternativa de quimioterapia que tiene efectos anti-
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angiogénicos acentuados. Esta consiste en la administracion regular y en largos plazos de
dosis bajas de drogas quimioterapéuticas, exentas de toxicidad y sin  periodos
prolongados de descanso. Su actividad anti-angiogénica involucra el ataque directo a las
células endoteliales de la neovasculatura del tumor y la supresion de las CPE circulantes.
Puede ser acompafiada por drogas anti-angiogénicas para potenciar los efectos
antitumorales. Este tratamiento se denomina Quimioterapia Metronomica (Kerbel RS,

2006; Quintieri L et al, 2014).

Quimioterapia Metrondmica

En el tratamiento quimioterapéutico estandar, el paciente es tratado con la “maxima dosis
tolerada” (MDT), lo que trae aparejado la necesidad de establecer periodos de descanso
entre los ciclos de terapia, para que el mismo pueda recuperarse de la toxicidad inherente
al tratamiento. Durante estos periodos, se favorece la repoblacion tumoral y el crecimiento
de clones seleccionados resistentes a la quimioterapia MDT que anularan el efecto
terapéutico obtenido en los primeros ciclos. Para evitar las desventajas de estos
tratamientos, se propuso un nuevo esquema de administracion de drogas denominado por
Hanahan, en el aino 2000, como “Quimioterapia Metronémica” (QTM). Esta modalidad de
tratamiento va en contra del paradigma convencional: “Cuanto mas alta la dosis, mejor”,
gue tiene muchos efectos negativos sobre el paciente (Hanahan D et al., 2000;

Scharovsky OG et al., 2009).

La QTM hace referencia a la administracion crénica y a intervalos regulares de dosis
bajas de una o varias drogas quimioterapéuticas, sin periodos de descanso prolongados.
Sus principales caracteristicas son, ademas de su eficacia antitumoral, que presenta
escasa 0 nula toxicidad y que tiene como blanco celular principal a las células endoteliales
tumorales. Fue clave para este cambio de paradigma en la quimioterapia para el cancer lo

planteado por Fidler y Ellis, quienes en el ano 2000 sugirieron que: “El cancer es una
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enfermedad cronica y deberia ser tratada como otras enfermedades crénicas” (Fidler 1J &

Ellis LM, 2000; Scharovsky OG et al., 2009).

Aunque el mecanismo de accién principal y mas estudiado de la QTM es su accion anti-
angiogénica, actualmente se conocen otros mecanismos de accion. Esta modalidad de
tratamiento puede matar células del cancer resistentes o detener el crecimiento celular
por diferentes medios, como la inhibicion de la angiogénesis por diferentes vias, la
inmuno-modulacién y el ataque a las células tumorales (André N et al., 2012; Montagna E

et al., 2014).

Los procesos que contribuyen a la angiogénesis en los tumores sélidos involucran varios
elementos clave, como por ejemplo: factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
sus receptores; inhibidores endoégenos de la angiogénesis tales como trombospondina-1
(TSP-1) o angiostatina; pericitos de los vasos sanguineos, que sefializan a través del
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y sus receptores; células
endoteliales y sus subgrupos circulantes (células endoteliales circulantes y células
endoteliales progenitoras); integrinas que participan en adhesién y migracion celular
durante la angiogénesis; y células tumorales con receptores para ligandos como VEGF,
PDGF, factor de células madre (SCF) y otros (André N et al., 2012; Maiti R, 2014). Como
la QTM ataca a las células endoteliales tumorales, puede destruir tanto las células
malignas sensibles como las resistentes a farmacos, mediante la destruccién de los vasos
existentes y la inhibicion de la neo-angiogénesis, lo que genera hipoxia y privacion de
nutrientes (Kerbel RS & Kamen BA, 2004). En el afio 2000, Browder y su grupo
desarrollaron un esquema alternativo para la administracion de Ciclofosfamida (Cy)
utilizando dosis menores a la MDT, a intervalos mas cortos y sin periodos prolongados de
descanso. Este tratamiento demostré ser anti-angiogénico y pudo erradicar el carcinoma
de pulmén de Lewis y la leucemia L1210, enfermedades que no podian ser tratadas

eficazmente con los esquemas convencionales. Ademas, la QTM con Cy también pudo
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suprimir el crecimiento tumoral de lineas de cancer de pulmén de Lewis y cancer de
mama EMT-6 murinas que eran resistentes a Cy administrada de forma convencional.
Browder también combind esta quimioterapia con otros inhibidores de la angiogénesis,
obteniendo resultados aun mas prometedores. Con sus experimentos, pudo demostrar
que este nuevo esquema podia incrementar la apoptosis de células endoteliales
tumorales controlando el crecimiento tumoral, incluso cuando el tumor era resistente a

farmacos, y minimizando la toxicidad (Browder T et al., 2000).

Como parte de la toxicidad de las quimioterapias de MDT, suelen presentarse efectos
dafinos para el sistema inmune como neutropenia y linfopenia. El efecto citotdxico de las
quimioterapias mata a las células en division, ya sean tumorales o del sistema inmune.
Esto puede favorecer la aparicibn de infecciones e incluso tumores secundarios.
Sorprendentemente, algunos agentes anticancerigenos pueden tener efectos
inmunomoduladores cuando se los administra de diferente modo. De esta manera,
pueden erradicarse células malignas que hayan escapado al efecto de la quimioterapia o
pueden mantenerse micrometastasis en estado de latencia. (André N et al., 2012). La
QTM, ademéas de funcionar mediante anti-angiogénesis, también ha demostrado
incrementar la respuesta inmune. Si bien faltan estudios para terminar de entender los
mecanismos de accion, ya son varios los avances en el conocimiento de estos campos.
Bassini et al estudiaron el impacto del régimen metronémico de Temozolomida (TMZ) en
un modelo de glioma de rata, descubriendo que éste era capaz de disminuir la relacion
linfocitos Treg (T reguladores)/Linfocitos CD4" dentro del tumor y ademas suprimir la
funcién de las Treg remanentes (Banissi C et al., 2009). Ghiringhelli y su grupo pudieron
demostrar que también la administracién de Cy metronémica podia disminuir la funcién de
las Treg en carcinoma de colon de raton y reducir las células Treg circulantes en
pacientes con cancer avanzado, ademas de restaurar la funcién de las células T y NK

(Ghiringhelli F et al., 2004; Ghiringhelli F et al., 2007). Tanaka y su equipo también
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pudieron marcar la mejora en la respuesta inmune antitumoral in vivo mediante
inyecciones de vinblastina en dosis bajas, lo cual activaba la maduracion de células
dendriticas intra-tumorales (Tanaka H et al., 2009). Rozados y colaboradores también
demostraron la participacién del sistema inmune en el efecto de QTM con Cy en un

modelo de linfoma (Rozados VR et al., 2010).

El reposicionamiento de drogas consiste en utilizar drogas conocidas para nuevas
indicaciones. En el caso de la QTM, el reposicionamiento trata de usar farmacos
conocidos utilizados para diferentes indicaciones, de los cuales se ha encontrado que
pueden ser utilizados como agentes antitumorales para la terapia contra el cancer. Esto
implica muchas ventajas ya que se conocen las vias de accion de la droga y sus efectos
secundarios, su farmacodinamia y, a la vez, permite abaratar el costo de los tratamientos.
Muchas drogas estadn siendo estudiadas con estos propdsitos, como por ejemplo
Celecoxib, Propranolol y Metformina (Grésch S et al., 2006; Schonthal AH, 2007; Mainetti
LE et al., 2011; Del Barco S et al., 2011; Pasquier E et al., 2011; Kourelis TV & Siegel RD,

2012).

Ciclofosfamida

La Ciclofosfamida (Cy) es un agente alquilante utilizado como quimioterapia para
diferentes tipos de cancer y enfermedades autoinmunes. Ejerce su accion citotoxica
matando principalmente células en proliferacién. El efecto de esta droga sobre la
respuesta inmune antitumoral depende altamente de la dosis y el esquema de
administracion. Cuando se la administra en dosis altas ataca a las células tumorales,
reduciendo la masa tumoral, pero también ataca a las células normales del organismo que
se encuentran en divisibn, como pueden ser las células del sistema inmune. Esto causa
inmunosupresion, favoreciendo infecciones oportunistas e incluso segundas neoplasias.

Sin embargo, la administracién de dosis bajas de Cy logra potenciar la respuesta inmune
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del organismo, lo cual es también util para la eliminacién del tumor (Scharovsky OG et al.,

2011).

El efecto inmunomodulador de Cy ha sido ampliamente estudiado. En 1982, North
concluyé que la inmunoterapia adaptativa facilitada por Cy favorecia la eliminacién de
tumores por medio de la eliminacion de las células T supresoras. Descubrié que la
transfusion de células inmunes del bazo no tenia efecto en el crecimiento tumoral si no
era en conjunto con Cy, y que la droga sola generaba Unicamente una detencién
temporaria en la progresion tumoral. Cuando se combinaba la transfusion de células
inmunes y el tratamiento con dosis bajas de Cy, se daba la regresién completa y
permanente de los tumores, independientemente de cual fuera su tamafio (North RJ,
1982). Estudios posteriores de otros grupos de investigacion se enfocaron en dilucidar las
vias por las que Cy ejercia su efecto inmune. Pudo verse no so6lo una reduccion de las
células T reguladoras CD4'CD25", sino también un aumento de la expresion de
citoquinas y de la proliferacion y activacion intratumoral de células By T CD4" y CD8"
(Ghiringhelli F et al., 2004; Bracci L et al., 2007; Van der Most RG et al., 2009; Rico MJ et

al., 2012; Takeuchi A et al., 2012; Guo Q et al., 2012).

Muchos trabajos cientificos mostraron la actividad antitumoral de Cy. En el Instituto de
Genética Experimental (IGE) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Rosario (UNR) se estudio el efecto de la QTM con Cy en linfoma y sarcoma
de rata. No sOlo se erradicaron completamente los tumores establecidos sin toxicidad
alguna, sino que también se evito el inicio de metéstasis y la recurrencia del cancer en los
sitios primarios (Rozados VR et al., 2004). Como una caracteristica de la QTM es que
puede utilizar mas de una droga para conseguir mejores resultados, también existen
muchos trabajos donde se prueba el funcionamiento de Cy en combinaciéon con otros
agentes antitumorales. En el IGE se estudi6 el efecto de la QTM con Cy administrada en

combinacién con Celecoxib en modelos de adenocarcinomas mamarios murinos. Se
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obtuvo la inhibicién del crecimiento tumoral, la disminucion de metastasis pulmonares y el
aumento en el tiempo medio de supervivencia, con muy baja toxicidad. Ademas, el
tratamiento combinado demostrd ser mas efectivo que cada monoterapia (Mainetti LE et
al., 2011). Resultados similares se obtuvieron al combinar Cy con Doxorrubicina (Mainetti

LE et al., 2013).

Metformina

La Metformina (N’,N’-dimetilbiguanida; Met) es uno de los agentes hipoglicémicos orales
mas prescritos. Suele usarse para el tratamiento de la diabetes de tipo 2 pero, en la
actualidad, tiene muchas otras indicaciones, como por ejemplo el sindrome de ovario
poliquistico, la hiperglicemia y el sindrome metabdlico. Actualmente, a Met se le esta
atribuyendo un efecto antitumoral aparentemente independiente de sus efectos
hipoglicémicos, por medio de la supresion de procesos transformadores e
hiperproliferativos que dan inicio a la carcinogénesis. Existen varios mecanismos que se
creen relacionados con su efecto anticarcinogénico, entre ellos: activacion de la via
LKB1/AMPK; inhibicién de la lipogénesis; induccion del arresto del ciclo celular y/o
apoptosis; supresion de la actividad de mTOR (mammalian target of rapamycin); inhibicion
de sintesis proteica; inhibicién de actividad y expresion de HER2; reduccién de los niveles
circulantes de insulina; inhibicién de la respuesta a proteinas desplegadas; activacion del
sistema inmune; eliminacién de las células madre del cancer (CMC) y represion
transcripcional de la transicién epitelio-meséngquima (EMT). Una ventaja de Met es que no
es toxica y puede ser muy util para potenciar los efectos de otras drogas. Ademas, dado
gue Met tendria efecto sobre una subpoblacién de células madre como las CMC, es
razonable pensar que los subtipos de cancer de mama mas agresivos, enriquecidos con

células del tipo CMC, tales como los tumores triple negativos (Receptores de Estrégeno
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(RE"), Receptores de Progesterona” (RP) y HER2/neu’), pueden ser mas sensibles a la

accion de Met (Del Barco S et al., 2011; Kourelis TV & Siegel RD, 2012).

Existen muchos estudios que encontraron una disminucion en la incidencia del cancer y
en la mortalidad ocasionada por esta enfermedad en pacientes que recibian Met. En el
afio 2006, Bowker y colaboradores exploraron la asociacion entre terapias antidiabéticas y
la mortalidad por cancer, en pacientes con diabetes de tipo 2. Pudieron ver que los
pacientes con diabetes de tipo 2 expuestos a sulfonilureas e insulina exégena tuvieron un
riesgo significativamente mayor de mortalidad por cancer, en comparacion con los
pacientes tratados con Met (Bowker SL et al., 2006). Mas adelante, Currie y su equipo
examinaron el riesgo de desarrollar tumores solidos en pacientes de diabetes de tipo 2, en
relacion con el tratamiento con agentes orales, insulina humana y analogos de la insulina.
Concluyeron que aquellos pacientes que recibian insulina o sus secretagogos tenian mas
probabilidades de desarrollar tumores solidos que los que recibian Met. A su vez, la
combinacion de las terapias con Met eliminaba casi por completo el riesgo de contraer la
enfermedad (Currie CJ et al., 2009). De la misma manera, tanto en un meta-andlisis de
Decensi como en un analisis prospectivo de Landman en el estudio ZODIAC-16, se pudo
ver la disminucién en la incidencia del cancer y en la mortalidad por la enfermedad,
respectivamente, cuando los pacientes tomaban Met. De hecho, en el meta-andlisis del
primer grupo pudo encontrarse una relacion dependiente de dosis (Decensi A et al., 2010;
Landman GW et al., 2010). Finalmente, también hay numerosos estudios que demuestran
una relacién entre el consumo de Met y la quimioprevencion del cancer de mama,
encontrandose en algunos de ellos que la disminucion del riesgo de contraer cancer de
mama se da cuando el consumo de Met es a largo plazo (Jiralerspong S et al., 2009;

Bodmer M et al., 2010; Bosco JL et al., 2011).
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HIPOTESIS

Si a la quimioterapia metrondmica con Ciclofosfamida se le suma un tratamiento de buena
tolerabilidad y escasa toxicidad que inhiba, disminuya o elimine las células madre del
cancer, células poco sensibles a la quimioterapia habitual y que son la fuente de la
repoblacion celular del tumor, podrd encontrarse un método mas eficiente que frene el
crecimiento o elimine el tumor, acompafiado, a su vez, por una buena calidad de vida

debido a la escasa toxicidad.

OBJETIVOS

Generales

Analizar, en un modelo de adenocarcinoma de mama experimental, el efecto antitumoral y
antimetastasico ejercido por una terapia combinada que utiliza Metformina, una droga
hipoglucemiante, de muy buena tolerabilidad, uno de cuyos variados efectos sobre las
células tumorales es la eliminacién de las células madre del cancer, y quimioterapia
metrondmica con Ciclofosfamida, una modalidad terapéutica con demostrado efecto anti-
angiogénico e inmunomodulador. Simultaneamente, analizar los mecanismos

responsables del efecto observado.

Especificos

» Evaluar el efecto antitumoral y antimetastasico del tratamiento combinado con
Metformina y quimioterapia metrondmica con Ciclofosfamida y la toxicidad de la terapia
a través del seguimiento del peso corporal, la glicemia y el recuento de globulos
blancos.

» Analizar el efecto de los tratamientos sobre la supervivencia de los animales.

« Cuantificar en los tumores tratados, el grado de apoptosis y de proliferacion celular.

» Determinar la densidad de vasos sanguineos intratumorales.

( =]



« Evaluar la cantidad de células madre del cancer
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MATERIALES Y METODOS

Drogas
e Ciclofosfamida (Cy): (Filaxis SA, Argentina) se disolvié en agua destilada en una
concentracion de 20 mg/ml (concentracion stock).
e Metformina (Met): (Laboratorio Montpellier) El clorhidrato de metformina se
solubiliz6 en una solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se conservé a -

20°C.

Animales

Se utilizaron ratones hembra adultos de la linea endocriada CBi del bioterio del Instituto
de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, U.N.R. Fueron provistos de
alimento comercial y agua ad libitum y se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de 12
horas. 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).

Tumor

Adenocarcinoma de mama M-406: es un adenocarcinoma semidiferenciado de tipo B
(Squartini F & Pingitore R, 1994), triple negativo, de origen espontdneo que surgié en un
ratén de la linea CBi. Es mantenido in vivo por pasajes i.p. en ratones singeneicos. Esta
neoplasia epitelial es predominantemente solida y esta constituida por células atipicas
semidiferenciadas con moderado grado de atipia citolégica y bajo indice mitotico. En la
periferia, el patron estructural es en su mayor parte acinar y se observan amplios quistes

o “lagos” de contenido hemorragico.
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Modelo experimental: Efecto antitumoral

En el dia O, los ratones CBi fueron inoculados con el adenocarcinoma M-406, con trocar
por via s.c. en el flanco derecho. Cuando el tumor alcanzé un volumen de 70-150 mm?,
los animales se distribuyeron en distintos grupos experimentales.
e Grupo I: Testigo, sin tratamiento ulterior.
e Grupo Il: Tratado con Cy en el agua de bebida (dosis estimada de 20-30 mg/kg de
peso corporal por dia).
e Grupo llI: Tratado con Met por administracion oro-gastrica, tres veces/semana (100
mg/kg de peso corporal).
e Grupo IV: Tratado como Grupos Il + 111
Todos los animales fueron sacrificados por sobreexposicion a CO, el mismo dia en que el
primer animal del grupo testigo alcanz6 el maximo volumen tumoral éticamente permitido.
Se realizd la extirpacion de los tumores y se los fij6 en solucion de Bouin, para las
siguientes evaluaciones. Al inicio y al final de tratamiento se extrajeron muestras de
sangre para determinar la glicemia y para realizar el recuento de glébulos blancos.
Con el objeto de estudiar la supervivencia derivada de los diferentes tratamientos,
posteriormente, se realizé un experimento idéntico al anterior, con la diferencia que se
sacrificd a los animales uno por uno, por sobreexposicién a CO,, a medida que cada uno

de ellos alcanz6 el maximo volumen tumoral éticamente permitido.

Modelo experimental: Efecto antimetastasico

Para estudiar la actividad antimetastdsica se realiz6 un ensayo de metéastasis
experimentales: en el dia 0, los ratones CBi fueron inoculados con 2 x 10° células M-406
en una vena de la cola y en el dia 3 se distribuyeron en 4 grupos experimentales que

recibieron el mismo tratamiento descripto mas arriba.
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Todos los animales fueron sacrificados por sobreexposicion a CO;, el dia en que el primer
animal mostré6 signos o sintomas de enfermedad metastasica (estado general,
respiracion, posicion corporal, etc.). Se realizo la extirpacion de los pulmones, se pesaron
y se fijaron en solucion de Bouin. Luego, se contd el nimero de nddulos metastasicos, se

midio su diametro y, finalmente, se calculd el volumen metastasico total.

Volumen tumoral vy peso corporal

Se determind dos veces por semana el peso de los ratones y el volumen tumoral. Se
midié con calibre los diametros mayor (a) y menor (b) del tumor y se estimd el volumen

tumoral con la férmula (a x b?) x 0,4.

NUmero y tamafo de las metastasis

En los pulmones fijados en solucion de Bouin, se contaron y midieron las metastasis de
cada pulmoén. A las mismas se las clasificé en grupos de acuerdo a su diametro (0-1 mm;

1-2 mm; >2 mm; >>2 mm). Luego, se calculdé el volumen metastasico por ratén y por

grupo.

Glicemia

Se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola al comienzo y al final del

tratamiento para determinar la glicemia con las tiras reactivas Accu-Chek®.

Recuento de glébulos blancos

Se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola al comienzo y al final del

tratamiento para realizar el recuento de glébulos blancos en Camara de Neubauer.
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Necropsias v biopsias

Cada animal sacrificado del estudio del efecto antitumoral fue sometido a una necropsia;
se extirparon el tumor y diferentes 6rganos, para evaluar la aparicion de metéstasis
espontaneas. Parte de los tejidos fueron fijados en solucién de Bouin e incluidos en
parafina, y cortes de 5 micras de espesor fueron sometidos a tinciones con Hematoxilina-

Eosina e inmunohistoquimicas.

Apoptosis
Se evalud en cortes de tejido tumoral por tincion con Hematoxilina-Eosina, contando el
namero de cuerpos apoptoticos. Se realizd el conteo en 50 campos por corte de tejido

tumoral, con un aumento de 1000X.

Capacidad proliferativa

Se evalud por tinciébn con Hematoxilina-Eosina, contando el nimero de células en mitosis
del tejido tumoral, para luego calcular el indice mitético. Se realizé el conteo en 10

campos por corte de tejido tumoral, con un aumento de 400X.

Angiogénesis

Se evalud la densidad de vasos sanguineos por tincion con Hematoxilina-Eosina. Se
calculo la superficie de los vasos utilizando el software ImageJ, en 20 campos por corte

de tejido tumoral, con un aumento de 400X.

Células madre del cancer

Las células madre del cancer (CMC) del cancer de mama expresan un fenotipo de
marcadores de superficie CD44*/CD24"". Se analizaron, por citometria de flujo, muestras

de sangre y tumor en suspension de ratones CBi pertenecientes al grupo | y al grupo 1V,
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marcandose las CMC con anticuerpos BD Pharmingen™ para CD44 y CD24 unidos a los
fluorocromos FITC y PE, respectivamente. Se tifieron 500.000 células de cada muestra,

en una dilucion 1:200. Como control positivo de CD44 y CD24 se utiliz6 tejido de bazo.

Andlisis estadisticos

La comparacion estadistica de los resultados obtenidos en los diferentes grupos
experimentales se realiz6 utilizando tests paramétricos y no paramétricos de acuerdo a la
variable a analizar. Se consideré que las diferencias son significativas a partir de un valor

de P<0,05.
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RESULTADOS

Estudio del efecto antitumoral

Volumen Tumoral

La evolucion del volumen tumoral en los diferentes grupos se encuentra graficada en la
Figura 1. El anadlisis del volumen tumoral en el dia 36 no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (P=0,1033; ANOVA). Aun asi, el volumen
tumoral de los animales del grupo IV fue menor que el de los grupos restantes. Por otro
lado, en el dia 46, cuando solo quedaban en tratamiento animales de los grupos Il y IV
debido a que los restantes ya habian alcanzado el maximo volumen tumoral éticamente
permitido, el grupo IV presentd un volumen tumoral menor que el del grupo I, siendo la

diferencia marginalmente significativa (P=0,0671; Test t de Student).

8000+
)
6000
E
S
o
§ 4000+
|_
c
)
E
>
© 20004
>
C T T L] L] L)
10 20 30 40 50
Tiempo (dias)
== Grupo | == Grupo ll == Grupo lll == Grupo IV

Figura 1: Evolucién del Volumen Tumoral, curva con ajuste de
crecimiento exponencial [Dia 36: mm?®, mediaEE; I: 2880+1530; II:
2897+976,9; ll: 3772167,8; IV: 929,7+213,8; P=0,1033 (ANOVA). Dia
46: mm®, media+EE; II: 3994+239,6; IV: 2950+341,1; P=0,0671 (Test t de
Student)].




Tiempo de Duplicacion del Volumen Tumoral

El crecimiento tumoral del adenocarcinoma de mama M-406 se ajusto, para los animales
de todos los grupos, a una curva de crecimiento exponencial, y se calcul6 el tiempo de
duplicacion tumoral (Tpup), variable inversamente proporcional a la velocidad de
crecimiento del tumor. El Tpup difirid entre los cuatro grupos de animales (P=0,0049;
ANOVA). Los grupos Il y IV fueron los que presentaron valores mas altos, es decir que
tuvieron el crecimiento tumoral més lento. El Tpup del grupo Il fue significativamente

menor que el de los grupos Il y IV (P<0,05; Test de Tukey) (Figura 2).

Toup (dias)

s i-

Grulpo | Grulpo Il Grurl)o 1" GrurIJo v

Figura 2: Tiempo de Duplicacion Tumoral [dias, mediana
(rango); I: 3,7 (3,2-5,6); Il: 6,2 (2,4-8); lll: 3,3 (2-4,5); IV: 5,8
(5-6,5); P=0,0063 (ANOVA). Ill vs I, P<0,05 (Test de Tukey). lll
vs IV, P<0,05 (Test de Tukey)].

Supervivencia

Las diferencias observadas en la velocidad de crecimiento tumoral se vieron reflejadas en
el tiempo de supervivencia de los animales (P=0,0063; Test de Mantel-Cox), como puede
verse en la Figura 3. El grupo IV presentd la mayor supervivencia, difiriendo
significativamente de los grupos | (P=0,0011), Il (P=0,0085) y Il (P=0,0011; Test de

Mantel-Cox).
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Figura 3: Supervivencia [dias, mediana (rango); I: 30,5 (25-44); II: 44
(36-46); II: 29 (25-40); IV: 50 (44-52); P=0,0063 (Test de Mantel-
Cox). IV vs I, P=0,0011; vs Il, P=0,0085; wvs Ill, P=0,0011 (Test de
Mantel-Cox)].

Estudio del efecto antimetastasico

Numero de Metastasis
El Grupo IV fue el que present6é el menor nimero de nédulos metastasicos pulmonares,
aunque las diferencias entre grupos no fueron significativas (P= 0,3799; Test de Kruskal-

Walllis) (Figura 4).
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Figura 4: Nimero de Metastasis [n2, mediana (rango); I: 178
(129-250); II: 142 (44-258); 1Il: 202 (101-217); IV: 120 (95-
211); P=0,3799 (Test de Kruskal-Wallis)].
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Tamafio Metastasico

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre el tamafio de las metéstasis, se midio el
diametro de los nddulos metastasicos, utilizando un calibre. Luego, se clasificé a los
mismos en diferentes grupos en orden creciente de tamafo. En la figura 5, puede verse
gue en todos los grupos, la gran mayoria de los n6dulos metastasicos tuvo un tamafio
pequefio (0-1 mm de didmetro). A éstos, los siguieron los nddulos de tamafio intermedio
(1-2 mm) y por ultimo los méas grandes (>2 mm). Ademas, los ratones de los grupos | y Il
presentaron mayor cantidad de nddulos metastasicos de tamafios intermedio y grande

gue los ratones pertenecientes a los grupos Il y IV.
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Figura 5: Tamafio metastdsico [mm, n2 de metastasis, mediana (rango); I: O-
1, 130 (70-184); 1-2, 36 (25-81); >2, 10 (6-19); II: 0-1, 127 (39-191); 1-2, 11 (1-
60); >2, 2,5 (1-15); Ill: 0-1, 130 (42-181), 1-2, 46 (30-65); >2, 11 (6-20); IV: O-
1,94 (82-195); 1-2, 18 (10-33); >2, 3 (3-15)].

Volumen Metastasico

Se obtuvo el volumen metastasico pulmonar total calculando el volumen de cada nodulo
metastasico y realizando su sumatoria para cada animal. Los cuatro grupos difirieron
significativamente en el volumen metastasico total (P=0,0091; ANOVA). Los animales del

grupo lll presentaron mayor volumen metastasico que los grupos Il y IV (P<0,05; Test de

32

——
| —



Tukey) (Figura 6-A). En las figuras 6-B y C se muestran, a manera de ejemplo, fotografias

de las metéastasis pulmonares evaluadas.
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Figura 6: A) Volumen Metastasico Total [mm3, mediatEE; I:
404,1+54,4; 1l: 218,31£70,2; Ill: 419,2+32,3; IV: 218,2+37,8;
P=0,0091 (ANOVA). lll vs Il y vs IV, P<0,05 (Test de Tukey)]. B)
Pulmén con muchas metastasis de regular tamafio. C) Pulmén
con regular cantidad de metastasis de menor tamafo.

Estudio de la toxicidad

Se analizaron diferentes variables indicadoras de posibles efectos toxicos del tratamiento
tales como peso corporal, glicemia, recuento de globulos blancos, asi como signos y

sintomas clinicos de toxicidad.
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Peso Corporal

Las modificaciones del peso corporal a lo largo del experimento se expresaron como el
porcentaje del peso corporal respecto al peso al iniciar el tratamiento. Se considera que
existe toxicidad cuando el peso corporal desciende 20% o mas con respecto al valor antes
de comenzar el tratamiento. No hubo descensos significativos con respecto al valor inicial,
ni tampoco se presentaron diferencias significativas entre grupos. En el grupo con doble
tratamiento, se puede observar, al final del experimento, un descenso del peso corporal.
Ese aparente descenso fue debido a que en esa fecha quedaba un solo animal que

presentaba un volumen tumoral pequefio (Figura 7).
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Figura 7: Peso Corporal [Dia 40: %, mediatEE; I: 121,3+0,0; II:
117,143,2; lll: 149,9+3,8; IV: 115,8+3,5; P=n.s. (ANOVA)].

Glicemia

La siguiente variable analizada en los grupos tratados con Metformina, fue la glicemia. No
se observaron diferencias significativas en los niveles de glicemia entre grupos, asi como
tampoco dentro de grupos, entre el valor inicial y el obtenido al final del tratamiento

(Figura 8).
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Figura 8: Glicemia [mg, mediatEE; Il 151,6%£10,5; Il
144,5+8,0; IV;: 138,246,5; IV 158,6+10,7; P=n.s. (Test t de
Student)].

Recuento de Globulos Blancos

El tratamiento administrado podria afectar el numero de glébulos blancos (GB)
circulantes, por lo que se estudid su variacion en el transcurso del mismo. En la Figura 9
se muestra el porcentaje final de GB con respecto al del inicio de tratamiento, expresado

en porcentaje. No se presentaron diferencias significativas entre grupos.
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Figura 9: Globulos Blancos [GB final/GB inicial %, mediatEE; I:
103,3+8,2; Il: 106,2+9,1; Ill: 118,0+9,9; IV: 99,1+14,4; P=n.s.
(ANOVA)].
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Otros sintomas de toxicidad

Durante toda la duracion de los experimentos se monitorearon diferentes signos y
sintomas que podrian indicar la presencia de toxicidad debida al tratamiento. La actividad
motora, la calidad del pelaje, la ingestion de alimento, la respuesta a los estimulos y la
respiracion de los animales presentaron caracteristicas normales a lo largo de todo el

periodo de tratamiento.

Estudio de los mecanismos de accion

Apoptosis

Se contd el numero de células en apoptosis en cortes de tejido tumoral tefiidos con
Hematoxilina-Eosina. Se evaluaron 50 campos por corte, con un aumento de 1000X. Las
diferencias entre grupos fueron significativas (P=0,0175; ANOVA). En la Figura 10-A, se
observa que el grupo IV fue el que presenté el mayor nimero de apoptosis, el cual fue
significativamente mayor que los grupos | y 1l (P<0,05; Test de Tukey). La diferencia
obtenida entre los grupos Il y IV no alcanz6 a ser significativa. Las Figuras 10-B y C son
imagenes donde pueden apreciarse regiones tumorales con presencia de células en

apoptosis.
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B) C)

Figura 10: Apoptosis/Campo, 50 campos 1000X [n? de células apoptodticas, mediatEE; I
0,17+0,05; 1l: 0,32+0,04; lll: 0,18+0,03; IV: 0,48+0,10; P=0,0175 (ANOVA). IV vs | y vs I,
P<0,05 (Test de Tukey)].

Capacidad Proliferativa

La capacidad proliferativa fue evaluada mediante tincion con Hematoxilina-Eosina. Se
contd el numero de células en mitosis en 10 campos por corte de tejido tumoral, con un
aumento de 400X. Los grupos presentaron diferencias significativas en el indice mitotico
(P=0,0015; ANOVA). Los tumores de los animales pertenecientes a los grupos Il y IV
tuvieron una menor capacidad proliferativa que los de los grupos | (P<0,01) y Il (P<0,05);
(Test de Tukey) (Figura 11-A). Las figuras 11-B y C muestran cortes de tejido tumoral con

diferente indice mitético.
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B) C)

Figura 11: A) Capacidad Proliferativa, 10 campos 400X [n2 de mitosis, media+EE; I: 11,0+0,8; II:
4,9+0,8; IlI: 9,7+1,8; IV: 5,5+0,5; P=0,0015 (ANOVA). Il vs I, P<0,01; Il vs Ill, P<0,05; IV vs I,
P<0,01; IV vs lll, P<0,05 (Test de Tukey)]. B) Adenocarcinoma con gran capacidad proliferativa.
C) Adenocarcinoma con pocas células en mitosis.

Angiogénesis

Se evalud la densidad de vasos sanguineos en el tejido tumoral por tincion con
Hematoxilina-Eosina, calculando el area de los mismos en 20 campos por corte de tejido
tumoral, con un aumento de 400X. Como puede verse en la Figura 12, la diferencia entre
los grupos fue significativa (P=0,0024; ANOVA). El area vascular de los tumores de los
animales del grupo | fue mayor que las de los grupos Il (P<0,01) y IV (P<0,05); (Test de
Tukey). A su vez, los animales pertenecientes a los grupos Il y IV también presentaron
valores significativamente menores que los del grupo lll (P<0,05; Test de Tukey). Las
Figuras 12-B y C son fotografias donde pueden apreciarse distintos estados de la

vasculatura intratumoral.
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Figura 12: A) Angiogénesis, 20 campos 400X [pixel’, media+EE; |: 491743+41685; II:
61375+23371; lll: 423161+147042; IV: 64403+ 13696; P=0,0024 (ANOVA). 1 vs I, P<0,01; 1 vs IV,
P<0,05; Il vs Il, P<0,05; lll vs IV, P<0,05 (Test de Tukey)]. B) Campo en donde puede verse una

trifurcacién vascular, caracteristica de tejidos tumorales. C) Adenocarcinoma con normalizacion
de la vasculatura.

Células Madre del Cancer

Las células madre del cancer (CMC) expresan un fenotipo de marcadores de superficie
CD44"/CD24"°". Se analizaron, por citometria de flujo, 500.000 células, tanto de sangre
como de suspensiones de tumor, de ratones CBi pertenecientes al grupo | y al grupo IV,
marcandose las CMC con anticuerpos con fluorocromos BD Pharmingen™ para CD44
conjugado con FITC y para CD24 con PE, en una dilucion 1:200. Como control positivo de
CD44 y CD24 se utilizo tejido de bazo. Tanto en sangre como en tumor (Figuras 13-A 'y B)

no se detectaron diferencias significativas entre grupos en los valores de esta poblacién
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de CMC. En la Figura 13-C se ven ejemplos representativos de los resultados obtenidos

en la citometria de flujo.
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Figura 13: A) CMC en sangre [% de células, media * EE; I: 2,51+ 1,20; IV: 2,96 £+ 0,83; P=n.s. (Test t de
Student)]. B) CMC en tumor [% de células, media * EE; I: 22,04 + 3,32; IV: 21,71 + 3,56; P=n.s. (Test t
de Student)]. C) Imagenes representativas de los resultados obtenidos en la citometria de flujo para

CD44-FITCy CD24-PE.
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DISCUSION

En la Argentina, el cancer de mama es el cancer de mayor incidencia en mujeres, con una
tasa de 71 casos por cada 100.000 mujeres. Ademas, la mayor mortalidad por cancer en
mujeres también se debe al caAncer de mama, con una Tasa de Mortalidad Estandarizada
de 18,0 por cada 100.000 mujeres (INC, 2014). De hecho, en el 2011 fallecieron alrededor
de 508.000 mujeres en el mundo por esta enfermedad (WHO, 2014). Si bien actualmente
existen numerosas terapias contra el cancer, la mayoria de las mismas causan
demasiados efectos secundarios que atentan contra la calidad de vida del paciente y que,
peor aun, no siempre suelen erradicar definitivamente el tumor, perdiendo la batalla contra
el cancer. No so6lo es importante la estabilizacion y/o la recuperacion completa de la
enfermedad, sino la calidad de vida del paciente durante el tratamiento, ya que la
toxicidad puede afectarla en diferentes niveles, tanto en la esfera familiar como en la
social y en la profesional. Es de aqui que surge la necesidad de seguir investigando en
terapias que conlleven gran eficacia y buena tolerabilidad, para poder aumentar el
porcentaje de pacientes que superen la enfermedad y que puedan seguir con una vida

normal durante el transcurso del tratamiento.

La quimioterapia metrondmica se caracteriza por la administracion frecuente y a intervalos
regulares de drogas quimioterapéuticas en dosis significativamente menores a la dosis
maxima tolerada, sin periodos de descanso prolongados. De esta manera, se reducen los
efectos toxicos, mientras que se mantiene el efecto antitumoral de las quimioterapias
convencionales. Estos resultados son mediados, en parte, por efectos anti-angiogénicos e

inmunomoduladores.

La Ciclofosfamida (Cy) es una droga alquilante que ejerce una accién toxica
principalmente sobre células en proliferacion. Mientras que altas dosis de Cy suprimen la

respuesta inmune, bajas dosis de la droga la incrementan.
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La Metformina (Met) es una biguanida utilizada como hipoglucemiante oral, que ha
demostrado tener accion antitumoral mediante la detencion del ciclo celular, la inhibicion
de la angiogénesis, la estimulacion de la apoptosis e, incluso, la eliminacion de las células

madre del cancer (CMC) y la inhibicién de la transicion epitelio-mesénquima (EMT).

En el presente trabajo, se analizd la posibilidad de que el tratamiento combinado de un
adenocarcinoma de mama con Cy + Met pudiera inhibir el crecimiento tumoral mas
eficientemente que cada droga individual intentando, a su vez, dilucidar el/los

mecanismos de accion.

El efecto antitumoral del tratamiento con Cy + Met se vio reflejado en la evolucién del
volumen tumoral a lo largo del experimento. Los animales del grupo con tratamiento
combinado fueron los que presentaron mayor inhibicion del crecimiento tumoral,
mostrando menores valores que los animales de los otros grupos. Ademas, ajustando el
tamafio del tumor en cada ratén a lo largo del tiempo, a una curva de crecimiento
exponencial, se pudo calcular el tiempo medio de duplicacion del tumor en cada grupo
(Toup). El Tpup fue significativamente mayor en los grupos de tratamiento combinado y
tratados con Cy que en los otros dos grupos, indicando asi una menor velocidad de
crecimiento tumoral. El efecto del tratamiento combinado sobre el crecimiento tumoral
tuvo su correlato en la supervivencia de los animales, los cuales vivieron
significativamente mas tiempo que los animales de los tres grupos restantes. Estos
resultados confirman el efecto antitumoral de la QTM con Cy + Met en el tratamiento del

adenocarcinoma de mama murino M-406.

Los resultados obtenidos coinciden, en gran parte, con los de la bibliografia existente.
Munoz R y colaboradores trabajaron en modelos murinos de cancer de mama, utilizando
QTM con Cy, en la misma dosis utilizada en el presente trabajo, junto a la administracion

de UFT, un farmaco pro 5-FU (5-fluorouracilo). La monoterapia con Cy mostré un retraso
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del crecimiento tumoral, lo cual no sucedié con la monoterapia de UFT. En cuanto a la
supervivencia, las monoterapias no causaron aumentos significativos. Sin embargo, la
administracion conjunta de las drogas prolongd notoriamente la supervivencia de los
ratones causando, incluso, la regresion casi completa del cancer de mama metastasico
(Munoz R et al., 2006). Mainetti LE, Rico MJ y colaboradores, estudiaron el efecto de la
QTM con Cy + Doxorrubicina (Dox) en ratones de las lineas BALB/c y CBi, inoculados con
los tumores M-234p y M-406, respectivamente. En ambas lineas, el tratamiento conjunto
de Cy + Dox causé la mayor reduccién del volumen tumoral en comparacion con las
monoterapias. Ademas, en ratones portadores del adenocarcinoma M-406, los animales
del grupo de Cy + Dox superaron con creces la supervivencia de los grupos restantes,
aunque, a su vez, la monoterapia con Cy también causdé mayor supervivencia que la
monoterapia con Dox (Mainetti LE et al.,, 2013). Estos efectos antitumorales también
pudieron encontrarse en diversos ensayos clinicos que administran QTM con Cy en
combinacién con otras drogas como Metotrexato o Celecoxib (Cel). Pudo demostrarse
una prolongacion de la supervivencia de los pacientes y, a su vez, una estabilizacion del
crecimiento tumoral, e incluso la regresion de los tumores en cancer de mama (Colleoni M

et al., 2002; Orlando L et al., 2006; Perroud HA et al., 2013).

Otros tipos de tumores, también han sido tratados exitosamente con estas formas de
terapia. Shiraga E y su equipo de investigadores trabajaron con QTM en ratones con
melanoma metastasico de pulmon, administrando liposomas estabilizados estéricamente
gue encapsulaban Dox (DXR-SL), conjuntamente con la administracion de Cy. Trabajaron
con inyecciones metronémicas de Cy y diferentes dosis de DXR-SL. Los tratamientos con
las drogas combinadas superaron en eficacia antitumoral a la monoterapia con Cy,
observandose una prolongacion del tiempo medio de vida en correlacibn con una
disminucién del peso pulmonar (Shiraga E et al., 2008). Por otro lado, Fontana A y

colaboradores realizaron un ensayo clinico en pacientes con cancer de prostata
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avanzado, resistente a terapia hormonal. La quimioterapia con una dosis i.v. estandar de
Cy seguida inmediatamente por un régimen metrondmico de Cy oral con Cel y
Dexametasona (Dex), consigui6 el aumento de la media de supervivencia libre de

progresion (3 meses) y de la supervivencia general (21 meses) (Fontana A et al., 2009).

Met también fue responsable del efecto antitumoral, como pudo verse en las mejoras que
tuvo el grupo que recibié la QTM con Cy + Met, con respecto a los tres grupos restantes.
Rattan R y colaboradores estudiaron el efecto in vivo de Met en tumores de ovario.
Ratones nude fueron inoculados intraperitonealmente con las células tumorales en el dia
0y a partir del dia 7 recibieron, en el agua de bebida, 100 o 200 mg/kg/dia de Met. A las 4
semanas, se sacrificO a los animales y los tumores fueron extraidos quirdrgicamente.
Luego, se procedié a medir las circunferencias abdominales y tomar el peso de los
tumores. Los tumores de los animales que habian sido tratados pesaron mucho menos
que los de los controles. Ademas, la circunferencia abdominal, indicadora de la
eliminacion del tumor llevada a cabo en el peritoneo, también era mucho menor en los
ratones tratados. Estas diferencias fueron mas notorias con la dosis més alta de Met
(Rattan R, 2011). El efecto antitumoral de Met también fue estudiado en carcinoma
hepatocelular, por Qu Z y colaboradores. Trabajaron con ratones atimicos desafiados con
un xenoinjerto de células tumorales humanas, los cuales recibieron 125 o 250 mg/kg/dia
de Met por via i.p., mientras que el grupo control recibi6, por la misma via, solucion salina.
Ninguna de las dosis causo toxicidad y ambas lograron una inhibicién significativa del
crecimiento tumoral, del 47 y el 85 %, respectivamente (Qu Z et al., 2012). Ben Sahra | y
su grupo también compararon los efectos antitumorales de distintos esquemas de Met, en
cancer de prostata. Ratones nude fueron inoculados subcutaneamente con células
tumorales de préstata, y luego se los distribuy6 en dos grupos diferentes. Al primero se le
inyectod la droga diariamente por via i.p. con una dosis de 1 mg/dia. El segundo, recibi6

200 yg/ml de Met en el agua de bebida. De esta manera, el crecimiento tumoral fue
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inhibido en un 35 y un 55 %, respectivamente (Ben Sahra | et al., 2008). El tratamiento
combinado de Met con otras drogas, también fue estudiado por algunos grupos de
investigacion. Ma J y colaboradores estudiaron la administracion conjunta de Met y
Tamoxifeno (Tam) en comparacion con las respectivas monoterapias, en cancer de mama
ER". Las células tumorales se inocularon en ratones nude y una vez que los tumores
alcanzaron aproximadamente los 200 mm?, los animales fueron tratados con Met (2 mg/ml
en el agua de bebida), Tam (60 mg/kg por via oro-gastrica) o ambos tratamientos de
forma simultdnea. La combinacion Met + Tam logré un arresto sostenido del crecimiento
tumoral equivalente a una disminucién del 75,4 % del volumen tumoral medio, a los 24
dias del inicio del tratamiento, en comparacion con el grupo control. Las monoterapias de
Met y Tam inhibieron el crecimiento tumoral por un 28,9 y 43,8 %, respectivamente. La
terapia combinada supero6 a las monoterapias en el efecto antitumoral (Ma J et al., 2014).
En el presente trabajo, Met también aumenté significativamente la eficacia de la
monoterapia con Cy, como puede verse en la prolongacion de la supervivencia y en el
menor crecimiento tumoral de los animales que recibieron la QTM con Cy + Met. Por lo
tanto, es de destacar la diferencia entre el grupo que recibi6 el tratamiento combinado y el
resto de los grupos, considerando las bajas dosis de Met que fueron utilizadas, al

compararla con las empleadas en los experimentos recién descriptos.

El efecto del tratamiento sobre el desarrollo de metastasis fue analizado considerando la
cantidad y el tamafio de los nédulos metastasicos presentes en los pulmones de los
animales tratados. La QTM combinada con Cy + Met pudo inhibir la formacion de
metastasis en mayor medida que el resto de los tratamientos, al presentar los ratones de
este grupo, el menor nimero de nodulos metastasicos. Al tomarse las medidas de los
diferentes nodulos, también surgieron diferencias entre los grupos experimentales. Los
ratones tratados con la monoterapia de Cy y con la terapia combinada, presentaron mayor

cantidad de ndédulos metastasicos de tamafio pequefio en comparacion con los otros dos
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grupos, en los cuales se encontr6 una cantidad mas grande de nodulos de mayor
diametro. Las diferencias en cantidad y tamafio de las met4stasis pulmonares en cada
grupo experimental, tuvo como resultado diferencias significativas en los valores del
volumen metastasico pulmonar total. La adicion de los voliumenes metastasicos
individuales por animal, reflejo diferencias entre grupos. Los ratones que recibieron la
monoterapia con Cy o el tratamiento combinado Cy + Met, fueron los que presentaron

menor volumen metastasico pulmonar total.

Existen varios estudios que relatan efectos opuestos de la quimioterapia con Cy, los
cuales relacionan su administracion con un incremento en la malignidad de los canceres
tratados. Yamauchi K y su grupo describieron la induccion de proliferacion intravascular,
extravasacion y formacién de colonias por células tumorales, pasos clave de la formacion
de metastasis, cuando realizaron un pretratamiento con Cy en ratones receptores de
células humanas de fibrosarcoma. Esta reaccion no sucedia en ratones sin tratar, por lo
qgue la Cy se encontraba interfiriendo en los procesos naturales de inhibicidbn metastasica
(Yamauchi K et al., 2008). Resultados similares se obtuvieron cuando Park Sl y
colaboradores administraron en animales una dosis Unica de Cy, previa a la inoculacion
intra-cardiaca de células tumorales en un modelo de cancer de prostata metastasico. La
Cy favorecia la metéstasis esquelética, mediante el aumento de células mieloides de
médula 6sea y de citoquinas mielogénicas. Esta facilitacién de la formacion de metastasis,
se debia a la fuerte supresion de la médula 6sea que causaba la alta dosis de Cy (Park Sl
et al., 2012). Sin embargo, estos esquemas de administracién de Cy son muy diferentes al
de la QTM. En estos casos donde aumento la formacién de metastasis, se trabajo con
dosis Unicas y elevadas de Cy. Esto favorece la inmunosupresién, por lo que el organismo
gueda mas susceptible al desarrollo de un cancer mas maligno. En la QTM, la
administracion de Cy es constante y en dosis mucho menores a la maxima dosis tolerada

(MDT) por lo que, a diferencia de las quimioterapias convencionales, incrementa la
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respuesta inmune del organismo. Este comportamiento bimodal de Cy con respecto al
sistema inmune, relacionado con su dosis de administracion, es un aspecto muy
importante a tener en cuenta en la quimioterapia con Cy (Matar P et al., 2002). Por esta
razon, existen numerosos articulos sobre la QTM con Cy en donde se describe su efecto

antimetastasico, especialmente cuando se la administra en combinacién con otras drogas.

En el experimento de Munoz R y colaboradores descripto mas arriba, el régimen
metronémico de Cy + UFT disminuyo la velocidad de desarrollo de metéstasis en un
modelo experimental de cancer de mama metastasico avanzado (Munoz R et al., 2006).
Mainetti LE y colaboradores estudiaron el efecto de la QTM con Cy + Cel en los
adenocarcinomas de mama M-234p y M-406, encontrando diferencias muy significativas
en cuanto al nimero y el tamafio de nédulos metastasicos en los pulmones. El tratamiento
combinado superaba en su efecto antimetastasico a las monoterapias y al grupo Testigo

(Mainetti LE et al., 2011).

Este efecto inhibidor de metéastasis, también se encuentra en ensayos clinicos. Licchetta
Ay colaboradores probaron un ensayo de fase Il de terapia metronémica quimio-hormonal
con Cy y Acetato de Megestrol en pacientes con cancer de mama metastasico, incluyendo
del tipo triple negativo. El tiempo medio a la progresion del tumor fue de 1,4 meses y el
tiempo medio de supervivencia general fue de 13,4 meses, valores muy elevados
considerando que eran pacientes con cancer avanzado (Licchetta A et al., 2010). En
cancer de préstata metastasico resistente a la castracién, también se obtuvieron

resultados positivos al utilizarse QTM con Cy y Dex (Dickinson PD et al., 2012).

Actualmente, existe mucha informacion sobre la habilidad de Met para disminuir la
formacion de metastasis, debido a la limitacion del tamafio del tumor primario, la inhibicion
de la transicion epitelio-mesénquima y la eliminacion de CMC (Rattan R et al., 2012). En

el experimento de Rattan R y colaboradores mencionado previamente, también se estudio
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la accién in vivo de Met sobre metastasis y otras propiedades tumorales, en ratones con
cancer de ovario. Encontraron diferencias significativas entre el nimero de nddulos
metastasicos pulmonares de los ratones control y los tratados con Met. Las dosis que
utilizaron fueron de 100 y 200 mg/kg/dia, siendo la segunda la més efectiva en cuanto la
actividad antitumoral y antimetastasica. Ademas, la droga fue administrada en el agua de
bebida porque asi se lograba mantener una activacion sostenida de AMPK en los ratones,
resultando en la inhibicion constante de la via de mTOR (Rattan R et al., 2011). En un
estudio de Wu B y su grupo, en un modelo murino de cancer ovarico, se administré a los
ratones 250 mg/kg de Met, dia por medio, de manera i.p., durante 4 semanas. En los
animales sin tratar, hubo formacion de metastasis en varios sitios como peritoneo, ovario
contra-lateral, mesenterio, intestino, higado, rifidn, bazo, diafragma y nddulos linfaticos
mesentéricos. En contraste, el grupo que habia recibido Met desarrollé menor cantidad de
metéstasis y sélo en peritoneo, intestino y mesenterio. Ademas, tanto la cantidad como el
tamafio de las metéstasis intestinales fueron menores que los del grupo control (Wu B et
al., 2012). Orecchioni S y colaboradores también estudiaron el efecto de Met, pero
ademas el de otra biguanida que funciona como hipoglucemiante oral, la Fenformina
(Fen). Las drogas Met y Fen fueron administradas en el agua de bebida con las dosis de 2
y 1,65 mg/ml, respectivamente. Ambas biguanidas pudieron reducir significativamente el
nimero de lesiones metastasicas pulmonares, en canceres de mama murino tanto HER2"
como triple negativo. De todas formas, la eficacia de Fen fue significativamente superior
gue la de Met (Orecchioni S et al., 2014). Las diferencias entre esos resultados y el
obtenido en el presente trabajo pueden residir en varias razones. La dosis de Met fue
inferior que la de los otros experimentos y su administracion no fue diaria debido a la
presentacion de la droga que se utilizo, la cual no podia ser disuelta en el agua de bebida
sino que debia ser administrada oro-gastricamente (gavage). Ademas, se eligid utilizar

una dosis baja para que los animales no sufrieran efectos toxicos y poder asegurar una
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mejor calidad de vida. Otra diferencia que cabe destacar, es que los medicamentos no
siempre actlan de la misma manera en los distintos tipos de tumor. Cada tumor tiene
propiedades que lo caracterizan y diferencian de otros del mismo tipo histolégico. Por
ejemplo, el adenocarcinoma M-406 es un tumor triple negativo (RE", RP", HER2/neu), por
lo tanto, pertenece al tipo tumoral mas agresivo y con menores posibilidades terapéuticas
en el terreno clinico. De hecho, Cerezo M y colaboradores analizaron el efecto
antimetastasico de Met en modelos murinos de extravasacion y metastasis pulmonar
conducidos en ratones nude inmunodeficientes, encontrando resultados interesantes.
Primero inocularon células humanas de melanoma tratadas o sin tratar durante 24 hs con
Met, en la vena de la cola de ratones hembra nude atimicos, para evaluar su habilidad de
extravasacion a través del parénquima pulmonar. Las células control fueron tratadas solo
con PBS y dieron una cantidad mucho mayor de micrometastasis pulmonares que las
células tratadas con Met. Pero luego, llevaron a cabo un segundo experimento utilizando
células Mewo portadoras de una mutacién en p53. En este caso, Met era incapaz de
inhibir la extravasacion a los pulmones, confirmando la implicacion de p53 en la formacion
de metastasis in vivo (Cerezo M et al., 2013). Estos resultados confirman que la respuesta
de cada tumor a una terapia determinada dependerd, en gran medida, de las alteraciones
genéticas que el tumor presente, como fue demostrado en otros modelos experimentales.
Por lo tanto, las alteraciones genéticas propias del adenocarcinoma de mama M-406
determinarian, al menos en parte, el comportamiento del mismo ante el tratamiento
administrado. En el futuro se deberan probar diferentes dosis y formas de administracion
de la droga con el objeto de aumentar el efecto antimetastasico en el mismo modelo

tumoral.

Una de las principales caracteristicas de la QTM es que, debido a las bajas dosis
administradas de las diferentes drogas, se encuentra practicamente exenta de toxicidad o

presenta toxicidad leve, segun los diferentes modelos. En este trabajo, quiso confirmarse
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la ausencia de efectos secundarios debidos a la terapia. Se analizaron caracteres clinicos
de los animales durante el transcurso de los tratamientos, y los mismos no presentaron
ningun problema con respecto a la actividad motora, la calidad del pelaje, la ingestion de

alimento, la respuesta a los estimulos o la respiracion.

Simultdneamente, se realizé un seguimiento del peso corporal de los ratones a lo largo de
todo el periodo experimental. Puede decirse que un tratamiento causa toxicidad, cuando
el peso corporal del animal desciende 20% o méas con respecto al valor inicial. Con las
monoterapias de Cy y Met, asi como con la terapia combinada, los ratones no
descendieron de peso, ni tampoco difirieron entre si o con respecto a los ratones del

grupo testigo.

Por otro lado, debido a que Met es una droga antidiabética utilizada normalmente para el
tratamiento de la diabetes tipo 2, se investigd si la misma modificaba la glicemia como
efecto secundario del tratamiento antitumoral. Aunque a nivel clinico Met no posee efecto
hipoglucemiante, se debia corroborar que ese comportamiento también se repetia en el
modelo M-406 en ratones CBi. Efectivamente, no se observaron diferencias significativas
en los niveles de glicemia entre grupos tratados con Met, asi como tampoco dentro de

grupos, entre el valor inicial y el obtenido al final del tratamiento.

Por ultimo, se estudié si los tratamientos generaban inmunosupresion, mediante el
recuento de glébulos blancos circulantes. Como era de esperarse por lo obtenido en
experiencias anteriores del grupo de investigacion, no se presentaron diferencias
significativas entre grupos, reafirmando la falta de inmunosupresion en los esquemas de

QTM, en cuanto a concentracion de leucocitos circulantes se refiere.

Existe numerosa bibliografia sobre los efectos secundarios posibles de los diversos
esquemas de administracion de Cy y Met. Quaile MP y colaboradores estudiaron la

toxicidad de la monoterapia de Met en ratas, probando diferentes dosis por administracion
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orogastrica, desde 200 hasta 1200 mg/kg/dia, durante un periodo de 13 semanas. Si bien
hubo graves signos de toxicidad con las dosis mayores a 900 mg/kg/dia, incluyendo el
aumento de la mortalidad, la toxicidad ocasionada por dosis entre 600 y 900 mg/kg/dia
generaba so6lo pérdida de peso, minima acidosis metabdlica y algunos otros sintomas
clinicos. Por otro lado, no se observaba ningun efecto adverso con la dosis de 200
mg/kg/dia (Quaile MP et al., 2010). Algunos estudios sobre Met en el tratamiento de la
diabetes, argumentan que una de las ventajas de la droga es que favorece la pérdida de
peso, a diferencia de las sulfonilureas, sin riesgos mayores de provocar otros efectos
secundarios (Del Barco S et al., 2011). Otros trabajos concluyen, también en el contexto
de la diabetes y la obesidad, que el efecto de Met sobre peso y composicion corporal es
favorable pero, aun asi, modesto (Yanovski JA et al., 2011; Berstein LM, 2012).
Actualmente, existe insuficiente informacion sobre la asociacion entre la pérdida de peso y
el uso de Met, en pacientes que no padezcan diabetes mellitus o sindrome ovéarico
poliquistico (Levri KM et al., 2005). En el presente trabajo, la monoterapia con Met no
causo6 diferencias entre grupos, con respecto al peso corporal. Otro de los efectos a
analizar, al ser Met un agente antidiabético, fue la posible modificacién de la glicemia
durante el tratamiento antitumoral. Sin embargo, varios estudios concuerdan en que la
administracion de Met es util para tratar la hiperglicemia, pero que no genera hipoglicemia
(Busaidy NL et al., 2012). En un analisis caso-control anidado, se estudio el efecto de Met
sobre la hipoglicemia, encontrandose que rara vez estaban asociados. El riesgo de tener
hipoglicemia en usuarios de Met variaba entre el 0 y el 21 %, pero como Met no estimula
directamente la secrecion de insulina, el riesgo de tener hipoglicemia tendia a ser menor
gue otras drogas orales anti-diabetes. Se han detectado algunos casos de hipoglicemia
mas serios por Met, pero éstos suelen deberse a sobredosis (Bodmer M et al., 2008; Al-
Abri SA, 2013). Todos estos resultados reafirman los del presente trabajo. Dado que se

utilizaron bajas dosis de Met, su consumo no gener6 toxicidad de ningun tipo.
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En cuanto a Cy, los efectos secundarios varian de un extremo al otro dependiendo
notablemente de la dosis y la frecuencia de administracién. Como es de esperarse, en las
qguimioterapias convencionales que utilizan altas dosis de Cy, la toxicidad ocasionada es
importante. Los principales efectos toxicos consisten en mielosupresion, disminucion del
peso corporal, cardiotoxicidad y otros efectos caracteristicos de las quimioterapias que
utilizan la MDT, como pudo verse en un ensayo clinico de fase Il realizado por Nabholtz
JM y colaboradores, en el que también detectaron neutropenia y gastrotoxicidad (Nabholtz
JM et al., 2003). Sin embargo, la toxicidad de Cy se reduce considerablemente cuando el
régimen de administracion de la droga es metrondmica. Todorova VK y su grupo
estudiaron, en ratas, la eficacia y la toxicidad de un régimen metronémico de Cy en
cancer de mama, en contraste con los efectos de las quimioterapias que aplican una
Unica dosis alta. Encontraron que la monoterapia metronémica de Cy generaba mucha
menos toxicidad cardiaca y disminucion del peso corporal que una Unica dosis alta de Cy,
sin perder la eficacia antitumoral (Todorova VK et al., 2011). Resultados similares se
obtuvieron cuando Rozados VR y colaboradores administraron QTM con Cy en ratas
portadoras de un linfoma o de un sarcoma. Demostraron que la QTM no generaba
cambios en el peso corporal ni toxicidad hematolégica, renal, cardiaca o hepética
(Rozados VR, 2004). Shaked Y y colaboradores también sefialaron estas diferencias
entre las quimioterapias de MDT y la QTM, manteniendo la administracion metronémica
una toxicidad mucho menor que la convencional, lo cual se veia reflejado en el
mantenimiento del peso corporal de los animales (Shaked Y et al., 2005). Llamativamente,
hay muchos trabajos en los que se menciona un efecto opuesto de la quimioterapia con
Cy. Muchas veces la droga genera un aumento de peso corporal en los pacientes, con
mayor indice de grasa en el cuerpo, incluso aumentando el riesgo de adquirir el sindrome
metabdlico en pacientes de cancer de mama (Bicakli DH et al., 2014; Jeon YW, 2014).

Cabe aclarar, que ninguno de estos estudios fue llevado a cabo por administracion
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metrondmica, razon por la que obtuvieron resultados sustancialmente diferentes a los del
presente trabajo. Queda demostrado, entonces, que la QTM con Cy, cuando se
administra en dosis bajas, esta practicamente libre de toxicidad, como se ve reflejado en
los resultados sobre el peso corporal y el recuento de glébulos blancos, asi como en la

falta de sintomatologia en los caracteres clinicos de toxicidad analizados.

Uno de los objetivos de este trabajo, fue definir los mecanismos de accién de las
monoterapias y la QTM con Cy + Met analizando algunos aspectos esenciales de la
biologia de los tumores como el grado de apoptosis y de proliferacion celular, la densidad

de vasos sanguineos y la cantidad de CMC en el tumor y circulantes.

El indice mitético y el area vascular de los tumores fueron menores en los animales
tratados con la monoterapia de Cy y con el tratamiento combinado, que en los que
recibieron Met o los testigos sin tratamiento. Por otra parte, al analizar la muerte celular, el
grupo tratado con Cy + Met presenté mayor nimero de células en apoptosis que los otros
tres grupos, aungue la diferencia respecto al grupo tratado con Cy sola no alcanzé el

significado estadistico.

Contrariamente a lo esperado, al comparar la cantidad de CMC circulantes o las
intratumorales del grupo Testigo con las del grupo que recibi6 el tratamiento combinado,
no se encontraron diferencias significativas. Este resultado podria deberse, entre otros
factores, a que en este modelo tumoral no se alcanzé la dosis apropiada para eliminar
CMC y/o a que se podria haber subvalorado la presencia de las mismas, dado que sélo
se usaron dos marcadores para identificar esta poblacion celular, para la cual no existe

todavia un consenso general para su identificacion

De estos resultados podemos deducir que el efecto antitumoral obtenido con el
tratamiento combinado de Cy + Met se obtendria, al menos en parte, por la suma de los

efectos que la terapia tiene aumentando la muerte celular y disminuyendo su proliferacién
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y la densidad de vasos sanguineos. La modesta diferencia observada cuando se
compararon los valores de estas variables del grupo tratado con las dos drogas y los del
tratado solamente con Cy, seria suficiente para otorgarle al grupo de tratamiento
combinado ventajas terapéuticas reflejadas en un aumento significativo de la

supervivencia de los animales.

Los mecanismos de accion de las drogas utilizadas también fueron estudiados por otros
grupos de investigacion que obtuvieron resultados que concuerdan con los del presente
trabajo y otros que difieren. En la investigacion de los mecanismos de la terapia
metrondmica con Cy, son muchos los trabajos que demuestran su actividad pro-
apoptotica antitumoral y su capacidad de inhibir tanto angiogénesis como proliferacion
intratumoral, demostrando de esta manera cémo ejerce su accién antitumoral y prolonga
la supervivencia de los pacientes. Daenen LG y colaboradores combinaron bajas dosis
metrondmicas de Cy con un agente de disrupcion vascular, para aumentar la eliminacion
de células tumorales en ratones con xenoinjertos humanos de cancer de mama
metastasico. Los animales recibieron 20 mg/kg/dia de Cy en el agua de bebida y una
dosis de 50 mg/kg i.p. de OXi4503 (OXi), una vez que el tumor alcanzé los 400 mm?. Las
monoterapias de Cy y OXi disminuyeron la formaciéon de vasos intratumorales, inhibieron
la proliferacion celular y aumentaron la cantidad de células en apoptosis. En todos los
casos, ambas drogas actuaron sinérgicamente en el tratamiento combinado (Daenen LG
et al., 2009). Wang R y su grupo realizaron un completo trabajo en donde se comparaba
la administracion metronomica de bajas dosis de Cy, su administracibn metronémica en
combinacién con Endostar (endostatina humana recombinante; Endo), y la administracion
de la MDT de Cy. Estudiaron estos tratamientos en ratones desafiados con xenoinjertos
de cancer de pulmén humano. A partir de los 200 mm® de volumen tumoral, se
distribuyeron en cuatro grupos. El grupo Control recibié solucion salina i.p. diariamente, el

segundo grupo recibié 10 mg/kg diarios de Cy por administracion oro-gastrica, el tercero
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recibié 4 mg/kg i.p. diarios de Endo, el cuarto recibi6 combinados estos dos ultimos
tratamientos y el quinto recibio la MDT de Cy de 100 mg/kg i.p. dia por medio, durante 21
dias. Para estudiar la neoangiogénesis, midieron los niveles de células endoteliales
circulantes (CEC) de la sangre periférica. La MDT de Cy incremento la frecuencia de
CECs totales y viables en comparacién con el grupo Control, mientras que Cy
metrondémica y Endo redujeron la frecuencia de las mismas. El tratamiento combinado la
redujo aun mas. Luego, midieron la angiogénesis por inmunofluorescencia anti-CD31,
detectando resultados equivalentes a los anteriores y, por lo tanto, demostrando que la
MDT de Cy tenia un efecto pro-angiogénico, mientras que la metronémica todo lo
contrario. Ademas, las drogas actuaban de manera sinérgica (Wang R et al., 2012).
Quedd asi demostrado el mejor desempefio de la administracion metrondmica y en bajas
dosis de Cy, y su efecto mejorado cuando se la suministra en combinacién con ciertas
drogas. Por el contrario, se demostré en un modelo de cancer de estbmago, que cuando
se utiliza la MTD de Cy, los efectos beneficiosos de la terapia son mucho menores (Cejka

D et al., 2008).

En conclusion, los resultados del presente trabajo, sumados a los informados en las
diferentes publicaciones, confirman los mecanismos de accion anti-angiogénico, pro-

apoptético e inhibidor de la proliferacion tumoral, de la QTM con Cy.

Los experimentos que analizan los mecanismos de accién de Met han obtenido resultados
favorables en cuanto a su eficacia antitumoral. Luo Q y colaboradores estudiaron el efecto
apoptético de Met en modelos de ratones nude que habian sido desafiados con
xenoinjertos de carcinoma humano de células escamosas de la cavidad oral. A partir de
los 8 dias de la inoculacion tumoral, los animales del grupo tratado recibieron 200 ug/ml
de Met en el agua de bebida. Encontraron un aumento del nimero de células tumorales
apoptéticas en los animales tratados con Met (Luo Q et al., 2012). Feng Y y su grupo

estudiaron la muerte celular inducida por Met en carcinoma de células escamosas
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esofagicas en cultivo. La apoptosis, medida por marcacion con Annexina V, aumentaba a
medida que era mayor el tiempo de cultivo con Met comparada con la de los testigos sin
tratamiento. Con la técnica de TUNEL, mostraron que la cantidad de células positivas
para apoptosis aumentaba de una manera dosis-dependiente (Feng Y et al.,, 2014).
Existen otros trabajos que estudian in vitro las posibles vias pro-apoptéticas utilizadas por
Met, la cual actuaria por la via MAPK/ERK, entre otras (Malki A & Youssef A, 2011; Wu N
et al., 2011; Chen TW et al., 2013). En el presente trabajo, no se encontraron diferencias
entre la monoterapia con Met y los testigos sin tratamiento. A pesar de esto, la QTM con
Cy + Met demostré ser superior en cuanto a la estimulacion de la apoptosis celular
intratumoral, en comparacién con la monoterapia de Cy. Por lo tanto, los efectos pro-
apoptoticos de las drogas utilizadas fueron aditivos y/o Met aumento la susceptibilidad a la
apoptosis inducida por Cy, demostrando que ambas drogas actuarian mediante este
mecanismo de accion. Dado que Feng Y y colaboradores demostraron que Met ejerceria
la estimulacion apoptética de una manera dosis-dependiente, en trabajos futuros se
debera estudiar el efecto de dosis de la droga mas elevadas que las utilizadas en este

proyecto.

En el experimento de Rattan R y colaboradores, sobre el estudio de las dosis de 100 y
200 mg/kg/dia de Met, también analizaron proliferacion y angiogénesis de un tumor de
ovario. Para analizar la capacidad proliferativa de las células tumorales, realizaron una
inmunohistoquimica para Ki-67 y también contaron células en mitosis mediante tincion de
Hematoxilina-Eosina (HE). La tincion para Ki-67 no dio diferencias significativas entre los
ratones tratados con la dosis de 100 mg/kg/dia y los del grupo control, pero si hubo
diferencias cuando se utiliz6 la dosis de 200 mg/kg/dia. Cuando contaron el indice
mitético, encontraron diferencias entre todos los ratones tratados y los controles, pero sin
diferencias significativas entre las dos dosis utilizadas. Luego estudiaron la formacion de

nueva vasculatura intratumoral. La densidad vascular de los tumores tratados con Met fue
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menor en comparacion con los no tratados, como pudo verse por tincion anti-CD31 y
tincion HE, y no hubo diferencias entre las dos dosis utilizadas (Rattan R et al., 2011).
Shank JJ y su equipo estudiaron el rol de Met en cancer de ovario. La droga fue estudiada
como monoterapia y en combinacion con Cisplatina (Cis). El analisis inmunohistoquimico
de la expresion tumoral de CD31 resultd en una vasculatura reducida en los ratones
tratados con Met + Cis en comparacion con los tratados con Cis 0 en los controles. Met
tuvo un comportamiento intermedio. Asi mismo, las tasas de proliferacion celular fueron
menores en los ratones que recibieron las monoterapias y ain mas reducidas en los

tratados conjuntamente con Met + Cis (Shank JJ et al., 2012).

Sin embargo, existen trabajos que muestran otra cara de Met en la inhibicién angiogénica.
Phoenix KN y colaboradores estudiaron, tanto in vivo como in vitro, una linea celular de
cancer de mama negativa para ERa (MDA-MB-435). Ratones nude atimicos fueron
inoculados con estas células y se distribuyeron en un grupo control y en otro que era
tratado con 750 mg/kg/dia de Met en el agua de bebida, continuamente desde la
implantacion del tumor. Midieron proliferacién y angiogénesis en cortes fijados de tejido
tumoral. El analisis de la capacidad proliferativa dio resultados similares a los obtenidos
en los experimentos recién descriptos. Contrariamente, los tumores tratados con Met
demostraron tener el doble del nimero de vasos en comparacion con los tumores
controles. Este resultado fue complementado con el analisis de los valores del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). La tincién con anticuerpos anti-VEGF y la doble
tincion anti-CD31 y anti-VEGF demostré que VEGF era casi inexistente en las areas de
buena vascularizacion de los tumores control, mientras que los tumores tratados tenian
zonas significativas de tincion anti-VEGF directamente adyacentes a la microvasculatura
tumoral (Phoenix KN et al., 2009). Un estudio novedoso de Dallaglio K y colaboradores,
pareciera explicar estos resultados paraddjicos de Met en células endoteliales vy

angiogénesis. En resumen, demostraron que Met tiene actividad anti-angiogénica in vitro
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e in vivo, la cual estaria asociada con la induccién temporal de mediadores pro-
angiogeénicos y, simultaneamente, la induccion a largo plazo de mediadores inflamatorios.
Ademas, descubrieron que Met inhibe las células precursoras endoteliales en la
prevencion contra el cancer, pero principalmente en el contexto de obesidad. La
modulacion de las proteinas anti o pro-angiogénicas resulté ser diferencial entre células
endoteliales y de cancer de mama, probablemente debido, en parte, a que AMPK es
regulada de forma diferente en células normales y tumorales (Dallaglio K et al., 2014). El
tratamiento combinado Cy + Met demostré inhibir la capacidad proliferativa y la
angiogénesis de las células tumorales del adenocarcinoma M-406, por lo que en el futuro
podran probarse diferentes dosis y esquemas de administracion de Met, para poder
estimular la actividad sinérgica de las drogas y conseguir un efecto antitumoral aun

mayor.

La eliminacién de CMC por Met también fue estudiada por varios grupos de investigacion,
asi como su capacidad para inhibir la EMT. La mayor parte de estos trabajos fue llevada a
cabo in vitro, a diferencia del presente trabajo. Hirsch HA y colaboradores demostraron,
en cancer de mama, que bajas dosis de Met podian inhibir la transformacién celular y
eliminar selectivamente las CMC. Diferentes lineas celulares fueron incubadas con Met,
resultando en la eliminacién selectiva de CMC del fenotipo CD44*CD24"°" pero no del
resto de las lineas. De hecho, si las mismas células tratadas por s6lo una hora con Met
eran inoculadas en ratones nude, no se desarrollaba ningiin tumor. Luego, inocularon una
linea de CMC en los ratones y éstos fueron tratados durante 15 dias con inyecciones i.p.
cada 5 dias de 4 mg/kg de Dox, 100 ug/ml de Met o ambas. Si bien la monoterapia con
Met casi no tuvo efecto sobre el volumen tumoral, Dox si causé una disminucion del
volumen y el tratamiento combinado lo disminuyé mucho mas, actuando las drogas
sinérgicamente. Por Gltimo, midieron la poblaciéon CD44*CD24"°" por citometria de flujo en

los tumores de los animales, y aquellos que habian sido tratados con Met + Dox ya no

58

——
| —



tenian CMC, mientras que éstas podian ser facilmente detectadas en los ratones que
recibieron la monoterapia de Dox (Hirsch HA et al., 2009). Vazquez-Martin y
colaboradores demostraron in vitro que Met era capaz de suprimir la EMT de las CMC de
mama. Encontraron que esta droga inhibia varios factores de transcripcion como TGF- 3
y, por lo tanto, eliminaba eficientemente las poblaciones de CMC que incluian células
mesenquimales CD44'CD24"" y células epiteliales CD44'CD24* con potencial para
formacion tumoral (Vazquez-Martin A et al., 2010). Los resultados del presente trabajo no
presentaron diferencias significativas en los valores de la poblacién CD44*CD24"" entre
el grupo Testigo y el tratado con Cy + Met. Un amplio trabajo conducido por Liu Y y
colaboradores aporta informacién Gtil que puede justificar, en parte, las discordancias
obtenidas. Ellos estudiaron in vivo, in vitro y en células humanas, la falta de correlacién de
los marcadores de CMC en cancer de mama. Demostraron que los marcadores
individuales no siempre estan expresados en todos los tipos de cancer de mama ni se co-
expresan en las mismas células. Por ejemplo, no todos los tumores contienen la poblacion
CD44'CD24™" o células enriquecidas en ALDH1. Por lo tanto, no existe ningtin marcador
universal que pueda identificar una poblacién comin de CMC de mama o una poblacién
resistente a terapia en todos los tipos, o incluso subtipos, de cancer de mama (Liu Y et al.,
2014). Tomando en cuenta estas observaciones junto con que las CMC de mama son una
poblacion altamente dindmica e influenciable por el microambiente que la rodea, la
heterogeneidad de las CMC de mama refleja la diversidad de eventos oncogénicos,
células de origen y factores del microambiente tumoral, que operan en un tipo de cancer
individual. Por estas razones, las poblaciones marcadas no deberian tener valor predictivo
terapéutico. En el futuro, se deberda analizar una mayor cantidad de marcadores
poblacionales, para poder sacar alguna conclusion sobre el desempefio de Met en la

eliminacion de las CMC.
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CONCLUSIONES

El estudio de los efectos del tratamiento del adenocarcinoma de mama murino M-406 con
Quimioterapia Metronémica (QTM), administrando Ciclofosfamida (Cy) y Metformina

(Met), permitio llegar a las siguientes conclusiones:

e E| tratamiento combinado posee efecto antitumoral dado que disminuye la
velocidad de crecimiento del tumor, disminuyendo también el desarrollo de
metéstasis pulmonares.

e EI tratamiento combinado prolonga significativamente la supervivencia de los
animales.

e El tratamiento con ambas drogas en dosis bajas, pero sin interrupciones, carece de
toxicidad, una caracteristica muy importante en el tratamiento oncolégico,
conocidas como son las toxicidades derivadas de la quimioterapia tradicional.

e Los mecanismos de accion responsables, al menos en parte, del efecto terapéutico
obtenido serian tanto el incremento de la apoptosis como la disminucién de la
proliferacion de las células tumorales. Asimismo se observé un descenso en el
area ocupada por los vasos sanguineos tumorales, confirmando el caracter anti-
angiogénico de la QTM.

e No se observaron modificaciones, con el tratamiento, de la concentracion de
células madre del cancer. Queda abierta la posibilidad de continuar profundizando
en este tema, por medio de cambios en las dosis utilizadas de los farmacos y en
las técnicas de deteccion de tales células.

e EI tratamiento combinado fue globalmente mas eficaz que los tratamientos
individuales.

e Met es un farmaco reposicionado que podria tener utilidad clinica en el tratamiento

del cancer.
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e El efecto terapéutico y la falta de toxicidad de la QTM con Cy + Met en un modelo
de adenocarcinoma de mama, junto con la conveniencia de su administracion oral

y su bajo costo, sugieren su posible traslacion a la clinica.
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