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“Soy de las que piensan que la 

ciencia tiene una gran belleza. Un 

científico en su laboratorio no es 

sólo un técnico: es también un 

niño colocado ante fenómenos 

naturales que le impresionan 

como un cuento de hadas”. 

Marie Curie (1867 - 1934) 
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RESUMEN  

Las dietas altas en grasas causan obesidad con alteraciones metabólicas, y están 

asociadas con la progresión del cáncer de mama. En particular el cáncer de mama 

triple negativo es muy heterogéneo y si se asocia a alteraciones metabólicas, tiene 

peor pronóstico, con lo cual las estrategias terapéuticas son limitadas. La 

quimioterapia metronómica, en contraste con la tradicional, se caracteriza por la 

administración crónica, a intervalos regulares, de fármacos quimioterapéuticos en 

dosis significativamente menores a la dosis máxima tolerada, sin períodos de 

descanso prolongados, con baja toxicidad. El reposicionamiento de fármacos es la 

utilización de fármacos existentes en aplicaciones terapéuticas diferentes para las 

cuales fueron diseñados. El tratamiento del cáncer con una combinación de ambos 

enfoques innovadores está direccionado tanto al tumor como a su microambiente. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la quimioterapia metronómica 

con ciclofosfamida y el fármaco en reposicionamiento metformina, en un modelo 

de tumor de mama murino triple negativo en ratones con alteraciones metabólicas 

generadas por una dieta con alto contenido graso (40% de calorías de grasa bovina 

durante 16 semanas). Se observó que el tratamiento con ciclofosfamida resultó 

efectivo en ratones sin patologías previas y, como aporte de este trabajo, también 

en animales obesos con alteraciones metabólicas asociadas. El esquema 

terapéutico resultó ser seguro, sin mostrar signos de toxicidad, incluso en los 

animales con patología de base. Asimismo, se dilucidaron parte de los mecanismos 

de acción involucrados, que incluyen inhibición de la proliferación celular tumoral, 

disminución de la hipoxia intratumoral y estimulación de la respuesta inmune. Por 

su parte, metformina no mejoró los parámetros metabólicos relacionados con la 

obesidad y tampoco agregó efecto terapéutico sobre la quimioterapia 

metronómica con ciclofosfamida, al menos en las dos semanas de duración del 

tratamiento. Estos resultados, aunque parciales y acotados, podrían contribuir a 

una mejor comprensión del tratamiento de los pacientes con cáncer que padecen 

enfermedades metabólicas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Cáncer 

El término “cáncer” designa a un amplio grupo de enfermedades crónicas que 

comienzan cuando el ciclo celular se descontrola, por la adquisición de 

alteraciones en el material genético de una célula, que produce cambios en el 

crecimiento y la división normales de la misma (Puglisi et al., 2002; Shen, 2011). La 

carcinogénesis es un proceso multifactorial que, eventualmente, da como resultado 

la aparición de distintas subpoblaciones de células malignas. Se trata de un 

proceso dinámico que avanza a través de etapas cualitativamente diferentes que 

comprenden Iniciación, Promoción y Progresión. Clínicamente, un tumor se 

caracteriza por la presencia de una masa de tejido anormal heterogéneo que crece 

progresivamente, y puede o no estar acompañado por distintos signos y síntomas, 

dependiendo del órgano que afecta (Burrell et al., 2013). 

Según las estimaciones realizadas por el Centro Internacional de Investigaciones 

sobre el Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés: International Association of Cancer 

Registries) en base a datos disponibles a nivel mundial en el año 2020, su 

incidencia fue de 19.292.789 casos detectados. En Argentina es la segunda causa 

principal de muerte, luego de las enfermedades cardiovasculares y seguida por las 

respiratorias. Su incidencia en el año 2020 fue de 130.878 casos detectados, que se 

corresponde con una tasa de 218 casos por 100.000 habitantes (considerando 

ambos sexos y todos los tumores), cifra que la posiciona dentro de los países del 

mundo con incidencia de cáncer media-alta y la ubica en el sexto lugar en 

Latinoamérica. El cáncer de mayor incidencia es el de mama, siendo las mujeres las 

principales afectadas, con una tasa de 73 casos por cada 100.000 mujeres, seguido 

por los cánceres de próstata en varones (42/100.000), colorrectales (25/100.000) 

y de pulmón (19/100.000) en ambos sexos (IARC, 2020). 

1.1.2. Cáncer de Mama 

El cáncer de mama es un tumor maligno que se origina en las células de la mama. 

Según las estimaciones del Observatorio Global de Cáncer (GCO por sus siglas en 

inglés: Global Cancer Observatory) de la Organización Mundial de la Salud (OMS), el 
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cáncer de mama es el de mayor incidencia en Argentina: con más de 22.000 nuevos 

casos durante 2020, representa el 17% de todos los tumores malignos y casi un 

tercio (32%) de los cánceres en mujeres. Es una enfermedad que afecta a hombres 

y mujeres, siendo más frecuente en estas últimas, con una tasa de 73 casos nuevos 

por cada 100.000 habitantes (IARC, 2020). Ciertos factores aumentan el riesgo de 

cáncer de mama, incluidos el sexo, la edad, los antecedentes familiares, los 

antecedentes reproductivos, las mutaciones genéticas y un estilo de vida poco 

saludable (Matsen & Neumayer, 2013). 

El cáncer de mama comprende un grupo heterogéneo de enfermedades que varían 

en morfología, biología, comportamiento y respuesta a la terapia (Rakha & Ellis, 

2009). Casi todos los cánceres de mama son carcinomas porque se originan en las 

células epiteliales del tejido mamario. Dentro de los carcinomas, los 

adenocarcinomas son aquellos que surgen en tejidos glandulares, ya sea en los 

conductos o en los lóbulos de la mama (Weigelt & Reis-Filho, 2009). Entre los 

distintos subtipos de cáncer de mama, los llamados “triple-negativo” (TNBC, por 

sus siglas en inglés: Triple-Negative Breast Cancer) se caracterizan por la ausencia 

de expresión de los receptores de estrógeno (RE), progesterona (RP) y del receptor 

2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Her-2/neu), y representan entre 

un 15 y 20 % de los cánceres de mama reportados (Bauer et al., 2007; Morris & 

Carey, 2007). Comparados con otros subtipos, éstos son más agresivos, invasivos, 

con mayor porcentaje de desarrollo de metástasis, recurrencias y mortalidad, 

afectando incluso a mujeres jóvenes (Carey et al., 2010). En la actualidad, las 

únicas opciones de tratamiento para los pacientes con TNBC son la cirugía, la 

quimioterapia estándar o adyuvante, la radioterapia o combinaciones de éstas, 

debido a que no pueden recibir terapias hormonales ni terapias dirigidas a blancos 

celulares. Por lo mencionado anteriormente, los TNBC están asociados a mal 

pronóstico, y el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento es una necesidad 

clínica urgente.  

1.1.3. Microambiente tumoral 

Hace más de dos décadas, Hanahan y Weinberg propusieron una serie de 

características biológicas (“sellos”) que adquieren las células tumorales durante las 
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distintas etapas de la carcinogénesis, que les permiten su crecimiento y 

diseminación (Hanahan & Weinberg, 2000). Los tumores no son masas aisladas de 

células cancerosas en proliferación, sino que son tejidos complejos y heterogéneos, 

formados por distintos tipos celulares que incluyen células endoteliales, pericitos, 

fibroblastos asociados a tumor, adipocitos, células madre y poblaciones 

leucocitarias, que interactúan entre sí. Por consiguiente, la definición tuvo que 

ampliarse para incluir el aporte del "microambiente tumoral" (Hanahan & 

Weinberg, 2011). En una revisión publicada en el año 2022, luego de distintos 

avances en el estudio del cáncer, Hanahan reformuló el concepto e introdujo 

nuevas características y factores habilitantes al esquema previo (Hanahan, 2022). 

Las características distintivas del cáncer comprenden la proliferación sostenida, la 

resistencia a los factores inhibidores del crecimiento, la evasión de la apoptosis, el 

potencial de replicación ilimitado, la inducción de la angiogénesis, la invasión y 

desarrollo de metástasis, la reprogramación metabólica y la evasión del sistema 

inmune. Actualmente se propuso como características emergentes el desbloqueo 

de la plasticidad fenotípica y la senescencia celular (Figura 1). La adquisición de 

estos “sellos” es posible por la presencia de factores habilitantes subyacentes tales 

como la inestabilidad genómica, que genera mutaciones aleatorias, el estado 

inflamatorio establecido por el sistema inmune, que promueve la progresión 

tumoral mediante distintos mecanismos, y probablemente también por los nuevos 

factores planteados, como la reprogramación epigenética no mutacional y los 

microbiomas polimórficos.    



                                                                                                                 INTRODUCCIÓN 4 

 

Figura 1: Características del tumor. Adaptado de (Hanahan, 2022) y 
modificado en BioRender.com 

 

Una de las características principales de la célula tumoral es su alta tasa de 

proliferación, como consecuencia de mutaciones que ignoran las señales de control 

del ciclo celular y alteran el equilibrio homeostático del organismo. 

Por otro lado, se sabe que el crecimiento tumoral es angiogénico-dependiente, es 

decir que requiere la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de células 

endoteliales para nutrirse y oxigenarse (Folkman, 1971). La red vascular tumoral 

se caracteriza por vasos sanguíneos desorganizados, inmaduros y permeables, con 

importantes consecuencias para el microambiente tumoral, tales como hipoxia, 

disminución de infiltración de células inmunes y aumento de riesgo de metástasis 

(Viallard & Larrivée, 2017). A su vez, las condiciones hipóxicas, a través del 

aumento de los niveles del factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF1-α, del inglés 

Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha), estimulan la producción de factores 

angiogénicos por las células cancerosas y del estroma, que promueven la 

angiogénesis en un bucle de retroalimentación que se refuerza a sí mismo 

(Carmeliet & Jain, 2011). En este sentido, se han desarrollado estrategias anti-

angiogénicas con el objetivo de inhibir la formación de nuevos vasos y/o destruir 
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vasos existentes para privar al tumor de sus nutrientes (Browder et al., 2000; 

Hanahan et al., 2000b; Jayson et al., 2016; Kerbel et al., 2002, 2013). 

Con respecto al sistema inmune, éste juega un papel central en la progresión 

tumoral por el infiltrado de gran cantidad de células inmunitarias que interactúan 

dinámicamente con el microambiente circundante. Se trata de un proceso conocido 

como “Inmunoedición” (Dunn et al., 2004) que consta de tres fases: eliminación, 

equilibrio y escape. Durante la fase de eliminación, las células inmunes desarrollan 

una respuesta inmunitaria antitumoral para erradicar las células tumorales; luego 

se establece un equilibrio entre la contención del tumor (por la muerte de células 

tumorales) y la presión inmune selectiva (que promueve la supervivencia de 

células resistentes al ataque inmune); finalmente, las células tumorales superan la 

presión inmune debido a su inestabilidad genética, y los clones tumorales 

seleccionados  evitan la respuesta inmune y progresan (Calì et al., 2017). Respecto 

al control de los tumores por parte del sistema inmunológico, la primera línea de 

defensa adaptativa la ejercen los linfocitos T citotóxicos CD8+, capaces de 

promover la apoptosis de células tumorales. Al mismo tiempo, los linfocitos 

citotóxicos son estimulados por los linfocitos T colaboradores CD4+. Una pequeña 

subpoblación de linfocitos T CD4+, los T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ (Treg), 

presentan mecanismos supresores que regulan la respuesta inmune e inhiben la 

activación y proliferación de los linfocitos T efectores. La calidad y cantidad del 

infiltrado inmunológico en el sitio del tumor se ha aceptado como un marcador 

pronóstico de la progresión en una gran variedad de cánceres humanos (Galon et 

al., 2006, 2014). 

Los avances acerca de la complejidad del tejido tumoral y sus características, 

impulsaron el diseño de distintas estrategias terapéuticas, dirigidas no sólo a 

eliminar las células neoplásicas, sino también a modificar el microambiente 

tumoral (Candeias & Gaipl, 2016; Lee & Hong, 2017; Viallard & Larrivée, 2017). 

1.2. Obesidad  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una 

acumulación anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. 

En términos generales, la obesidad corresponde a un desequilibrio del balance 
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energético en el cual el consumo supera el gasto de energía y, por lo tanto, 

aumentan las reservas de energía en la grasa corporal, particularmente en el tejido 

adiposo. La obesidad y el sobrepeso se definen mediante el cálculo del Índice de 

Masa Corporal (IMC): el peso expresado en kilogramos dividido por la altura 

expresada en metros elevada al cuadrado. Un IMC entre 25 y 29,9 kg/m² 

determina sobrepeso, mientras que un valor mayor o igual a 30 kg/m² es 

considerado obesidad (WHO, 2021). 

Según datos de la OMS, desde el año 1980 la obesidad y el sobrepeso están 

aumentando a casi el triple en todo el mundo, alcanzando actualmente niveles de 

epidemia. En 2016, el 39% de las personas adultas tenían sobrepeso, y el 13% eran 

obesas (WHO, 2021) y se estima que, de mantenerse esos indicadores, el 60% de la 

población adulta del mundo tendrá sobrepeso o será obesa en el 2030.   

En la Argentina, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad a lo largo de los años 

muestra una tendencia ascendente en todos los grupos etarios y sociales, 

particularmente en los grupos en situación de mayor vulnerabilidad social 

(Ministerio de Salud de la República Argentina, 2017). En ese marco, en el año 

2018, 6 de cada 10 adultos presentaron exceso de peso (sobrepeso + obesidad) y 

se registró obesidad en un cuarto de la población total (Instituto Nacional de 

Estadística y Censos (INDEC), 2019). 

1.2.1. Obesidad y alteraciones metabólicas 

La obesidad es una consecuencia natural de la sobrealimentación y el 

sedentarismo. La obesidad persistente desregula los procesos metabólicos, 

incluida la acción de la insulina sobre el metabolismo de la glucosa-ácidos grasos 

libres y lípidos. Así comienza un cúmulo de condiciones: hiperglucemia, 

dislipidemia, hipertensión, conocido como síndrome metabólico (MetS, por su 

abreviatura en inglés: Metabolic Syndrome) (Grundy, 2003; Misra & Khurana, 

2008). Tales anormalidades metabólicas son consideradas factores de riesgo para 

el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2 y algunos tipos de 

cáncer (Gallagher et al., 2011; Hariri & Thibault, 2010). 
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1.2.2. Modelo animal de obesidad inducido por la dieta 

Los modelos animales murinos, especialmente los ratones, muestran, al igual que 

los humanos, una relación positiva entre la ingesta de grasas en la dieta y la 

obesidad (Hariri & Thibault, 2010). Se ha reportado la inducción de obesidad en 

roedores mediante dietas con diferentes porcentajes y fuentes de grasas; sin 

embargo, una de las dietas más utilizadas para inducir obesidad en animales 

consiste en enriquecer el alimento comercial con 40% de calorías de grasa animal 

(Buettner et al., 2007), para mimetizar la alimentación occidental, caracterizada 

por un consumo elevado de grasas y calorías (Steck & Murphy, 2020). 

Los mecanismos moleculares por los que una dieta con alto contenido graso (HFD, 

del inglés High Fat Diet) promueve alteraciones metabólicas aún no están 

totalmente esclarecidos. No obstante, se sabe que la resistencia a la insulina es un 

vínculo en común entre los factores relacionados con su fisiopatología (Gallagher 

et al., 2011), los cuales ocurren principalmente a nivel del tejido adiposo, hígado, 

músculo e intestino. La administración de dietas HFD a ratones ha sido utilizada 

frecuentemente para la generación de modelos animales de obesidad con 

resistencia a la insulina y se ha asociado con hiperinsulinemia, intolerancia a la 

glucosa, hipertrigliceridemia, así como inflamación y estrés oxidativo en diferentes 

tejidos (Bader et al., 2020; Ecker et al., 2019; Kim et al., 2011).  

En los estudios de obesidad y desorden metabólico inducido por la dieta es 

necesario tener en cuenta varias condiciones importantes, además del contenido 

graso del alimento: la edad de los animales, el sexo, la duración de la dieta, así 

como el control constante de las condiciones ambientales para minimizar la 

variabilidad de los datos. Así mismo la evaluación de la obesidad y sus alteraciones 

metabólicas asociadas presenta criterios particulares respecto a los utilizados en 

los seres humanos. Se basa en parámetros morfológicos como el aumento del peso 

corporal y el aumento del contenido de grasa corporal, y en el estudio de distintos 

parámetros metabólicos en los animales alimentados con HFD, en comparación 

con los animales control mantenidos con dietas normales o bajas en grasas (Hariri 

& Thibault, 2010). 
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Recientemente, nuestro grupo de investigación desarrolló y caracterizó el modelo 

de obesidad con las alteraciones metabólicas asociadas en ratones machos 

endocriados de la línea CBi (Hinrichsen & Di Masso, 2010) alimentados con HFD 

durante 16 semanas (Habib et al., 2018).   

1.2.3. Obesidad y Cáncer 

Es conocida la relación entre la obesidad causada por una dieta desbalanceada y la 

incidencia de tumores, incluido el cáncer de mama (Arcidiacono et al., 2012; Chen 

et al., 2016a; Godsland, 2010; Steck & Murphy, 2020). Asimismo, se considera a la 

obesidad como un factor de riesgo que aumenta el desarrollo de diversos tipos de 

cáncer (Arnold et al., 2016; Renehan et al., 2010). 

Particularmente, distintos trabajos han reportado la asociación entre la obesidad y 

sus alteraciones metabólicas con el desarrollo de cáncer de mama triple negativo 

(TNBC) (Davis & Kaklamani, 2012; Ecker et al., 2019; Maiti et al., 2010; Vona-Davis 

et al., 2008). Asimismo, se reportó que las alteraciones metabólicas asociadas con 

la obesidad se vinculan con un mal pronóstico en aquellas mujeres que presentan 

TNBC (Dietze et al., 2018) ya que favorece un mayor tamaño tumoral, mayor 

incidencia de metástasis y riesgo de recurrencia en sitios distantes (Vona-Davis et 

al., 2008). 

Entre los posibles vínculos entre la obesidad y el cáncer se incluyen alteraciones en 

procesos endocrinos y metabólicos, que comprenden la producción de hormonas y 

citocinas capaces de promover el desarrollo de inflamación crónica y estrés 

oxidativo, procesos que favorecen el establecimiento de un microambiente ideal 

para el desarrollo del cáncer (Herrera-Covarrubias et al., 2015). El tejido adiposo 

es un órgano endocrino que produce gran cantidad de factores, tales como 

interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), resistina, lipoproteína 

lipasa, proteína de unión al retinol-4 (RBP4), estrógenos, leptina, 

angiotensinógeno, adiponectina y factor de crecimiento similar a la insulina-1 

(IGF-1) (Gallagher et al., 2011). Las hormonas leptina, prolactina e insulina 

participan en la regulación del apetito, del metabolismo, del sistema inmune y 

cumplen una función fundamental en la génesis tumoral. Además, participan en la 

cascada de señalización de vías que regulan la expresión génica y mitogénica, 
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estimulando la proliferación celular. Por otro lado, se ha vinculado a la obesidad 

con un estado inflamatorio crónico, el cual se presenta como consecuencia del 

incremento del tejido adiposo. Las citocinas proinflamatorias secretadas por los 

adipocitos (TNFα, IL-1, IL-6, IL-18) atraen células del sistema inmune como 

macrófagos y linfocitos que, a su vez, secretan estas moléculas mediante un ciclo 

de regulación positiva. Además, se alteran la diferenciación, la proliferación y el 

metabolismo de las células adiposas, y su acumulación ha sido asociada con la 

resistencia a la insulina. El estado inflamatorio crónico promueve los procesos 

carcinogénicos, estimula el crecimiento de las células tumorales y facilita la 

inestabilidad de su genoma, favoreciendo así la progresión y la diseminación del 

tumor. Por otra parte, contribuye a la generación de radicales libres, favoreciendo 

con esto a la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por su abreviatura 

en inglés: reactive oxygen species), vinculadas con el desarrollo de diversos tipos de 

cáncer, debido a su capacidad de dañar el ADN y contribuir a la mutagénesis y 

carcinogénesis (Arcidiacono et al., 2012). 

1.3. Modalidades Terapéuticas para el tratamiento del cáncer 

Actualmente, existen múltiples terapias contra el cáncer que se aplican solas o 

combinadas para aumentar su efectividad (Lissoni et al., 2009). En términos 

generales, el tratamiento se clasifica en dos grandes grupos. Las estrategias de 

control local son aquellas dirigidas a las células tumorales en un área determinada 

sin afectar al resto, e incluyen cirugía y radioterapia. Por otro lado, se encuentran 

las estrategias de control sistémico, en las que se administran medicamentos por 

vía oral o endovenosa; comprenden la quimioterapia, la hormonoterapia y la 

bioterapia, que abarca la terapia dirigida a blancos moleculares y la inmunoterapia 

(Moo et al., 2018; Nandini et al., 2021; Wu et al., 2021).  

La quimioterapia fue introducida hace más de medio siglo para el tratamiento de 

varios tipos de cánceres avanzados o metastásicos. La misma consiste en el uso de 

fármacos en dosis altas, cercanas a la dosis máxima tolerada por el organismo, 

siendo administradas en ciclos repetidos, a intervalos de tiempo definidos, 

determinados principalmente por el período necesario para la recuperación del 

paciente frente a la toxicidad derivada de la terapia. Así, si bien la acción citotóxica 
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de la quimioterapia permite la destrucción de las células tumorales, es de 

administración sistémica, con lo cual puede dañar células sanas, generando efectos 

adversos que afectan la calidad de vida del paciente (Hanahan et al., 2000b, 

2000a). Los más comunes son: náuseas y vómitos, pérdida de cabello, cambios en 

la médula ósea que llevan a inmunodepresión, cambios en la vida sexual y 

reproductiva, en la memoria y las emociones. Los períodos de descanso favorecen 

el crecimiento de las variantes celulares más malignas y generan resistencia al 

tratamiento; es posible que el paciente genere incluso nuevas neoplasias. Este 

conjunto de efectos secundarios requiere la implementación de estudios y 

tratamientos compensatorios, y en ocasiones la re-internación del paciente. 

Sumado al alto costo de los fármacos comúnmente utilizados, se elevan los gastos 

públicos en Salud asociados con la terapia (Dasari & Tchounwou, 2014). 

1.3.1. Quimioterapia Metronómica 

Como alternativa a la quimioterapia convencional, hace ya dos décadas, surgió la 

quimioterapia metronómica (QTM) (Hanahan et al., 2000b), estrategia que se 

caracteriza por la administración crónica, a intervalos regulares, de fármacos 

quimioterapéuticos en dosis significativamente menores a la dosis máxima 

tolerada, sin períodos de descanso prolongados. Este nuevo enfoque que “menos es 

más cuando se administra crónicamente”, se opone al paradigma terapéutico 

tradicional y ha resultado ser eficaz y presentar una toxicidad mínima (Kerbel et 

al., 2002; Malik et al., 2014; Perroud et al., 2016). Desde su implementación se 

reportaron profusos aportes científicos a nivel experimental para su aplicación 

tanto en tratamientos individuales como combinados (Mainetti et al., 2011, 2013; 

Rico et al., 2017; Rozados et al., 2004, 2010). Actualmente, se considera una 

alternativa válida para pacientes que progresaron a varias líneas de quimioterapia 

y, muy importante, se utiliza para cáncer pediátrico en países de ingresos bajos y 

medianos (Bottini et al., 2006; Cancello et al., 2015; Dellapasqua et al., 2011; 

Kerbel et al., 2002; Nasr et al., 2015; Perroud et al., 2011, 2013; Petry et al., 2015; 

Scharovsky et al., 2020; Soriano et al., 2009). 
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Figura 2: Mecanismos responsables del efecto terapéutico de la 
Quimioterapia Metronómica. Adaptado de (Scharovsky et al., 2020) y 
modificado en BioRender.com 

 

El efecto terapéutico de la QTM se consigue principalmente mediante su acción 

antiangiogénica sobre los vasos sanguíneos tumorales, inhibiendo las células 

endoteliales circulantes (CEC) y las células endoteliales progenitoras (CEP). Otro 

mecanismo de acción consiste en la restauración de la respuesta inmune 

antitumoral, mediante la inhibición de las células Treg, así como de las células 

supresoras mieloides y la estimulación de las células dendríticas. También se han 

descrito como mecanismos probables del efecto terapéutico de la QTM: la 

inhibición de las células madre cancerosas (CSC), la inducción de la latencia 

tumoral e incluso un efecto antitumoral directo sobre las células tumorales 

(Figura 2) (Scharovsky et al., 2020). 

1.4. Reposicionamiento de Fármacos 

Hace algunos años se comenzó a utilizar una estrategia conocida como 

“reposicionamiento terapéutico”, que implica el uso de fármacos existentes en 

aplicaciones terapéuticas diferentes para las cuales fueron diseñados. El 

reposicionamiento de fármacos en oncología (ReDO, por sus siglas en inglés: 

Repurposing Drugs in Oncology) se refiere al uso de fármacos originalmente 
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formulados para otras indicaciones que mostraron potencial antitumoral. Los 

fármacos en reposicionamiento poseen dos ventajas fundamentales frente al 

desarrollo convencional: por un lado, los perfiles de farmacocinética, 

farmacodinamia y toxicidad se conocen, hecho que reduce significativamente el 

tiempo y el costo necesarios para ser utilizados en la clínica; y por otro, que fueron 

aprobados para su aplicación en humanos (Cragg et al., 2014). Igualmente, como la 

mayoría de estos medicamentos tienen equivalentes genéricos, son menos 

costosos y más accesibles. 

1.5. Metronomics  

La QTM suele combinarse con el ReDO. Tal combinación, conocida en inglés como 

metronomics, permite la generación de tratamientos innovadores dirigidos a los 

tres compartimentos principales del microambiente tumoral (es decir, la 

vasculatura tumoral, el sistema inmune y las células tumorales) con distinta 

intensidad en el efecto de cada objetivo (la QTM con un efecto principalmente 

antiangiogénico y el ReDO directamente sobre las células tumorales) que 

finalmente conduce al control del cáncer (André et al., 2013). 

Ambos enfoques comparten varias características que la convierten en una opción 

atractiva para el tratamiento del cáncer: presentan efecto terapéutico; baja 

toxicidad, con la consecuente mejora en la calidad de vida del paciente; menor 

tiempo de desarrollo y aplicación clínica, al utilizarse medicamentos conocidos y 

aprobados; bajo costo, al no requerir estudios e internaciones posteriores; por lo 

tanto y por último, pero no menos importante, la posibilidad de su uso en todos los 

países, incluso en aquellos con recursos económicos muy bajos (Scharovsky et al., 

2020). 

1.6. Fármacos 

1.6.1. Ciclofosfamida 

Ciclofosfamida (Cy) es un agente alquilante que ha sido ampliamente utilizado 

para el tratamiento de diferentes tipos de tumores, así como de enfermedades 

autoinmunes. Este fármaco se ha utilizado durante décadas y se sigue utilizando en 

la quimioterapia convencional en dosis altas, y es uno de los primeros y más 
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estudiados fármacos en la QTM en dosis bajas, como monoterapia o en 

combinación con otros fármacos, tanto en modelos experimentales como en 

protocolos clínicos, en el IGE (Mainetti et al., 2011, 2013a, 2013b, 2020; Perroud et 

al., 2011, 2016; Rico et al., 2014; Rozados et al., 2004, 2010) y en otros laboratorios 

(Dellapasqua et al., 2011; Kerbel et al., 2002; Nasr et al., 2015; Soriano et al., 2009). 

Con respecto al sistema inmune antitumoral, se ha observado un efecto paradójico 

de Cy sobre el mismo, que depende de la dosis y del esquema de administración: 

dosis altas de Cy producen reducción de las masas tumorales, pero son 

inmunosupresoras, y, en consecuencia, favorecen infecciones oportunistas o 

incluso segundas neoplasias. Por otro lado, la administración de dosis bajas ha 

demostrado potenciar la respuesta inmune, tanto en animales como en humanos, 

posibilitando en algunos casos la eliminación de tumores primarios (Scharovsky et 

al., 2012). 

1.6.2. Metformina 

Metformina (1,1-dimetilbiguanida; Met) es un fármaco de administración oral de 

primera elección en el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Dowling et al., 2015). Su 

uso también ha sido aprobado para el tratamiento de la hiperglucemia y el MetS y 

como complemento en otras indicaciones tales como el síndrome de ovario 

poliquístico (Barco et al., 2011).  

Numerosos estudios poblacionales retrospectivos han sugerido que Met 

administrada en pacientes diabéticos disminuye la incidencia y mortalidad del 

cáncer (Evans et al., 2005; Libby et al., 2009; Morantes-Caballero et al., 2017). Por 

otra parte, distintos estudios clínicos y preclínicos han señalado el potencial de 

este fármaco como agente antineoplásico (Barco et al., 2011; De & Kuppusamy, 

2020; Gonzalez-Angulo & Meric-Bernstam, 2010; León-González et al., 2021; 

Martín-Castillo et al., 2010; Rico et al., 2017). Este efecto antineoplásico tendría 

dos vías de acción posibles: una vía indirecta, a través de su efecto antidiabético a 

nivel sistémico, y una vía directa sobre las células de cáncer. El efecto indirecto de 

Met está  asociado con una reducción de los niveles circulantes de insulina, con la 

consecuente inhibición de la gluconeogénesis en el hígado y el aumento de la 

captación de glucosa en el músculo (Dowling et al., 2015), que disminuye el efecto 
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mitogénico y antiapoptótico de la insulina. De esta manera, Met reduce el efecto 

estimulante de la insulina sobre las células cancerosas. Los efectos directos de Met 

están relacionados con la inhibición del complejo mitocondrial I (Wheaton et al., 

2014). Esta inhibición interrumpe la respiración mitocondrial, disminuyendo la 

síntesis de ATP impulsada por protones, causando estrés energético celular y 

elevación de la relación AMP/ATP que, a su vez, activa la proteína quinasa activada 

por AMP (AMPK), una quinasa clave que detecta la energía celular. La activación de 

AMPK conduce a una reducción de la señalización, síntesis y proliferación de 

proteínas diana de rapamicina en células de mamífero (mTOR) (Rico et al., 2017).  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis de Trabajo 

La quimioterapia metronómica con ciclofosfamida y metformina es menos efectiva 

en ratones inoculados con tumor y alimentados con una dieta con alto contenido 

graso, por el desarrollo de obesidad y alteraciones metabólicas asociadas, en 

comparación con ratones con tumor y alimentados con una dieta estándar. 

2.2. Objetivo General  

Evaluar el efecto de la quimioterapia metronómica en un modelo de tumor de 

mama murino triple negativo en ratones con alteraciones metabólicas generadas 

por una dieta con alto contenido graso.  

2.3. Objetivos Específicos 

● Evaluar el crecimiento tumoral en ratones machos adultos CBi, que fueron 

sometidos a una dieta rica en grasas durante 16 semanas, portadores del 

adenocarcinoma de mama triple negativo M-406, tratados con quimioterapia 

metronómica con ciclofosfamida combinada con metformina.  

● Evaluar la posible toxicidad del tratamiento a través de la variación en el peso 

corporal de los animales, el recuento de glóbulos blancos, y signos y síntomas 

clínicos de toxicidad. 

● Evaluar los posibles mecanismos de acción involucrados en el efecto de la 

quimioterapia metronómica: proliferación celular, regulación de la respuesta 

inmune y angiogénesis.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Animales  

Se utilizaron ratones machos adultos (5 semanas de edad de 32,91 ± 0,40 g de peso 

corporal) de la línea endocriada CBi del Bioterio del Instituto de Genética 

Experimental (IGE), Facultad de Ciencias Médicas, UNR (Hinrichsen & Di Masso, 

2010). Los animales recibieron agua y alimento 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 de acuerdo 

a los lineamientos establecidos por el Comité de Bioética y el Sub-comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la 

Facultad de Ciencias Médicas, UNR.  

3.2. Tumor  

El adenocarcinoma de mama M-406 es semidiferenciado de tipo B, triple negativo, 

de origen espontáneo que surgió en un ratón de la línea CBi (Hinrichsen & Di 

Masso, 2010). Se mantiene in vivo por injertos vía intraperitoneal (i.p.) en su 

huésped singeneico. Cuando el tumor se inocula por vía subcutánea (s.c.) la 

incidencia tumoral es del 100%. 

3.3. Fármacos 

● Ciclofosfamida (Laboratorio Filaxis SA, Argentina) (Cy): se diluyó hasta una 

concentración stock de 20 mg/ml en agua destilada estéril.  

● Metformina (clorhidrato de metformina, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (Met): 

se disolvió en agua destilada y se conservó a -20°C.  

Las soluciones stock de los fármacos fueron diluidas en el agua de bebida a las 

concentraciones finales requeridas para alcanzar las dosis diarias determinadas 

para cada fármaco. Las dosis de ambos fármacos se eligieron según la bibliografía, 

considerando su rango de efectividad y baja o nula toxicidad (Mainetti et al., 2011, 

2020; Rico et al., 2017; Wheaton et al., 2014). 

3.4. Dietas 

● Dieta estándar (DE): alimento balanceado comercial estándar para roedores. 
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● Dieta HFD (HFD): alimento balanceado comercial estándar para roedores 

enriquecido con un 40% de calorías grasas provenientes del primer jugo bovino 

(Lambertucci et al., 2018). 

3.5. Modelo experimental  

El modelo experimental se dividió en dos etapas, ilustradas y detalladas a 

continuación. 

3.5.1. Primera etapa: instauración del modelo de obesidad  

En la primera etapa del experimento se estableció el modelo de obesidad inducido 

por la dieta, con las alteraciones metabólicas asociadas. El procedimiento ilustrado 

en la Figura 3 se describe a continuación.  

 

Figura 3: Esquema de la primera etapa del modelo experimental. 
Establecimiento del modelo de obesidad inducido por la dieta, con las 
alteraciones metabólicas asociadas. Creado en BioRender.com 

 

Inicialmente los animales se distribuyeron al azar en dos grupos experimentales 

(n=44/grupo) según el tipo de dieta que recibieron. 

● Grupo DE: alimentado con DE durante todo el experimento. 

● Grupo HFD: alimentado con HFD durante todo el experimento. 
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Los animales se distribuyeron al azar en los dos grupos experimentales 

manteniendo homogeneidad en la distribución de los pesos corporales. Luego de 

16 semanas de administración de la dieta se confirmó el establecimiento del 

modelo de obesidad y las alteraciones metabólicas asociadas en el grupo HFD 

mediante la evaluación de parámetros morfológicos como la ganancia de peso 

corporal, así como de parámetros bioquímicos y metabólicos, en comparación con 

el grupo DE. 

Las alteraciones metabólicas generadas por la dieta se evaluaron a través de una 

prueba de tolerancia a la insulina (ITT, por sus siglas en inglés: insulin tolerance 

test) (n=10/grupo). La prueba consistió en la inyección i.p. de insulina (0,75 UI/kg 

de peso corporal), previo ayuno de 6 horas, y la posterior medición de glucemia a 

partir de la sangre obtenida de la vena de la cola a los 15, 30, 45, 60 y 90 min luego 

de la inyección (glucemia basal: 0 min), utilizando un glucómetro con tiras 

reactivas (Accu-Chek, Roche). 

Para los estudios bioquímicos y la medición del tejido adiposo (n=4/grupo), luego 

de 12 horas de ayuno, cuatro animales de cada grupo fueron anestesiados por vía 

intraperitoneal con ketamina: 87 mg/kg peso corporal; xilacina: 13 mg/kg peso 

corporal. Se extrajo la sangre por punción cardíaca, posteriormente, se realizó la 

eutanasia por dislocación cervical. Las muestras de sangre se centrifugaron (4°C, 

8.000 rpm, 10 min) y el plasma obtenido se almacenó a -80°C hasta su posterior 

análisis. La glucemia fue medida con un glucómetro con tiras reactivas (Accu-Chek, 

Roche). Los niveles de colesterol total y triglicéridos séricos fueron determinados 

mediante kits comerciales (Wiener Lab., Rosario, Argentina), siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Luego de una incisión abdominal, se extrajo y se 

pesó conjuntamente la grasa retroperitoneal y epididimal de cada animal. 

3.5.2. Segunda etapa: desafío tumoral y tratamiento metronómico 

Una vez establecido el modelo de obesidad con las alteraciones metabólicas 

asociadas inducido por la dieta, comenzó la segunda etapa del experimento. 

Durante este período se desafiaron los animales de ambos grupos con el tumor M-

406 y posteriormente se inició el tratamiento metronómico, como se ilustra en la 

Figura 4. 
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Figura 4: Esquema de la Segunda etapa del modelo experimental. 
Inoculación subcutánea de los tumores y posterior tratamiento 
metronómico de los animales. Creado en BioRender.com 

 

En el día 0 de la segunda etapa, todos los animales fueron inoculados con M-406 en 

forma subcutánea con trócar en el flanco derecho. Cuando el tumor fue palpable 

(día 10), comenzó el tratamiento. Los ratones de cada uno de los 2 grupos 

anteriores (DE y HFD) fueron distribuidos al azar en 4 nuevos grupos, quedando 

definidos un total de 8 grupos experimentales (n=10/grupo) según la dieta y el 

tratamiento que recibieron en el agua de bebida.  

● Grupo DE: alimentado con DE, testigo sin tratamiento ulterior. 

● Grupo DE + Met: alimentado con DE, tratado con Met en el agua de bebida 

(dosis: 300mg/kg/día). 

● Grupo DE + Cy: alimentado con DE, tratado con Cy en el agua de bebida (dosis: 

25mg/kg/día). 

● Grupo DE + Met + Cy: alimentado con DE, tratado con la combinación de Met + 

Cy en el agua de bebida. 

● Grupo HFD: alimentado con HFD, testigo sin tratamiento ulterior. 
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● Grupo HFD + Met: alimentado con HFD, tratado con Met en el agua de bebida 

(dosis: 300mg/kg/día). 

● Grupo HFD + Cy: alimentado con HFD, tratado con Cy en el agua de bebida 

(dosis: 25mg/kg/día). 

● Grupo HFD + Met + Cy: alimentado con HFD, tratado con la combinación de Met 

+ Cy en el agua de bebida. 

El tratamiento, al igual que la dieta, se mantuvo en cada grupo hasta el momento 

del sacrificio. Se procedió al cambio de las botellas con los fármacos disueltos en el 

agua de bebida dos veces por semana. La dosis del fármaco ingerida por kg peso 

corporal se ajustó a partir de la medición del volumen restante en las botellas 

(Mainetti et al., 2011). 

El día en que el primer ratón alcanzó el máximo volumen tumoral éticamente 

permitido (día 25), todos los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, 

previamente se anestesiaron y se les extrajo sangre por punción cardíaca. Se 

extrajo el tejido adiposo y muestras de tejido tumoral. La sangre y el tumor fueron 

utilizados para determinaciones serológicas, histológicas y bioquímicas. 

3.6. Evolución del crecimiento tumoral 

El volumen tumoral se determinó tres veces por semana. Se midió con calibre 

Vernier los diámetros mayor (a) y menor (b) de cada tumor para estimar el 

volumen tumoral (V) con la fórmula V= (a x b2) x 0,4. El crecimiento del volumen 

tumoral se ajustó a una curva de crecimiento exponencial para los animales de 

todos los grupos, que permitió calcular el tiempo de duplicación tumoral, una 

variable inversamente proporcional a la velocidad de crecimiento del tumor, 

utilizando el software GraphPad Prism® versión 7.00 (GraphPad Software, Inc). 

Los valores se representaron como la media ± EE para cada grupo experimental. 

3.7. Análisis de toxicidad 

Se analizaron diferentes variables indicadoras de un posible efecto tóxico del 

tratamiento tales como la evolución del peso corporal, el recuento de glóbulos 

blancos, así como distintas características morfológicas y de comportamiento de 

los animales. 
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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 toxicidad cuando el peso corporal desciende 20% o más comparado con 

el peso antes de comenzar el tratamiento. 

Por otro lado, se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola de los animales 

(n=5/grupo) al final del tratamiento, previo a la eutanasia, para realizar el 

recuento de glóbulos blancos en Cámara de Neubauer.  

Asimismo, se controlaron distintas características morfológicas y de 

comportamiento de los ratones a lo largo de todo el experimento, tales como 

ingesta de comida y bebida, calidad del pelaje, actividad motora, conducta y 

respiración. 

3.8. Obtención de muestras y eutanasia 

Los ratones fueron anestesiados por vía intraperitoneal con ketamina: 87 mg/kg 

peso corporal; xilacina: 13 mg/kg peso corporal, con un ayuno previo de 12 horas.  

Luego se extrajo la sangre por punción cardíaca, posteriormente, se realizó la 

eutanasia por dislocación cervical para la disección y extracción de tejidos. 

La sangre anticoagulada fue conservada a 4°C y centrifugada a 8.000 rpm por 10 

min. El plasma obtenido se almacenó a -80°C para análisis bioquímicos posteriores. 

Luego de una incisión abdominal, se extrajo y se pesó conjuntamente la grasa 

retroperitoneal y epididimal de cada animal. Asimismo, las muestras de tumores 

fueron fijadas en solución salina formolada al 10% por 24 horas a 4°C e incluidas 

en parafina. Se realizaron cortes con micrótomo de 5-6 μm de espesor, los cuales 

fueron sometidos posteriormente a tinciones con hematoxilina-eosina (HE) y 

análisis inmunohistoquímicos (IHC, por su abreviatura en inglés: 

Immunohistochemistry).  

Los cortes de tejido tumoral teñidos con HE fueron utilizados para realizar una 

evaluación histológica, mediante la cual se analizó la integridad del tejido, regiones 

necróticas y presencia de infiltrado linfocitario, con el objetivo de seleccionar las 

zonas más aptas y/o las muestras mejor conservadas para realizar los análisis IHC. 
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3.9. Determinaciones bioquímicas 

El plasma almacenado a -80°C fue utilizado para la determinación de distintos 

parámetros bioquímicos. La concentración de glucosa en plasma se midió 

utilizando un glucómetro con tiras reactivas (Accu-Chek, Roche). Para determinar 

los niveles de colesterol total y triglicéridos séricos se utilizaron kits comerciales 

(Wiener Lab., Rosario, Argentina), siguiendo las especificaciones del fabricante.  

3.10. Estudios Inmunohistoquímicos 

Con el fin de realizar los análisis inmunohistoquímicos se desparafinaron los cortes 

histológicos de tejido tumoral previamente obtenidos (n=4-6/grupo). Se bloqueó 

la actividad peroxidasa endógena con una solución de peróxido de hidrógeno 

(Cicarelli) al 10% en H2Od durante 15 min y luego se bloquearon las reacciones no 

específicas con suero normal de caballo (Vectastain, Vector Laboratories) por 20 

min. Para los lavados se utilizó H2Od, TBST (TBS1X, 0,1% Tween) o buffer Tris (50 

mM Tris base, 150 mM NaCl, pH 7,6) según correspondiera. Las muestras fueron 

incubadas durante toda la noche en cámara húmeda a 4°C con los anticuerpos 

primarios anti-CD4 (Santa Cruz Biotechnology, 1:400), anti-CD8 (Santa Cruz 

Biotechnology, 1:400), anti-Ki67 (Cell Signaling, 1:400), anti-HIF1α (Invitrogen, 

USA, 1:5000) y anti-Foxp3 (eBioscience, 1:50). Al día siguiente, se incubaron 1 h a 

temperatura ambiente con anticuerpo secundario universal y reactivo ABC 

(Vectastain Elite ABC kit; Vector Laboratories), se revelaron con DAB Substrate Kit 

(BD PharmigenTM) y se realizó contratinción con hematoxilina. Finalmente se 

deshidrataron las muestras, se montaron con bálsamo y se visualizaron bajo el 

microscopio óptico. 

Para llevar a cabo las IHC de los marcadores HIF1α y Foxp3, al tratarse de factores 

de transcripción nucleares, requirió la permeabilización del tejido previo a 

comenzar, la cual se llevó a cabo mediante una solución de 0,2% Tritón-X100 en 

PBS durante 10 min. Posteriormente, se realizó la recuperación antigénica con 

buffer citrato (10 mM citrato de sodio, pH 6) a 95° C durante 30 min. En el caso de 

Ki67, el primer paso fue el mencionado anteriormente, es decir, la recuperación 

antigénica con buffer citrato. Los protocolos para medir HIF1α, Foxp3 y Ki67 
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continuaron con el bloqueo de la actividad peroxidasa y los sucesivos pasos, tal 

como se describió previamente. 

Para cada marcador, se realizó el conteo de células positivas en 30 campos 

microscópicos consecutivos por corte de tejido tumoral, con una magnificación 

1000X. Se evaluó la proliferación celular a través de la proporción de células Ki67+, 

la angiogénesis, mediante el marcador de hipoxia HIF-1α y las distintas 

poblaciones linfocitarias CD4, CD8 y Foxp3. Los datos se analizaron 

estadísticamente utilizando el software GraphPad Prism® versión 7.00 (GraphPad 

Software, Inc). Los resultados se expresan como mediana-rango del número de 

células positivas por campo. 

3.11. Análisis estadísticos  

Los resultados obtenidos fueron analizados estadísticamente según el tipo de 

variable en cuestión mediante el software GraphPad Prism® versión 7.00 

(GraphPad Software, Inc). Para la comparación de variables paramétricas se 

empleó el test t-Student o el Análisis de la Varianza (ANOVA) seguido por el test de 

Tukey, dependiendo del número de grupos experimentales a analizar (dos grupos 

o más de dos, respectivamente). La comparación de variables no paramétricas se 

llevó a cabo utilizando el test de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis 

seguida por el test de Dunn, dependiendo del número de grupos experimentales a 

evaluar (dos grupos o más de dos, respectivamente). Se consideró que las 

diferencias son estadísticamente significativas a partir de un valor P<0,05.   
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4. RESULTADOS 

4.1. Primera etapa 

Durante la primera etapa del experimento se controló semanalmente el peso 

corporal de los animales y dos veces por semana, el consumo de alimento y bebida. 

A partir de estos datos se calculó la ganancia de peso corporal y el consumo de 

calorías totales por animal. Estos resultados junto con los estudios bioquímicos y 

metabólicos fueron los parámetros considerados para el establecimiento del 

modelo de obesidad con las alteraciones metabólicas asociadas inducidas por la 

dieta. 

El peso corporal inicial de los animales no difirió entre los grupos de estudio al 

inicio del experimento (n=44/grupo); DE (33,38 ± 0,51 g) y HFD (32,45 ± 0,61 g) 

(Figura 5 y Tabla 1). Los grupos DE y HFD presentaron diferencias significativas 

(P<0,05) en el peso corporal a partir del día 78 (semana 11) en el que pesaron 

(41,06 ± 0,47 g) y (43,03 ± 0,73 g), respectivamente. Al final de esta etapa, los 

animales del grupo HFD presentaron mayor peso corporal (46,76 ± 0,86 g) 

respecto a los del grupo DE (41,03 ± 0,45 g) (P<0,0001) (Figura 5 y Tabla 1). Para 

el análisis estadístico del peso corporal se utilizó el test t-Student. 

En la Figura 6 se muestra la ganancia de peso al final de la primera etapa, en la 

semana 16 (día 112), expresada como el porcentaje de peso corporal relativo al 

peso antes de iniciar la dieta. El grupo HFD presentó mayor ganancia de peso 

(144,21 ± 3,09 %) respecto al grupo DE (123,60 ± 1,74 %), con un valor P˂0,0001, 

analizado por el test de Mann-Whitney (Tabla 1).  
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Figura 5: Evolución del peso corporal durante la primera etapa. Los 
datos se expresan como media ± EE del peso corporal de 44 animales por 
grupo en función del tiempo de administración del alimento (16 
semanas). Se empleó el test estadístico t-Student. Día 78: *, 
significativamente diferente de DE P<0,05. Día 85: **, significativamente 
diferente de DE P<0,01. Día 92: ***, significativamente diferente de DE 
P<0,001. Días 99 y 112: ****, significativamente diferente de DE 
P<0,0001. DE: dieta estándar. HFD: dieta con alto contenido graso. 
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Figura 6: Ganancia de peso corporal al final de la primera etapa. Los 
datos se expresan como el porcentaje del peso corporal al finalizar las 16 
semanas respecto al peso inicial de 44 ratones por grupo (media ± EE). 
Se empleó el test estadístico de Mann-Whitney, ****, significativamente 
diferente de DE P<0,0001. DE: dieta estándar. HFD: dieta con alto 
contenido graso. 

 

El consumo de alimento no mostró variaciones entre los grupos a lo largo de la 

primera etapa (Figura 7A y Tabla 1). No obstante, los animales del grupo HFD 

consumieron mayor cantidad de calorías (3604 ± 201,5 kcal totales/animal) en 

comparación con los del grupo DE (1575 ± 36,06 kcal totales/animal) (P<0,0001) 

por el contenido de grasa del alimento suministrado (Figura 7B y Tabla 1). La 

ingesta de agua fue significativamente menor (P<0,0001) en el grupo HFD (6,29 ± 

0,07 ml agua/día/animal) respecto del grupo DE (8,09 ± 0,09 ml agua/día/animal) 
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(Figura 7C), posiblemente relacionado con el mayor contenido de humedad del 

alimento HFD. Para el análisis estadístico se utilizaron la prueba t-Student o el test 

de Mann-Whitney, dependiendo de la homogeneidad de las varianzas. Durante el 

tratamiento QTM realizado en la segunda etapa, las dosis de fármacos 

administradas no difirieron entre los grupos tratados (datos no mostrados), dado 

que se ajustaron periódicamente en función del agua consumida. 
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Figura 7: Consumo de alimento, calorías y bebida durante las 16 
semanas de dieta. Los datos se expresan como media ± EE de 44 
ratones por grupo. Se empleó el test estadístico t-Student. DE: dieta 
estándar. HFD: dieta con alto contenido graso. A) Consumo de alimento 
expresado como gramos de alimento consumidos por día, por animal. B) 
Consumo de calorías expresado como kilocalorías totales ingeridas por 



RESULTADOS 27 

animal. C) Consumo de bebida expresada como mililitros de agua 
bebidos por día, por animal. ****, significativamente diferente de DE 
P<0,0001.  

Al finalizar la primera etapa se tomaron fotografías representativas de los ratones 

de ambos grupos experimentales. Se puede observar un aumento notable del 

tamaño corporal en el ratón alimentado con HFD en comparación con el animal 

alimentado con DE durante 16 semanas (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Fotografías representativas de los ratones CBi tomadas 
después de la administración durante 16 semanas de una dieta 
estándar DE (A) o dieta con alto contenido graso HFD (B). 

 

El establecimiento del modelo se confirmó con la evaluación de parámetros 

bioquímicos y metabólicos al final de la primera etapa. Los resultados se muestran 

en la Tabla 1, se puede observar que el grupo HFD presentó mayor contenido 

porcentual de tejido adiposo blanco (grasa total: retroperitoneal + epididimal) 

(P<0,0001), mayores niveles de glucemia (P<0,0001), colesterol total (P<0,05) y 

triglicéridos (P<0,0005) en relación con el grupo DE. La ITT mostró un menor 

descenso porcentual de la glucemia en los animales HFD respecto al grupo DE 

(P<0,05). El nivel de significancia de los datos se analizó mediante la prueba t-

Student o el test de Mann-Whitney, dependiendo del tipo de distribución de los 

datos. 

A B 
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PARÁMETROS 
GRUPO DE 

(media ± EE) 
GRUPO HFD 
(media ± EE) 

 

PESO CORPORAL INICIAL (g) 33,38 ± 0,51 32,45 ± 0,61 P ns 

PESO CORPORAL FINAL (g) 41,03 ± 0,45 46,76 ± 0,86 P<0,0001 

GANANCIA DE PESO (%) 123,60 ± 1,74 144,21 ± 3,09 P<0,0001 

GRASA TOTAL (%) 2,40 ± 0,54 7,45 ± 0,67 P<0,0001 

CONSUMO ALIMENTO  
(g/día/animal) 

5,51 ± 0,04 5,62 ± 0,05 P=ns 

CONSUMO CALORÍAS 
(kcal totales/animal) 

1575,00 ± 36,06 3604,00 ± 201,50 P<0,0001 

GLUCEMIA (mg/dL) 89,00 ± 17,59 138,60 ± 16,09 P<0,0001 

COLESTEROL TOTAL 
(mg/dL) 

115,30 ± 42,67 165,00 ± 34,51 P<0,05 

TRIGLICÉRIDOS (mg/dL) 52,22 ± 11,67 81,89 ± 19,07 P<0,0005 

ITT (%) 33.09 ± 21.18 22,06 ± 13,84 P<0,05 

Tabla 1: Parámetros morfológicos y bioquímicos analizados al final 
de las 16 semanas de administración de la dieta. Los resultados se 
presentan como media ± EE. Se utilizó la prueba estadística no 
paramétrica U de Mann Whitney o la prueba paramétrica T-Student 
según corresponda. ns: no significativo. DE: dieta estándar. HFD: dieta 
con alto contenido graso. 

 

4.2. Segunda etapa 

Durante la segunda etapa del experimento se desafió a los animales con el tumor 

M-406 y se sometieron al tratamiento metronómico con Cy y/o Met. Durante este 

período se evaluaron diferentes aspectos de la terapia: el efecto antitumoral, la 

toxicidad, estudios bioquímicos y un posible mecanismo de acción del tratamiento. 

4.2.1. Estudio del efecto antitumoral  

● Volumen tumoral  

La evolución del volumen tumoral de los diferentes grupos se encuentra graficada 

en la Figura 9 como la curva de ajuste exponencial para cada grupo. Los datos se 

expresan en cm3 (media ± EE). Para el análisis estadístico se realizó la prueba de 
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Kruskal-Wallis seguida por el test de Dunn. Al final del tratamiento (día 25), el 

grupo DE + Cy presentó un volumen tumoral medio (1,32 ± 0,23 cm3) menor en 

comparación con el grupo testigo DE (4,20 ± 0,77 cm3) (P<0,01) (Figura 9A). Por 

el contrario, el grupo DE + Met + Cy no presentó diferencias significativas en el 

volumen tumoral (2,38 ± 0,41 cm3) con respecto al grupo DE (4,20 ± 0,77 cm3). Por 

otra parte, los grupos HFD + Cy (1,11 ± 0,18 cm3) y HFD + Met + Cy (1,57 ± 0,29 

cm3) presentaron menores volúmenes tumorales al finalizar el tratamiento 

respecto al grupo HFD testigo (5,50 ± 0,67 cm3) (P<0,01 y P<0,05, 

respectivamente) (Figura 9B). Diferencia que se mostró estadísticamente 

significativa a partir del día 21 (P<0,05). Con respecto a Met, no se observó un 

efecto significativo sobre el crecimiento tumoral en los grupos de estudio durante 

el tratamiento. 
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Figura 9: Evolución del volumen tumoral de los grupos alimentados 
con dieta estándar DE (A) o alta en grasas HFD (B). En ambos casos 
se graficó la evolución del volumen tumoral a lo largo del tiempo para 10 
ratones de cada grupo. Los datos se expresan como (media ± EE) cm3. Se 
realizó la prueba de Kruskal-Wallis seguida por el test de Dunn. Met: 
metformina. Cy: ciclofosfamida. A) Día 23: ⨯, DE+Cy significativamente 
diferente de DE P<0,05. Día 25: ⨯⨯, DE+Cy significativamente diferente de 
DE P<0,01. B) Días 21, 23 y 25: #, HFD+Met+Cy significativamente 
diferente de DE P<0,05. ΔΔ, HFD+Cy significativamente diferente de DE 
P<0,01.  

 

● Tiempo de duplicación tumoral  

A partir de las curvas de ajuste del crecimiento exponencial se calculó el tiempo 

medio de duplicación del volumen tumoral, el cual varía en forma inversamente 

proporcional a la velocidad de crecimiento del tumor (Figura 10). Los datos se 
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expresan como (media ± EE) días. El análisis de los datos dentro de cada dieta 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido por el test de Dunn confirmó que el 

tiempo de duplicación del tamaño tumoral fue mayor en el grupo DE + Cy (7,61 ± 

0,86 días) en comparación con el grupo testigo DE (3,93 ± 0,19 días) (P<0,01) 

(Figura 10A), y en los grupos HFD + Cy (6,53 ± 0,62 días) y HFD + Met + Cy (6,33 ± 

0,50 días) respecto del grupo testigo HFD (3,94 ± 0,37 días) (P<0,05 en ambos 

casos) (Figura 10B). 
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Figura 10: Tiempo de duplicación tumoral de los grupos 
alimentados con dieta estándar DE (A) o alta en grasas HFD (B). Los 
datos se expresan como (media ± EE, 10 ratones por grupo) días. Se 
realizó la prueba de Kruskal-Wallis seguida por el test de Dunn. A) **, 
significativamente diferente de DE P<0,01. B) *, significativamente 
diferente de HFD P<0,05. Met: metformina. Cy: ciclofosfamida. 

 

4.2.2. Estudio de la toxicidad  

Para evaluar la posible toxicidad del tratamiento se analizaron distintos 

parámetros indicadores, como disminución del peso corporal, recuento de 

glóbulos blancos, y determinadas características morfológicas y de 

comportamiento de los ratones. En relación con esto último, no se observaron 

cambios evidentes en la ingesta de comida y bebida, actividad motora, conducta y 

frecuencia respiratoria de los animales tratados con los fármacos durante la QTM.  

Es importante mencionar que la calidad del pelaje desmejoró en todos los grupos 

alimentados con HFD en relación a los alimentados con DE debido al alto contenido 

graso de la dieta, pero no fue indicador de toxicidad del tratamiento QTM (datos no 

mostrados). 
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● Evolución del peso corporal  

Las modificaciones en el peso corporal de los ratones a lo largo del tratamiento se 

expresaron como el porcentaje del peso corporal respecto al peso al iniciar la 

terapia. Se considera toxicidad cuando el peso corporal desciende 20% o más 

comparado con el peso antes de comenzar el tratamiento. En la Figura 11 se 

muestra la representación gráfica de la evolución del peso relativo de los ratones, 

se observa un descenso de peso menor al 10% en el grupo DE + Cy hacia el final del 

experimento (Figura 11A). Asimismo, el grupo HFD + Met + Cy disminuyó un 10% 

su peso corporal desde el inicio de la terapia (Figura 11B), porcentaje que no 

reflejaría signo de toxicidad.  
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Figura 11: Evolución del peso corporal de los ratones alimentados 
con dieta estándar DE (A) o alta en grasas HFD (B) y tratados con 
QTM. Los datos se expresan como media ± EE del porcentaje de peso 
corporal respecto al peso inicial (100%) de 10 ratones por grupo. Se 
realizó el Análisis de la Varianza (ANOVA) seguido por el test de Tukey. 
Met: metformina. Cy: ciclofosfamida. A) Días 14 y 16: ⨯, DE+Cy 
significativamente diferente de DE P<0,05. Días 19 y 21: ⨯⨯, DE+Cy 
significativamente diferente de DE P<0,01. Día 23: ⨯⨯⨯, DE+Cy 
significativamente diferente de DE P<0,001. B) Día 9: #, HFD+Met+Cy 
significativamente diferente de DE P<0,05. Días 12 a 23: ###, HFD+Met+Cy 
significativamente diferente de DE P<0,001. Días 21 y 23: Δ, HFD+Cy 
significativamente diferente de DE P<0,05. 

 

● Recuento de glóbulos blancos 

Otro parámetro de toxicidad del tratamiento metronómico fue el recuento del 

número de glóbulos blancos circulantes entre los grupos al final de la terapia. En la 

Figura 12 se muestra la cantidad de glóbulos blancos presentes expresada como 
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número de células por ml de sangre. Para el análisis estadístico se realizó la prueba 

de Kruskal-Wallis seguida por el test de Dunn. No se presentaron diferencias 

significativas entre los grupos para esta variable. 
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Figura 12: Recuento de glóbulos blancos al final del tratamiento. 
Los datos se expresan como (media ± EE) cantidad de células por ml de 
sangre de 5 ratones por grupo. Se analizó mediante la prueba de Kruskal-
Wallis seguida por el test de Dunn. DE: dieta estándar. HFD: dieta con 
alto contenido graso. 

 

4.2.3. Estudios bioquímicos 

Con el objetivo de determinar si el tratamiento metronómico tuvo algún efecto 

sobre los parámetros bioquímicos y fisiológicos inducidos por la dieta se procedió 

a determinar la glucemia, colesterolemia, trigliceridemia y el contenido de grasa 

total (retroperitoneal + epididimal) al final del experimento. En todos los casos se 

utilizó el test t-Student como análisis estadístico para comparar el efecto de la 

dieta HFD respecto a la alimentación estándar entre los valores obtenidos de los 4 

grupos experimentales agrupados dentro de cada dieta. Se observó que tanto los 

parámetros bioquímicos como los depósitos lipídicos totales no se vieron 

modificados respecto del análisis realizado previo a la inoculación tumoral, es 

decir que se mantuvieron altos los niveles de glucemia, colesterolemia, 

trigliceridemia y la masa adiposa blanca en los grupos de animales con dieta rica 

en grasas en relación con aquellos alimentados con dieta comercial estándar 

(Figura 13).  
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Figura 13: Parámetros bioquímicos y fisiológicos al final del 
tratamiento. Los resultados se expresan como media ± EE de 40 ratones 
por dieta. En todos los casos se realizó el test t-Student para la 
comparación entre los 4 grupos experimentales agrupados dentro de 
cada dieta. ****, significativamente diferente de DE P<0,0001. DE: dieta 
estándar. HFD: dieta con alto contenido graso. 

 

4.2.4. Estudio del mecanismo de acción 

Para evaluar el posible mecanismo de acción de la terapia metronómica, al finalizar 

el experimento, se llevaron a cabo técnicas inmunohistoquímicas (IHC) sobre 

cortes histológicos del tumor con distintos anticuerpos primarios, como se 

mencionó en el apartado 3.10. La proliferación celular se evaluó a través de la 

proporción de células Ki67+, la angiogénesis, mediante el marcador de hipoxia HIF-

1α y para evaluar las infiltraciones de poblaciones linfocitarias se utilizaron CD4+, 

CD8+ y Foxp3+. Para cada marcador se contaron las células positivas en 30 campos 

microscópicos consecutivos por corte de tejido tumoral, con una magnificación 

1000X y se empleó la prueba de Kruskal-Wallis seguida por el test de Dunn para el 

análisis estadístico de los datos. 
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● Determinación de la proliferación celular 

Ki67 es un marcador de proliferación celular cuya expresión en tumores mamarios 

se ha relacionado con peor pronóstico y por tal motivo es utilizado como indicador 

de la respuesta al tratamiento con quimioterapia (Yerushalmi et al., 2010). En la 

Figura 14 se grafica mediana;rango del número de células Ki67+ por campo. Se 

registró un menor número de células Ki67+ en los tumores del grupo DE + Cy (48 ; 

39-68,5 células positivas/campo) en comparación con el grupo testigo DE (94 ; 

80,5-129,5 células positivas/campo) (P<0,01), y en los grupos HFD + Cy (55 ; 40,5-

78,5 células positivas/campo) y HFD + Met + Cy (64 ; 48,5-80,5 células 

positivas/campo) respecto del grupo testigo HFD (99 ; 90,5-125 células 

positivas/campo) (P<0,05 en ambos casos), resultados que indican una menor 

capacidad proliferativa de las células tumorales en esos grupos experimentales. 
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Figura 14: Cuantificación de células Ki67+ en el tumor. Se 
cuantificaron 30 campos consecutivos en microscopio óptico. Los datos 
se expresan como mediana;rango del número de células Ki-67+/campo 
de 4-6 ratones por grupo. Se realizó la prueba de Kruskal-Wallis seguida 
por el test de Dunn. **, significativamente diferente de DE P<0,01; *, 
significativamente diferente de HFD P<0,05; DE: dieta estándar. HFD: 
dieta con alto contenido graso. 

 

● Medición de la hipoxia tumoral como indicador de angiogénesis 

La angiogénesis resulta un blanco importante en el tratamiento del cáncer porque 

la generación de nuevos vasos sanguíneos es el medio que utiliza el tumor para 

nutrirse y crecer. Las células tumorales secretan altos niveles de factores 

proangiogénicos que contribuyen a la creación de una red vascular anormal 

caracterizada por vasos sanguíneos desorganizados, inmaduros y permeables, que 

da como resultado tumores con perfusión deficiente. El factor de transcripción 

HIF-1α, activa genes implicados en la adaptación celular frente a la hipoxia, en 
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procesos tales como la angiogénesis, la supervivencia, la proliferación celular y el 

metabolismo de la glucosa (Viallard & Larrivée, 2017). 

Con el fin de evaluar si el tratamiento metronómico en estudio afecta la 

angiogénesis, se realizaron pruebas IHC para el marcador de hipoxia tumoral HIF-

1α sobre cortes histológicos de tumor. El número de células HIF-1α+ por campo 

(mediana;rango) fue menor en el grupo DE + Cy (0,27 ; 0,24-0,35 células 

positivas/campo) en comparación con el grupo testigo DE (0,93 ; 0,65-1,12 células 

positivas/campo) (P<0,01), así como en el grupo HFD + Cy (0,3 ; 0,27-0,45 células 

positivas/campo) en relación con el grupo testigo HFD (1,13 ; 0,85-1,39 células 

positivas/campo) (P<0,05) (Figura 15). Si bien se observó un menor número de 

células positivas por campo en el grupo DE + Met + Cy (0,40 ; 0,33-0,55 células 

positivas/campo) comparado con el grupo DE (0,93 ; 0,65-1,12 células 

positivas/campo) y en el grupo HFD + Met + Cy (0,37 ; 0,29-0,48 células 

positivas/campo) respecto del grupo HFD (1,13 ; 0,85-1,39 células 

positivas/campo), las mismas no fueron estadísticamente significativas. 
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Figura 15: Cuantificación de células HIF1-α+ en el tumor. Se 
cuantificaron 30 campos consecutivos en microscopio óptico. Los datos 
se expresan como número de células HIF1-α+/campo (mediana;rango) 
de 4-6 ratones por grupo. Se realizó la prueba de Kruskal-Wallis seguida 
por el test de Dunn. **, significativamente diferente de DE P<0,01; *, 
significativamente diferente de HFD P<0,05. DE: dieta estándar. HFD: 
dieta con alto contenido graso.  

 

● Cuantificación de los linfocitos intratumorales 

Algunos tumores se encuentran muy infiltrados por células del sistema inmune 

mientras que otros presentan infiltraciones sutiles. Está reportado que en TNBC 

una mayor infiltración linfocitaria se correlaciona con mejor pronóstico clínico 

(Adams et al., 2015) por lo tanto se evaluó la presencia de distintas poblaciones de 
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células linfocíticas en el tumor por IHC. Para ello se determinó el contenido de 

linfocitos CD4+, CD8+ y Foxp3+ sobre cortes histológicos del tejido tumoral. No se 

observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en las 

poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ (Figura 16A y B). Con respecto al marcador 

Foxp3, se encontró una menor cantidad de células positivas por campo 

(mediana;rango) en el grupo DE + Cy (0,1 ; 0,02-0,13 células positivas/campo) 

respecto al grupo testigo DE (0,29 ; 0,24-0,32 células positivas/campo) (P<0,01), y 

en el grupo HFD + Cy (0,07 ; 0,07-0,115 células positivas/campo) en comparación 

con el grupo testigo HFD (0,33 ; 0,28-0,39 células positivas/campo) (P<0,05) 

(Figura 16C). 
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Figura 16: Cuantificación de linfocitos infiltrantes en el tumor. En 
todos los casos se grafica el número de células positivas/campo 
(mediana;rango) de 4-6 ratones por grupo. Se realizó la prueba de 
Kruskal-Wallis seguida por el test de Dunn. DE: dieta estándar. HFD: 
dieta con alto contenido graso. A) Promedio de linfocitos CD4+ 
infiltrantes. B) Promedio de linfocitos CD8+ infiltrantes. C) Promedio 
de linfocitos Foxp3+ infiltrantes. **, significativamente diferente de DE 
P<0,01; *, significativamente diferente de HFD P<0,05. DE: dieta 
estándar. HFD: dieta con alto contenido graso.  
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5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El cáncer de mama es el tipo de cáncer más frecuente en mujeres. Diversos 

estudios han asociado su incidencia con la obesidad y el síndrome metabólico 

(Arnold et al., 2016; Chen et al., 2016b), patologías que tienen una alta prevalencia 

mundial. Asimismo, han sido identificados como factores de mal pronóstico en el 

cáncer de mama (Chan et al., 2014; Mendonça et al., 2015), incluido el cáncer de 

mama triple negativo (Maiti et al., 2010; Zhu et al., 2017), el cual tiene una peor 

respuesta a la quimioterapia, la radioterapia y la terapia hormonal. Por ello, 

continuamente se desarrollan nuevas estrategias terapéuticas para esta 

enfermedad. En particular, para el tratamiento de los tumores de mama triple 

negativos, se utilizan desde terapias dirigidas a receptores expresados por estos 

tumores, hasta estrategias de inteligencia artificial (Medina et al., 2020). Algunas 

de las potenciales terapias en estudio consisten en inhibidores de vías de 

señalización específicas, incluidos inhibidores de poli-ADP ribosa polimerasa 

(PARP), inhibidores de angiogénesis, inhibidores de PI3K/AKT/mTOR, inhibidores 

del receptor androgénico (AR) e inmunoterapia (Wu et al., 2021). Sin embargo, 

hasta ahora ninguna ha demostrado ser efectiva en ensayos clínicos y la 

enfermedad continúa planteando un reto para la investigación innovadora del 

cáncer. 

El conjunto de efectos adversos de la quimioterapia convencional y el alto costo de 

los fármacos regularmente utilizados elevan el gasto público en Salud asociados 

con la terapia. En este sentido, la combinación de la quimioterapia metronómica 

junto con el reposicionamiento de fármacos, definida por el grupo del Dr. André 

como “metronomics” (André et al., 2013) permitió la generación de tratamientos 

innovadores dirigidos tanto al tumor como a su microambiente, con un bajo costo 

y mínima toxicidad, mejorando la calidad de vida de los pacientes. 

En el presente Trabajo Final de Grado en una primera etapa se generó un modelo 

de obesidad y alteraciones metabólicas mediante la administración de una dieta 

comercial estándar enriquecida con 40 % de grasa bovina a ratones de la línea CBi 

durante 16 semanas. En línea con reportes anteriores (Ainslie et al., 2000; 

Ghibaudi et al., 2002; Woods et al., 2003), los resultados muestran que el 

tratamiento incrementó el peso corporal de los animales, el tamaño corporal, el 
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contenido de tejido adiposo blanco (epididimal más retroperitoneal), la ingesta 

calórica y los valores séricos de glucemia, colesterol total y triglicéridos. Asimismo, 

se presentó un menor descenso porcentual de la glucemia en los animales 

alimentados con dieta rica en grasas respecto a aquellos alimentados con dieta 

estándar evaluados mediante la prueba de tolerancia a la insulina a las 16 

semanas.  

Los animales con ambas dietas consumieron la misma cantidad de alimento, pero 

aquellos que recibieron dieta con alto contenido graso efectivamente recibieron 

mayor cantidad de calorías totales respecto al grupo control. El papel de la grasa 

dietética en la susceptibilidad a la obesidad se evaluó en una investigación 

realizada por Ghibaudi y colaboradores (Ghibaudi et al. 2002). En la misma se 

alimentaron ratas con dietas que contenían tres porcentajes de contenido graso 

(10%, 32% y 45%) desde el destete hasta los 7 meses de edad. La ingesta de 

energía, el aumento de peso, la masa grasa y los niveles plasmáticos de glucosa, 

colesterol, triglicéridos, ácidos grasos libres, leptina e insulina aumentaron de 

forma dependiente con el aumento de la grasa en la dieta. No se observaron 

diferencias en la masa magra absoluta entre los tres grupos. Se concluyó que las 

diferencias en el aumento de peso se debían principalmente a una mayor 

acumulación de grasa. Para profundizar en este último aspecto alimentaron ratas 

resistentes y propensas a la obesidad con una dieta con 45% de grasas. Las ratas 

propensas a la obesidad presentaron un balance energético positivo y un cociente 

respiratorio elevado, indicando un cambio en el uso de sustratos energéticos de 

grasas a carbohidratos, que promovió la acumulación de grasa corporal en 

comparación con el grupo de animales relativamente resistentes a la obesidad. 

En los trabajos sobre la fisiopatología de la dieta alta en grasas en animales (Aydin 

et al., 2014; Ellies et al., 2013; Gallagher et al., 2011; Hariri & Thibault, 2010) los 

resultados bioquímicos mostrados son consecuencia principalmente de la 

resistencia a la insulina desarrollada como resultado del aumento del tejido 

adiposo y de la inflamación crónica asociada al mismo. Para concluir los resultados 

de esta primera etapa, el aumento significativo de peso observado en los ratones 

alimentados con dieta de alto contenido graso respecto de los controles se asocia 

con un incremento del volumen abdominal de los ratones, generado como 
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consecuencia de un aumento de la masa adiposa blanca, por un mayor consumo de 

calorías.  

Una vez generado el modelo murino de obesidad y desorden metabólico, se llevó a 

cabo la segunda etapa, en la cual se desafiaron a los animales con el tumor M-406 y 

cuando el mismo fue palpable se inició el tratamiento con ciclofosfamida y/o 

metformina. Primeramente, se evaluó el crecimiento tumoral en los grupos 

alimentados con dieta estándar y con dieta rica en grasas sin tratamiento. 

Curiosamente, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos 

alimentados con ambas dietas en la evolución del volumen tumoral, así como 

tampoco en el volumen de los tumores al final del experimento (P=ns., datos no 

mostrados). Este fue un resultado imprevisto ya que se especulaba un mayor 

crecimiento tumoral en el grupo alimentado con dieta alta en grasa en relación con 

el grupo control. Trabajos similares al nuestro, en los cuales se desarrollaron 

modelos de obesidad y desorden metabólico con tumores de mama (Buss et al., 

2018; Cowen et al., 2015; Cranford et al., 2019; Kim et al., 2011; Zhu et al., 2017) o 

de colon (Bader et al., 2020) mostraron que los ratones alimentados con dieta rica 

en grasas presentaron un crecimiento tumoral mayor al de los controles. En el 

estudio experimental del grupo de Kim ( Kim et al. 2011) ratones hembra BALB/c 

de 4 semanas de edad fueron alimentados con dieta alta en grasas (60 % de kcal de 

grasa) o dieta control (10 % de kcal de grasa) durante 16 semanas. 

Posteriormente, se inyectaron células de carcinoma mamario 4T1 en las 

almohadillas de grasa mamaria inguinal de los ratones alimentados con sus 

respectivas dietas. En los animales alimentados con la dieta rica en grasas el 

crecimiento de los tumores mamarios y las metástasis fueron mayores en 

comparación con ratones que recibieron la dieta control. Si bien estos resultados 

son contradictorios a los mostrados en este Trabajo Final de Grado es importante 

destacar que el tumor, la cepa de animales y el sexo de los animales son diferentes, 

que podrían explicar el diferente comportamiento del tumor. 

Posteriormente, se analizó el efecto antitumoral de los tratamientos utilizados. Se 

corroboró que ciclofosfamida fue efectiva en ambas dietas. Los ratones 

alimentados con dieta estándar y tratados con ciclofosfamida presentaron menor 

volumen tumoral al final del experimento respecto de su grupo control sin 
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tratamiento, además la evolución del tumor fue más lenta. Esto último se confirmó 

a través de la determinación del tiempo medio de duplicación tumoral, en el cual el 

tumor tratado con ciclofosfamida demoró más tiempo en crecer que el grupo que 

recibió la misma dieta, pero sin tratamiento. Sin embargo, el grupo con dieta 

estándar tratado con la combinación de ambos fármacos no se diferenció 

significativamente de su grupo sin tratamiento para estas variables. Por otro lado, 

en lo que respecta a los animales alimentados con dieta rica en grasas, y en 

contraste con los anteriores, se observó un efecto significativo de ciclofosfamida 

tanto en forma individual como combinada con metformina a partir del día 21 

(luego de 11 días de tratamiento). En ambos grupos tratados se observó un menor 

volumen tumoral al final del tratamiento y un mayor tiempo medio de duplicación 

tumoral en comparación con el grupo sin tratamiento.  

Ciclofosfamida se ha utilizado durante décadas y se sigue utilizando en la 

quimioterapia convencional en dosis altas, y es uno de los primeros y más 

estudiados fármacos en la quimioterapia metronómica en dosis bajas, como 

monoterapia o en combinación con otros fármacos, tanto en modelos 

experimentales como en protocolos clínicos  (Bottini et al., 2006; Cancello et al., 

2015; Dellapasqua et al., 2011; Nasr et al., 2015; Perroud et al., 2011, 2016; Petry 

et al., 2015; Soriano et al., 2009). El efecto antitumoral de la quimioterapia 

metronómica con ciclofosfamida ha sido demostrado experimentalmente en el 

Instituto de Genética Experimental en sucesivas oportunidades y en diferentes 

esquemas metronómicos. La administración de ciclofosfamida de forma oral en 

ensayos clínicos implica una ventaja ya que se trata de una vía de administración 

menos invasiva que la vía parenteral, y no requiere personal médico para su 

suministro.  

Con respecto al fármaco metformina, no se encontraron diferencias significativas 

en el volumen de los tumores al final del experimento y tampoco en el tiempo 

medio de duplicación tumoral entre los grupos tratados con este fármaco como 

monoterapia o en combinación con ciclofosfamida en comparación con sus 

controles sin tratamiento, con ambas dietas utilizadas. Estos resultados indican 

que metformina no tendría efecto terapéutico siendo administrada en forma 

individual y tampoco agregaría efecto sobre la quimioterapia metronómica con 
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ciclofosfamida, al menos en estas condiciones experimentales. Incluso aparentaría 

tener algún efecto negativo sobre el tratamiento con ciclofosfamida en los animales 

alimentados con dieta estándar. Dentro del grupo de trabajo  (Rico et al., 2017) se 

evaluó el efecto antitumoral del tratamiento metronómico con una combinación de 

metformina y propranolol, otro fármaco en reposicionamiento, en modelos de 

cáncer de mama triple negativo. Mediante estudios in vivo se confirmó el potencial 

de esta combinación para reducir el crecimiento tumoral y prevenir la metástasis. 

En este experimento, el efecto de metformina sobre el volumen tumoral se observó 

luego de 17 días de tratamiento con dosis de 400 mg/kg/día, en ratones jóvenes y 

sin patologías previas. Por el contrario, en nuestra investigación se trató a ratones 

añosos y con patologías previas (en el caso de los grupos alimentados con dieta 

HFD) con metformina en dosis de 300 mg/kg/día durante 15 días. Una posible 

explicación a la falta de efecto de metformina en nuestro trabajo podría ser la 

menor dosis utilizada y la corta duración del tratamiento, resultando insuficiente 

para observar un efecto significativo de este fármaco sobre el crecimiento tumoral. 

En otro trabajo recientemente publicado se evaluaron los efectos antimetastásicos 

de metformina en modelos de cáncer de mama murino 4T1 in vitro e in vivo. A los 

ratones se les inyectó 200 mg/kg de crocina, 150 mg/kg de metformina o su 

combinación, tres veces por semana durante 4 semanas. Las dosis de crocina, 

metformina y su combinación redujeron significativamente el tamaño del volumen 

tumoral y mejoraron la tasa de supervivencia animal en el modelo de cáncer de 

mama murino (Farahi et al., 2021). En este trabajo, si bien utilizaron dosis 

considerablemente menores a las nuestras para metformina, la vía de 

administración fue parenteral. Estos resultados se obtuvieron luego de un 

tratamiento de 4 semanas de duración, reforzando que metformina requiere un 

tratamiento más prolongado para ejercer un efecto sobre el volumen tumoral de 

los animales.  

Como se mencionó previamente, una característica importante a considerar a la 

hora de desarrollar nuevas terapias para el tratamiento del cáncer es que sean 

efectivas y sin toxicidad. En particular, la quimioterapia convencional, si bien mata 

las células tumorales, su efecto citotóxico no es específico, y puede también afectar 

a células sanas, generando efectos adversos en los pacientes (Hanahan et al., 
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2000b, 2000a). Por tal motivo, se decidió evaluar la posible toxicidad del 

tratamiento administrado,  

Se estudiaron distintos parámetros indicadores de toxicidad, la evolución del peso 

corporal, el recuento de glóbulos blancos y diversas características morfológicas y 

de comportamiento en los animales. Respecto a estas últimas, se constató que no 

hubo alteraciones en la ingesta de comida y bebida, actividad motora, conducta y 

frecuencia respiratoria de los ratones a lo largo de todo el experimento. Como ya 

fue mencionado, se considera que existe toxicidad cuando el peso corporal de los 

animales desciende 20% o más respecto de su valor previo al tratamiento. En 

nuestro trabajo, los animales alimentados con dieta estándar y tratados con 

ciclofosfamida como monoterapia sufrieron un leve descenso de peso (menor al 

10%) en la última parte del tratamiento. Del mismo modo, el grupo alimentado con 

dieta rica en grasas y tratado con la combinación de fármacos tampoco mostró 

descenso de peso relevante. Es importante mencionar que el aumento de peso de 

los animales en esta etapa depende también del volumen tumoral alcanzado y por 

lo tanto es esperable que los grupos en los que se inhibió el crecimiento tumoral 

presenten una menor ganancia de peso corporal respecto al grupo sin tratamiento. 

Las dosis de los fármacos empleadas en el agua de bebida, ciclofosfamida 

25mg/kg/día, así como una dosis mayor de metformina 400 mg/kg/día, fueron 

utilizadas previamente de forma individual en distintos trabajos del grupo, en los 

cuales demostraron ser efectivas sin signos de toxicidad (Mainetti et al., 2020); 

particularmente en este trabajo se las utiliza por primera vez en forma conjunta.  

Otro indicador de toxicidad que se evaluó en nuestro experimento fue el recuento 

de glóbulos blancos circulantes al final del tratamiento. Los grupos experimentales 

no difirieron entre ellos con respecto a esta variable. En resumen, el esquema 

terapéutico planteado no mostró signos de toxicidad en los grupos en estudio, 

considerando que estos animales son añosos, obesos y con desórdenes 

metabólicos. 

Al final del experimento, se evaluó el posible efecto del tratamiento metronómico 

sobre las variables bioquímicas y morfológicas inducidas por la dieta. Los 

parámetros bioquímicos no se vieron modificados por el tratamiento, 

independientemente del grupo analizado, observándose mayores niveles de 
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glucemia, colesterol total y triglicéridos séricos en todos los animales alimentados 

con dieta alta en grasas en comparación con aquellos alimentados con dieta 

estándar. Metformina no mejoró las alteraciones metabólicas generadas por la 

obesidad en los 15 días de tratamiento. 

Otro de nuestros objetivos fue evaluar los posibles mecanismos de acción 

involucrados en el efecto de la quimioterapia metronómica: proliferación celular, 

regulación de la respuesta inmune y angiogénesis. Se realizaron tinciones 

inmunohistoquímicas para Ki67 con el fin de comprobar el efecto de la 

quimioterapia metronómica sobre la proliferación celular. Se encontró, 

efectivamente, una reducción en el número de células Ki67+ por campo en los 

tumores de ratones tratados con ciclofosfamida de forma individual, tanto en los 

alimentados con dieta alta en grasas como con dieta estándar. Aunque no se 

observó un efecto de metformina administrada individualmente sobre la 

proliferación, sí se registró cuando se combinó con ciclofosfamida. Sin embargo, tal 

resultado no difirió significativamente del obtenido con el tratamiento individual 

de ciclofosfamida. Es por ello que inferimos que el efecto observado en los grupos 

tratados con la combinación de ambos fármacos sobre la proliferación celular se 

debe exclusivamente al efecto de ciclofosfamida. Estos resultados indican una 

menor capacidad proliferativa de las células tumorales en dichos grupos 

experimentales como un efecto de la terapia recibida. 

Estos resultados difieren con los obtenidos en el trabajo de Anselmino y 

colaboradores (Anselmino et al. 2021), en el cual encontraron un menor número 

de células Ki67+ por campo en los tumores M-406 de ratones hembras adulto CBi 

que habían sido tratados con metformina en el agua de bebida, en comparación 

con ratones que no recibieron tratamiento. En contraste con nuestro diseño 

experimental, en este caso se administró una dosis mayor de metformina (400 

mg/kg/día) y con un tratamiento más largo. 

Uno de los efectos terapéuticos de la quimioterapia metronómica se obtiene a 

través de su acción antiangiogénica. El crecimiento de nuevos vasos sanguíneos 

tumorales es inhibido por la administración crónica de dosis bajas de fármacos, 

efecto que se ha ratificado desde que se utiliza esta estrategia (Browder et al., 

2000; Hanahan et al., 2000b; Kerbel et al., 2002, 2013; Rozados et al., 2010). Es 
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decir, que su efectividad terapéutica se basa indirectamente en la eliminación de 

las células tumorales a través de la disminución del aporte de oxígeno y nutrientes 

de la sangre. En nuestro trabajo, se estudió el efecto de la terapia sobre la hipoxia 

tumoral, la cual está relacionada positivamente con la angiogénesis. Se encontró un 

efecto significativo de ciclofosfamida sobre la hipoxia tumoral con una disminución 

de células HIF1-α+ en los tumores de los animales tratados con este fármaco con 

ambas dietas. Metformina como monotratamiento no mostró una disminución 

significativa de la hipoxia intratumoral y tampoco aumentó el efecto mostrado por 

ciclofosfamida en el tratamiento combinado. Estos resultados son consistentes con 

los obtenidos por otros autores (Mainetti et al., 2020) y sugieren que el 

tratamiento con ciclofosfamida de forma individual produciría una normalización 

vascular que disminuiría la hipoxia y aumentaría la oxigenación intratumoral, 

mejorando la llegada de fármacos al tumor, alcanzando un mejor resultado 

terapéutico.  

Otro importante mecanismo de acción de la quimioterapia metronómica consiste 

en la estimulación de la respuesta inmune antitumoral (Scharovsky et al., 2009), a 

través de la inhibición de las células T reguladoras (Ghiringhelli et al., 2007), las 

células mieloides supresoras (Peereboom et al., 2019) y la estimulación de las 

células dendríticas (Pastina et al., 2017). Las células inmunes que se encuentran 

con mayor frecuencia en el microambiente tumoral son los macrófagos y los 

linfocitos T. Estos últimos se clasifican en citotóxicos (CD8+), reguladores 

(CD4+CD25+FOXP3+) y colaboradores (CD4+), y su infiltración diferencial en el 

tumor ha sido asociada con la progresión tumoral. En nuestro trabajo no se 

observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en las 

poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ pero sí se encontró una disminución en el 

número de células Foxp3+ por campo en los animales de ambas dietas tratados con 

ciclofosfamida de forma individual. En un ensayo clínico llevado a cabo por 

Ghiringhelli y colaboradores (Ghiringhelli et al. 2007) se evaluó el efecto de la 

quimioterapia metronómica con ciclofosfamida sobre la restauración de la 

respuesta inmune antitumoral. Para tal fin, se administró ciclofosfamida de forma 

oral en pacientes con cáncer avanzado. Luego de un mes de tratamiento se observó 

una importante disminución en el número de células CD25+Foxp3+ respecto de los 

valores previo al tratamiento, concluyendo que el esquema favoreció un mejor 
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control de la progresión tumoral. En línea con nuestros resultados, estos datos 

respaldan la administración de ciclofosfamida como un tratamiento válido para 

reducir la tolerancia inmunitaria inducida por los tumores. Para comprender 

mejor el efecto de nuestro esquema terapéutico sobre la respuesta inmune 

antitumoral sería interesante evaluar las distintas poblaciones de células inmunes 

innatas, tales como macrófagos y células NK. 

Como conclusiones de este Trabajo Final de Grado: 

A) Se obtuvo satisfactoriamente el modelo de obesidad y alteraciones metabólicas 

asociadas inducido por la dieta. Los animales CBi mostraron cambios fisiológicos y 

metabólicos similares a los observados en humanos, entre ellos aumento del peso 

corporal y de la masa adiposa blanca, con altos niveles de glucemia, colesterolemia, 

trigliceridemia y resistencia a la insulina en el grupo de animales con dieta rica en 

grasas respecto a aquellos alimentados con dieta comercial estándar. Este modelo 

resulta útil para el estudio de la interacción entre la obesidad y sus alteraciones 

metabólicas con el cáncer. 

B) Ciclofosfamida administrada metronómicamente en dosis bajas fue efectiva 

para el tratamiento del tumor de mama triple negativo en ratones sin patologías 

previas, así como también en animales obesos con alteraciones metabólicas 

asociadas. En ambos casos, el efecto antitumoral se debió al menos en parte a la 

inhibición de la proliferación de las células tumorales, la acción antiangiogénica 

sobre los vasos sanguíneos tumorales y la restauración de la respuesta inmune 

antitumoral. Aunque estos animales al inicio de la terapia metronómica eran 

añosos, el esquema terapéutico resultó ser seguro, sin mostrar signos de toxicidad, 

incluso en los animales con patología de base. 

C) El fármaco de reposicionamiento metformina no mejoró los parámetros 

metabólicos relacionados con la obesidad y tampoco agregó efecto terapéutico 

sobre la quimioterapia metronómica con ciclofosfamida, al menos en las dos 

semanas de duración del tratamiento.  

Como fuera mencionado es importante el desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas que sean efectivas, seguras y accesibles para el tratamiento de los 

pacientes con tumores de mama triple negativo que padecen enfermedades 
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metabólicas, ya que ambas plantean un serio riesgo para la salud humana y en 

conjunto se asocian con peores pronósticos para la progresión tumoral. Si bien la 

investigación que aquí se plantea es básica, estos resultados podrían contribuir a 

una mejor comprensión del tratamiento de los pacientes con cáncer que padecen 

enfermedades metabólicas.  
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