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RESUMEN

Una de las enfermedades mas frecuentes en la hembra canina es la neoplasia mama-
ria. Los tratamientos mas utilizados son la cirugia y la quimioterapia adyuvante, las cuales
en muchas ocasiones pueden resultar insuficientes debido probablemente a la existencia
dentro del tumor de un subgrupo de células llamadas células neoplésicas iniciadoras de
tumores (CNT), que presentan caracteristicas de troncalidad favoreciendo la reaparicion
tumoral y metastasis. Estas células exhiben quimioresistencia, por lo cual es fundamental
buscar nuevas alternativas citotoxicas para este tipo de células. Metformina, droga utilizada
en humanos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il, ha demostrado modular la
actividad proliferativa de CNT, no obstante en caninos hay muy pocos datos pertinentes.

En este estudio se evaluo el efecto de metformina sobre la viabilidad y capacidad de
formacion de esferas celulares (estructuras ricas en CNT) derivadas de células de carcino-
ma mamario canino CF41.Mg. Metformina indujo una disminucidn tanto del nimero como
del tamafio de esferas celulares a 10 y 20 mM (p<0,0001). Sin embargo, la droga no gatill6
reduccion en la viabilidad de estas células a las 48 horas de incubacion respecto al grupo
control. Por otro lado, en células CF41.Mg parentales, la viabilidad en presencia de la droga
(10 y 20 mM por 48 horas) disminuy6 (p<0,0001), lo cual implica que estas células presen-

tan mayor sensibilidad a la metformina en comparacion con las esferas celulares.

Estos resultados sugieren que metformina ejerceria actividad citotdxica en esferas
derivadas de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg, siendo este efecto dependien-
te del tiempo de exposicion a la droga. Metformina podria ser considerada como una droga
que afecta a CNT, lo cual sustenta futuros estudios para esclarecer el potencial rol terapéu-

tico de esta droga en la neoplasia mamaria canina.

Palabras clave: Metformina, Células CF41.Mg, Esferas celulares, Células neoplasicas

mamarias troncales, Carcinoma mamario canino.



ABSTRACT

Mammary neoplasia is one of the most frequent diseases in female dogs. The most
common treatment used is surgery and adyuvant chemotherapy, which may often be insuf-
ficient due to the existence of a subset of cells called tumor initiating neoplastic cells
(CSC) within the tumor, that exhibit stemness characteristics, favoring tumor relapse and
metastasis. These cells display chemoresistance, which supports the search for new citotox-
ic alternatives. Metformin, a drug used in human diabetes mellitus type Il treatment, modu-
lates the proliferative activity on CSC, however there are scarce data about this effect in
dogs. In this study, the effect of metformin on cell viability and spheres forming ability
(structures rich in CSC) derived from canine mammary carcinoma cells CF41.Mg were

evaluated.

Metformin induced a decrease in number and sized of spheres at 10 and 20 mM
(p<0.0001). However, the drug did not reduce viability of these cells at 48 hours of incuba-
tion respect to the control group. On the other hand, viability on CF41.Mg parental cells in
presence of the drug (10 and 20 mM for 48 hours) decreased, which implies greater sensi-

tivity to metformin in relation to spheres.

These results suggest that metformin exert cytotoxic activity in spheres derived
from CF41.Mg canine mammary carcinoma cells. These effects are dependent on the expo-
sure time to the drug. Metformin may be considered a drug that affects CSC, which sup-

ports future studies to clarify its potential therapeutic role in canine mammary neoplasia.

Key words: Metformin, CF41.Mg cells, Cells spheres, Mammary stem neoplastic cells,

Canine mammary carcinoma.



INTRODUCCION

El cancer de la glandula mamaria es una patologia frecuente tanto en la especie ca-
nina como humana, interviniendo diversos factores en su desarrollo y progresion. Los tra-
tamientos antineoplasicos que son utilizados para esta patologia se basan principalmente en
la cirugia y en el uso de quimioterapia adyuvante, sin embargo estas alternativas terapéuti-
cas no son selectivas y pueden fallar, desarrollandose asi recidivas tumorales. Esta enfer-
medad tiene un potencial metastasico, condicidén que junto a la quimioresistencia, podrian
explicarse en parte por la presencia en el nicho tumoral de una subpoblaciéon de células
neoplésicas con caracteristicas de troncalidad (CNT), las cuales pueden resistir tratamientos
antineoplasicos y promover la progresion tumoral. Es asi como resulta necesario ampliar
las posibilidades de tratamiento frente a esta patologia, estudiando potenciales nuevos agen-

tes antineoplasicos, especialmente sobre células neoplasicas troncales.

Metformina es una droga que regula positivamente la AMP quinasa -enzima que ac-
tla como un sensor energético celular- y es utilizada cominmente en condiciones de resis-
tencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 1l en humanos. Se ha descrito que el uso crénico
de este farmaco disminuye el riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer, incluyendo el de
mama, sugiriendo que cumpliria una funcion en la prevencion de esta enfermedad. En Me-
dicina Veterinaria existen escasos datos con respecto al uso de metformina en oncologia,
sin embargo dado sus potenciales efectos antineoplasicos, se vuelve interesante estudiar su

efecto sobre células de cancer mamario canino.

Esta memoria de titulo evalud el efecto “in vitro” de metformina sobre la viabilidad
de células neoplésicas troncales derivadas de células de carcinoma mamario canino (Canis
lupus familiaris) CF41.Mg, para establecer asi, si esta droga tiene una potencial utilidad

como tratamiento adyuvante de la neoplasia mamaria canina de alto grado histoldgico.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Neoplasia mamaria

El cancer de mama corresponde a una proliferacion acelerada, desordenada y no
controlada de células epiteliales y/o mioepiteliales del tejido mamario, frecuentemente en
detrimento del hospedero. Este crecimiento se caracteriza por no responder a los controles
proliferativos normales del organismo, relacionandose principalmente con un desorden de
los mecanismos genéticos que controlan el crecimiento, division y diferenciacion celular
(Lugones y Ramirez, 2009). Esta enfermedad es de interés tanto para la oncologia veterina-
ria como humana, debido a que tienen un comportamiento similar, en cuanto a la heteroge-
neidad morfoldgica, comportamiento biolégico y curso clinico. Por ejemplo, los tipos tu-
morales mas frecuentes en hembras caninas y en mujeres son los carcinomas mamarios en
sus distintas presentaciones (Salas y Romero, 2011). Asi, la enfermedad en perros es un
buen modelo animal comparativo para el estudio del cancer de mama en mujeres
(Klopfleisch et al., 2011).

Desde el punto de vista metabolico, en general las células neoplésicas exhiben res-
puestas adaptativas frente a la necesidad excesiva de energia requerida para el crecimiento
tumoral (Savic et al., 2016). En este sentido, se describe que estas células utilizan la glicoli-
sis como la principal via de produccion de energia, incluso en presencia de oxigeno. Este
proceso es conocido como efecto “Warburg” y se considera como una reprogramacion me-
tabdlica (Yuen et al., 2016). Cuando el nivel de energia se vuelve insuficiente, las células
incrementan la expresion de proteinas transportadoras GLUT 1, favoreciendo la captacion
de glucosa. Como consecuencia, se producen grandes cantidades de lactato provocando

acidificacion del microambiente tumoral (Yoshida, 2015).

Por otro lado, en las células neoplasicas la glucosa no solo proporciona un sustrato
para la nutricién del tumor, sino que ademas se relaciona como una sefial de malignidad
(Tobar et al., 2016). En este sentido, Yuen et al. (2016) describen que esta estrategia del
metabolismo energético tendria un efecto promotor en la autorenovacion e indiferenciacion
de células madre neoplésicas. De lo anterior se desprende que la modulacion del metabo-
lismo energético de la célula tumoral tendria alguna consecuencia sobre su comportamiento

bioldgico.



2. Neoplasia mamaria canina
2.1 Factores de riesgo para la neoplasia mamaria canina

Dentro de los factores de riesgo mas relevantes que influyen en el desarrollo de esta
enfermedad se encuentran el factor endocrino y la edad (Salas y Romero, 2011). Esta bien
documentado que la estimulacion de hormonas sexuales incrementa el riesgo de aparicion
de tumores mamarios en la hembra canina, asi como en la mujer. Es asi como se ha descrito
un efecto muta y mitogénico inducido por estrogenos y un efecto proliferativo desencade-
nado por progesterona sobre las células de la glandula mamaria, lo cual implica un efecto
iniciador y promotor carcinogénico (Antuofermo et al., 2007). Lo anterior involucra una
estrecha relacion entre la incidencia de neoplasias mamarias con la condicion reproductiva,
donde el riesgo de contraer la patologia es muy baja en hembras ovariohisterectomizadas a
temprana edad (Sorenmo et al., 2011). Asi, Schneider et al. (1969) describieron que las
hembras sometidas a dicho procedimiento antes del primer estro presentan un riesgo de
0,5% de desarrollar tumores mamarios en comparacion con un 8% y 26% de riesgo en
ejemplares ovariohisterectomizadas entre el primer y segundo ciclo estral o después del
segundo estro, respectivamente. Lo anterior implica que esterilizaciones tardias no tendrian
un efecto protector sobre el riesgo de desarrollar neoplasia mamaria. Sin embargo, recien-
temente se ha descrito que la ovariohisterectomia realizada en el momento de la mastecto-
mia como medida terapéutica tendria un efecto beneficioso en la reduccion de recidivas en
aquellas hembras con altos niveles séricos de 17p-estradiol (Kristiansen et al., 2016). Por
otro lado, se describe una mayor frecuencia de presentacion de cancer de mama en aquellas
perras tratadas con progestagenos con la finalidad de retrasar o prevenir el estro (Thom-
pson, 2014).

Diversos autores han reportado la expresidn de receptores de estrogenos y progeste-
rona (ERs y PRs) tanto en tumores mamarios benignos y malignos (alrededor de 70% y
50%, respectivamente), asi como también en el tejido mamario normal (Hermo et al.,
2005). Aquellos tumores que presentan un mayor grado de malignidad es menor la expre-
sion de estos receptores, presentando un mayor grado de anaplasia que los tumores que si
los expresan, por lo cual su presencia tiene valor pronéstico (Antuofermo et al., 2007). Los

receptores de progesterona son expresados con mayor frecuencia en tumores de tipo be-



nigno y podrian asociarse a un buen pronostico. Asi, la ovariectomia realizada tardiamente
pudiese reducir el riesgo de aparicion de tumores benignos (Von Euler, 2014). Ademas, se
ha observado gque en ocasiones existe una progresion histolégica de tumores benignos a
malignos, sugiriendo como una medida de prevencion la eliminacién quirdrgica del tumor
benigno (Von Euler, 2014).

En cuanto a la edad de presentacion, lo més frecuente ocurre en el rango de los 8 y
11 afios (Blanpain y Fuchs 2007; Branden et al., 2010). Es importante sefialar que algunos
autores como Taylor et al. en 1976 (citado por Sorenmo et al., 2011), describen un aumento

proporcional del riesgo de enfermar al aumentar la edad a partir de los 8 afos.

La obesidad es otro factor de riesgo para el desarrollo de esta patologia, lo cual pue-
de ocurrir a través de maltiples mecanismos. Uno de los mas caracterizados es la conver-
sion de andrdgenos a estrogenos en el tejido adiposo debido a una alta actividad del com-
plejo enziméatico aromatasa, 1o que promoveria la progresion de este tipo de cancer (Soren-
mo et al., 2011). El tipo de dieta también seria un factor de riesgo para la patologia en cues-
tion. Asi, se ha registrado que perras en condicion obesa de 1 afio de edad y alimentadas
con una dieta alta en carnes rojas, presentaron mayor incidencia de tumores de glandula
mamaria (Thompson, 2014). En funcion de lo anterior, la obesidad a temprana edad tiene
una estrecha relacion con la ocurrencia de tumores mamarios, asi como un peor prondéstico
(Salas y Romero, 2011).

Los tumores mamarios se pueden presentar en cualquier raza, no obstante existe una
mayor predisposicion en animales de talla pequefia, aunque se ha incrementado la ocurren-
cia en animales de talla grande (Von Euler, 2014). Asi, las razas predispuestas son Poodle
toy y miniatura, Springer spaniel, Brittany spaniel, Cocker spaniel, Beagle, Puli, Setter in-
glés, Pointer, Ovejero aleman, Maltes, Yorkshire terrier y Dachshund (Salas y Romero,
2011; Thompson, 2014).

Otro factor asociado a la incidencia de la patologia es la exposicion a contaminantes
ambientales como los piretroides (Von Euler 2014).



2.2 Diagnostico

Dentro de los recursos mayormente utilizados con la finalidad de precisar el diag-

nostico de la patologia, se describen:

Examen fisico general: Los tumores mamarios son relativamente faciles de detectar al
examen clinico, siendo descritas las glandulas mamarias caudales como las més afectadas
(Thompson, 2014). Los tumores se pueden encontrar en forma Unica o multiple por glandu-
la; también se describe que un 50% de los casos se presentan en mas de una glandula (Von
Euler, 2014). EI examen fisico general permite corroborar si el tumor presenta movilidad
dentro del tejido mamario o bien, si es infiltrativo, involucrando la piel u otras estructuras
adyacentes. En este sentido, se ha reportado que los tumores con caracteristicas malignas
(aproximadamente el 50% de los tumores mamarios) tendrian mayor probabilidad de fijarse

a la pared abdominal o torécica asi como exhibir ulceraciones (Sorenmo et al, 2011).

Es importante evaluar si existe presencia de temperatura elevada, eritema cutaneo,
secreciones en las glandulas afectadas y el estado de los linfonodos regionales (Torres y
Eslava, 2007). Es imprescindible determinar el tamafio de la masa tumoral primaria, puesto
que aquellos tumores menores de 3 cm de diametro en su eje principal suelen tener un pro-
nostico mas favorable que aquellos tumores de mayor tamafio (Hermo et al., 2005) Ade-
mas, se debe recabar una detallada historia clinica que incluya informaciéon como pérdida
de peso, letargia y anorexia, que podrian reflejar una enfermedad avanzada (Torres y Esla-
va, 2007).

Los sitios m&s comdnmente afectados por la enfermedad diseminada son los pulmo-
nes, linfonodos regionales, higado, rifiones, bazo y sistema nervioso central (Von Euler,
2014). La signologia asociada con metastasis frecuentemente ocurre en forma tardia y es

especifica segln el area afectada (Hermo et al., 2005).

Radiografias de térax: Es una herramienta diagndstica Gtil en pacientes con neoplasia
mamaria, dado que la metastasis pulmonar es frecuente en esta enfermedad (Lockett et al.,
2005).

Ecotomografia abdominal: Resulta esencial en la evaluacion de posibles metastasis hacia

cavidad abdominal, permitiendo determinar sitio, extensiéon y tamafio de la masa tumoral,



asi como también para establecer la relacion con las estructuras adyacentes (Von Euler,
2014).

Estudio histopatoldgico: EI examen histopatologico es el método mas certero de diagnds-
tico. Ademas, posibilita identificar si el tumor presenta caracteristicas invasivas, en caso
que haya presencia de células tumorales dentro de vasos linfaticos y/o sanguineos (Shafiee
et al., 2013). Usualmente, el muestreo se realiza posteriormente al acto quirdrgico como
medida terapéutica, dado que la magnitud de esta depende de las caracteristicas clinicas del
tumor mas que del diagndstico histologico (Flores y Cattaneo, 2001), procedimiento deno-

minado biopsia escisional.

Una de las caracteristicas méas relevantes para definir histopatologicamente una
neoplasia mamaria es el grado de diferenciacion (Von Euler, 2014). Dentro de los tumores
malignos, aquellos que presentan un prondstico mas favorable son los que exhiben una es-
tructura glandular altamente diferenciada, entre los que se encuentran los adenocarcinomas
tubulares o tUbulo-papilares. Estos ademéas, pueden ser complejos si hay proliferacion de
un componente epitelial maligno y mioepitelial benigno, o simples si solo hay un compo-
nente epitelial maligno, (Goldschmidt et al., 2011). Por otro lado, con un alto grado de indi-
ferenciacion esta el carcinoma anaplésico, el cual presenta un aspecto heterogéneo, desor-
ganizado y altamente invasivo (Goldschmidt et al., 2011). Por su parte, Shaffie et al. (2013)
describen como una variante especial dentro de los tumores malignos a nivel epitelial al
carcinoma mamario inflamatorio que se caracteriza por ser altamente invasivo y porque sus
células neoplasicas invaden y obstruyen, a modo de émbolos, vasos linfaticos dérmicos,
induciendo linfoedema en la regién afectada. Otros criterios considerados en la evaluacion
histoldgica corresponden al grado de pleomorfismo celular, indice mitotico, presencia de
necrosis e invasion vascular (Goldschmidt et al., 2011; Shaffie et al., 2013), siendo funda-
mentales en el diagnéstico, en términos del comportamiento biolégico y prondstico (An-
tuofermo et al., 2007).

En el trabajo diagnostico es fundamental categorizar el estado clinico-patolégico del
tumor, lo cual da origen a los estadios de la enfermedad (Tabla 1). Para esto se utilizan los
criterios de clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Von Euler, 2014),

que se basa en la extension anatomica de la neoplasia. Luego, las siglas TNM dicen rela-



cién con el tamafio del tumor primario (T), potencial metéstasis en linfonodos regionales

(N) y a la ausencia o presencia de metastasis a distancia (M).

Tabla 1. Estadificacion clinica patoldgica para la Neoplasia Mamaria Canina. (Hermo et
al., 2005).

Estadio | Tumor primario Estado linfonodo regional Metéstasis
) (N) (M)
I <3cm No afectado No detectada
I 3-5¢cm No afectado No detectada
i >de5cm No afectado No detectada
v Cualquier T Metéstasis diagndstico cito- | No detectada
I6gico/histopatoldgico
\Y Cualquier T Cualquier N Detectada

La aplicacion de este sistema permitird escoger el tratamiento mas adecuado en re-
lacién a las caracteristicas clinicas que presente el paciente, estimar el pronéstico y compa-
rar los resultados obtenidos en funcion de distintos abordajes terapéuticos (Von Euler,
2014).

2.3 Alternativas Terapéuticas

Dentro de los recursos que existen para el tratamiento del cancer de mama en la
hembra canina, la principal alternativa es la cirugia, que si bien es de gran ayuda en los
casos en que la neoplasia se encuentra localizada, no evita la posibilidad de reaparicion
posterior, especialmente en aquellos tumores malignos de gran tamafio (Sorenmo et al.,
2011). Ademas, esta opcion de terapia no es curativa en presencia de enfermedad metasta-
sica (Tran et al., 2014). En el proceso de extraccion del tumor es relevante la obtencion de
margenes quirurgicos libres de células tumorales de alrededor de 2 cm (Von Euler, 2014),
por lo tanto es recomendable que la cirugia se realice mientras menor sea el tamafio del

tumor (Torres y Eslava, 2007). En este sentido Philibert et al. (2003) realizaron un estudio

9



en el cual describen que tumores entre 2 a 3 cm de didmetro presentan atn un buen pronds-
tico, estimando una sobrevida mediana de 22 meses. Cuando se requiere ademas la remo-
cion de linfonodos comprometidos, se sugiere la realizacion de mastectomias regionales,
donde se extraiga el tejido mamario que contiene el tumor junto al tejido linfoide adyacente
(Von Euler, 2014).

En el caso que la neoplasia presente grandes dimensiones o exista compromiso de
varias glandulas mamarias, Flores y Cattaneo (2001) aconsejan la mastectomia radical uni o
bilateral, extirpando también los linfonodos regionales. Es importante mencionar que esto

ultimo, pudiera tener un efecto inmunosupresor (Flores y Cattaneo, 2001).

La quimioterapia se presenta como un mecanismo adyuvante a la cirugia que se uti-
liza en casos de neoplasias malignas con alta probabilidad de diseminacidn, con la finalidad
de aumentar la sobrevida promedio (Salas y Romero, 2011). De este modo, la quimiotera-
pia busca desacelerar la progresion del cancer ya sea causando dafios al ADN, impidiendo
la proliferacién celular, y/o induciendo apoptosis o muerte celular programada (Von Euler,
2014). Estos farmacos interactdan durante fases especificas del ciclo celular, como por
ejemplo en la mitosis, impidiendo la finalizacion de ésta (Dominguez et al., 2015). Es asi
como se han realizado estudios sobre la respuesta tumoral a diversas drogas como pacli-
taxel, doxorrubicina, carboplatino, mitoxantrona, entre otras, generandose resultados con-
troversiales en relacion a la eficacia terapéutica y a los tiempos de sobrevida observados
(Tran et al., 2014). En este sentido, hay autores que han descrito un aumento de la sobrevi-
da producto del uso de quimioterapia adyuvante (Karayannopoulou et al., 2001). Sin em-
bargo, en un estudio realizado por Marconato et al. (2008) no se evidencié mejoria en la
supervivencia global en respuesta a la droga gemcitabina, observando presencia de invasion

local y metastasis.

Considerando que la terapia para la neoplasia mamaria canina involucra alternativas
terapéuticas no selectivas, y puede ocurrir resistencia a drogas antitumorales, resulta atrac-
tivo analizar nuevas drogas que tengan un potencial efecto antineoplasico y que sean ino-

cuas sobre células normales.
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De este modo, es desafiante estudiar nuevas alternativas de tratamiento para esta pa-
tologia, puesto que actualmente los protocolos existentes son acotados y de eficacia contro-

versial.

3. Células neoplésicas troncales

En el tejido mamario normal, se ha pesquisado y caracterizado un grupo de células
madre que determinan diferentes linajes de células progenitoras mamarias, las cuales gene-
ran los compartimentos basales, mioepiteliales y luminales de la glandula mamaria (Stingl
et al., 2001). Por consiguiente, la regulacién inapropiada de su microambiente, asi como la
transformacion de estas células puede desembocar en procesos neoplésicos. Estas células

expresan un fenotipo indiferenciado (Stingl et al., 2001).

Como ya se ha mencionado, dentro de tumores s6lidos como el mamario, pueden
encontrarse distintos tipos de células, algunas de las cuales pueden ser blanco para las tera-
pias contra el cancer (Yuen et al., 2016). Es asi como se ha descrito la presencia de una
pequefia subpoblacion de células neoplasicas que exhiben caracteristicas propias de tronca-
lidad, denominadas células iniciadoras de tumores o células neopléasicas troncales (CNT)
(Wicha et al., 2006). Estas células muestran caracteristicas similares a las células madre,
como la capacidad de autorenovacion, potencial de diferenciacién en varios linajes celula-
res, asi como la capacidad de resistencia a quimio y radioterapia (Nigam, 2013). Dado que
en las CNT la capacidad de autorenovacion se encuentra probablemente desregulada, su
presencia podria explicar en parte la capacidad invasiva y metastasica que exhiben algunos
tumores mamarios (Smith, 2002). La génesis de las CNT puede deberse a que una célula
troncal normal desarroll6 alguna alteracion que la convierta en tumoral, o bien, que una
célula somatica tumoral atraviese por procesos de desdiferenciacion, adquiriendo propieda-
des de célula troncal con un comportamiento maligno (Nigam, 2013).

Durante el proceso neoplasico, las CNT son sometidas a divisiones de tipo simétri-
co, es decir producen dos células hijas idénticas a la célula madre que las origind, por lo

tanto se produce una expansion clonal de ellas (Wicha et al., 2006).

Estas celulas si bien comparten caracteristicas con las células madre normales, pre-
sentan su propio perfil molecular (Li et al., 2007). Esto permite su identificacion mediante

la utilizacion de marcadores de superficie. Asi, las CNT de cancer de mama se caracterizan

11



por exhibir el fenotipo CD44*/CD24 ™4° asociado a su potencial invasivo (Shipitsin et al.,
2007).

Un estudio de Pang et al. (2011) describe al fendmeno bioldgico de transicion epite-
lio-mesénguima (EMT) como un factor que se asocia con la capacidad de invasion y metas-
tasis que presentan estas células. Estos autores observaron que la activacion hacia la via
mesenquimal estaria relacionada con la mantencion de las caracteristicas de troncalidad en
este tipo de células. En este contexto, la activacion de algunas vias de sefializacion intrace-
lular como Wnt, Notch y Hedgehog son muy importantes pues controlan la proliferacion,

diferenciacion y autorenovacion de este tipo de células (Malhotra et al., 2011).

Liu y Tang (2011) sugieren que pequefios fragmentos de RNA no codificantes, ten-
drian implicancia en el fendmeno de autorenovacion de las CNT y en su participacion en el
desarrollo de tumores. Asi, estos micro-RNA serian especificos en la modulacion de dife-
renciacion, autorenovacion y caracteristicas invasivas. Ademas, tendrian un papel impor-

tante en la activacion de genes que regulan el ciclo celular (Prokopi et al., 2015).

Las CNT tienen la capacidad de formar esferas, estructuras celulares que crecen en
suspension en ausencia de suero fetal bovino y en condiciones libre de anclaje (Ferletta et
al., 2011). Este método es el que habitualmente se utiliza para aislar estas células a partir de
lineas celulares o de tumores sélidos de presentacion espontanea (Michishita et al., 2010;
Torres et al., 2015). Estas estructuras celulares exhiben autorenovacién y capacidad de ini-
ciar tumores (Barbieri et al., 2015), por lo tanto corresponden en una alta proporcién a
CNT.

Como ya se ha mencionado, las CNT exhiben un comportamiento invasivo y qui-
mioresistente en relacion al resto de las células neoplasicas, siendo esta caracteristica mu-
chas veces una limitante en la eficacia de la terapia antineoplasica. Lo anterior puede impli-
car el fracaso del tratamiento y la muerte del paciente (Pang et al., 2011). En la literatura
veterinaria se mencionan como posibles mecanismos de lo recién expuesto, un descenso de
la absorcion de farmacos citotoxicos, o bien un incremento en la eliminacion celular de
estos (Von Euler, 2014). En este contexto, dicha resistencia es provocada por la sobreex-
presién en las CNT de algunos genes de resistencia a farmaco (Nigam, 2013). De este mo-

do, las CNT expresan altos niveles de proteinas transportadoras de membrana que expulsan
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hacia el espacio extracelular xenobiéticos y drogas quimioterapéuticas, explicando parcial-
mente el fendmeno de quimioresistencia (Balbuena et al., 2011). Ademas, Smith (2002)
menciona otros procesos relacionados con multiresistencia a farmacos como la inactivacion
0 supresion de las vias de control de apoptosis o de dafio celular que ocurre durante el desa-
rrollo carcinogénico. Por lo tanto, considerando las caracteristicas de invasion y resistencia
a la quimioterapia que exhiben estas células, es que en la actualidad ha surgido la necesidad

de estudiar nuevas drogas con potencial uso sobre ellas (Thompson, 2014).

Tomando en cuenta que las opciones terapéuticas existentes para esta patologia no
ofrecen una cura definitiva, es que se requieren alternativas terapéuticas dirigidas especifi-
camente al subgrupo celular que induce estos inconvenientes, es decir, establecer a las CNT

como potencial blanco de accion para futuras terapias antineoplasicas.
4. Metformina y cancer

Metformina es un medicamento perteneciente a la familia de las biguanidas deriva-
da de la hierba Galega officinalis (Lila francesa), desarrollada como farmaco en la década
de los afios cincuenta (Thompson, 2014). Es utilizada habitualmente en medicina humana
para el tratamiento de la resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo Il, pues reduce las
concentraciones plasmaticas de glucosa, mejorando la utilizacion periférica de ésta, inhibe
el proceso de gluconeogénesis hepatica y estimula la captacion de glucosa a nivel muscular
(Cheng y Fantus, 2005). Ademas, metformina ha resultado eficaz en el tratamiento del sin-

drome de ovario poliquistico (Cheng y Fantus, 2005).

En la actualidad se esta estudiando el potencial rol de este medicamento en el trata-
miento del céncer, luego de que se evidenciara una disminucion en la incidencia de esta
patologia en aquellos pacientes adultos diabéticos que controlaban su patologia con met-
formina en dosis de 1.500 a 2.250 mg/dia (Currie et al., 2009; Thompson, 2014). Existen
datos que sugieren que el uso crénico de metformina se asociaria a una disminucién del
riesgo de mortalidad en pacientes con diabetes y distintos tipos de cancer como el mamario,
colorrectal, ovéarico y endometrial (Vallianou et al., 2013).

Si bien los estudios se iniciaron en pacientes con diabetes tipo Il, actualmente exis-
ten investigaciones en que se promueve el posible efecto protector de la metformina contra

el cancer en pacientes no diabéticos (Barbieri et al., 2015). Complementando lo anterior,
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autores como Peeters et al. (2013) y Landman et al. (2010) sugieren que el uso de este me-
dicamento a largo plazo podria tener un efecto beneficioso en la sobrevida de pacientes con
cancer mamario. Otra situacion reportada es que en aquellos pacientes con diabetes mellitus
tipo Il en se uso6 en forma concomitante el tratamiento con insulina y metformina, se indujo
una disminucion en el riesgo de desarrollar cancer (Monami et al., 2011). En este sentido,
Zakikhani et al. (2006) observaron que metformina ejerce un efecto inhibitorio sobre el
metabolismo de la insulina y sobre la proliferacion de células tumorales. Estudios “in vitro”
muestran que metformina disminuye el crecimiento de células de carcinoma de mama hu-

mano de una manera dependiente de su concentracion (Hadad et al., 2014).

Complementando lo anterior, metformina inhibi6 la proliferacion celular en cancer
de mama, endometrio, ovario y gliomas en modelos tumorales murinos (Dowling et al.,
2007). Sin embargo, en Medicina Veterinaria existen escasos datos referentes al tema. Es-
tudios realizados por Vito et al. (2013) y Barbieri et al. (2015) proponen que metformina
ejerce accion citotdxica tanto in vivo como in vitro, preponderantemente sobre células neo-

plasicas con caracteristicas de troncalidad.

Metformina activa a la enzima denominada AMPK, que corresponde a una quinasa
que es activada por adenosin monofosfato (AMP) (Hadad et al., 2014). La funcién de
AMPK es sensar el contenido energético celular, regulando algunos procesos metab6licos
segun el estado energético organico (Jin et al., 2007). Por consiguiente, esta proteina ha
sido propuesta como un regulador metabolico durante condiciones energéticas anormales,
siendo un punto de control esencial bajo estas condiciones (Sinnett y Brenman, 2014). Es
asi que este sensor se encuentra en todos los organismos eucariontes (Kahn et al., 2005).
AMPK es una enzima trimérica que se compone de una subunidad (a) catalitica y de dos
subunidades (By) reguladoras (Jin et al., 2007; Miranda et al., 2007). La activacion de
AMPK ocurre en respuesta a una gran variedad de sefiales de stress metabolico que tienen
influencia sobre los niveles de energia celular (Faubert et al., 2013). En consecuencia, esta
proteina se encuentra implicada en la regulacién de multiples vias metabélicas, como sinte-
sis de proteinas, oxidacién de acidos grasos, gluconeogénesis, entre otros (Hardie et al.,
2012).
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La estrategia que utiliza AMPK cuando el nivel de ATP intracelular es bajo, es in-
hibir las vias metabolicas que consumen ATP y activar las vias que producen energia. Por
el contrario, si los niveles de ATP intracelular son altos, entonces la actividad de AMPK se
inhibe, utilizando la energia en rutas anabdlicas, como biosintesis de macromoléculas (Mi-
randa et al., 2007).

Conociendo el rol de AMPK, es que resulta interesante comprender su implicancia
en la enfermedad neoplasica, donde generalmente se establece un balance energético nega-
tivo (Thompson, 2014). En este estado, al perturbarse la actividad de este sensor, se produ-
ce una desregulacion de la sefializacion que guia procesos metabdlicos celulares como la
biosintesis y control energético, condicionando el desarrollo de neoplasias (Sinnett y Bren-
man, 2014). Luego, metformina al ejercer su accién sobre AMPK, modularia negativamen-
te la expresion de proteinas relacionadas con el crecimiento y proliferacién celular (Hadad
et al., 2014). De este modo AMPK es una molécula clave en la regulacion de transmision

de sefiales en la biologia del cancer.
4.1 Mecanismos de Accion de Metformina

Metformina cumple su accién antineoplasica a través de dos vias, una directa sobre
la célula tumoral y otra indirecta, la cual es dependiente de insulina, cuyo efecto sistémico
tendria repercusion sobre el cancer (Thompson, 2014). Estas vias no son excluyentes (Fo-
retz et al., 2014).

El efecto indirecto es gatillado en respuesta a incrementos en los niveles plasmaticos
de insulina (Martin et al., 2010). AMPK modula la inhibicion de la gluconeogénesis hepati-
ca y estimula la captacién de glucosa tanto a nivel hepatico como muscular, (Zakikhani et
al., 2006) reduciendo asi los niveles de glucosa e insulina en sangre. Estos efectos juegan
un rol importante en la actividad antitumoral, puesto que la insulina y factores de creci-
miento similares a la insulina (IGF-1) pueden activar sefiales hacia procesos proliferativos
asi como anti-apoptoticos en el desarrollo del cancer (Hadad et al., 2014). En este contexto,
ha habido un creciente interés en el papel que cumpliria la insulina en el desarrollo del can-
cer de mama. Actualmente, se describe que las mujeres con altos niveles de insulina presen-
tan mayor riesgo de padecer la patologia, asi como de morir por esta causa (Thompson,

2014). De lo anterior se desprende que la via indirecta tendria relevancia en la disminucion
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de hiperinsulinemia y consecuentemente aportar beneficios antiproliferativos en células
neopléasicas. Sin embargo, Foretz et al. (2014) destacan que la disminucion inducida por
metformina en los niveles de insulina, seria mayor en los pacientes diabéticos que en suje-

tos normales metabdlicamente.

Se ha descrito una relacion entre obesidad, hiperinsulinemia y cancer (Micucci et
al., 2016). En este sentido, Yurekli et al. (2009) mencionan que la insulina tiene un efecto
promotor sobre la proliferacion en células neoplésicas. Efecto que se perpetua en los casos
de hiperinsulinemia en que se describe un aumento en la activacion de los receptores de
insulina en dichas células (Micucci et al., 2016). Un estudio realizado en ratas por Yurekli
et al. (2009), demostrd que dietas con alto contenido energético aumenta la proliferacion de
células neoplasicas. Esto muestra la importancia que la dieta ejerce en los niveles de insuli-

nay su implicancia en la presentacién de cancer.

Zakikhani et al. (2006) mencionan que en la via indirecta la accion clave de met-
formina corresponde a la inhibicién de la produccion de glucosa a nivel hepatico. La accion
preferencial de metformina en los hepatocitos esta determinada por la expresion predomi-
nante de transportadores catiénicos organicos OCT1, los cuales facilitan la captacion celu-
lar de la droga, concentrdndose mayoritariamente en el area periportal (Martin et al., 2010).
En este sentido, Foretz et al. (2014) demostraron que la supresion de estos transportadores
en ratas provoca reduccion drastica de metformina en hepatocitos. La accion a este nivel
implica la activacion de AMPK. Dicha activacion es realizada por la proteina quinasa
LKB1. Asi, LKB1 tendria una funcién en la regulacion de la gluconeogénesis y consecuen-

temente en los niveles de insulina como ya se ha mencionado.

La via directa es inducida en respuesta al estrés energético de la célula neoplasica
(Zakikhani et al., 2006). Esta via en cambio, ocurriria en los tejidos epiteliales, donde
LKB1 actuaria como un gen supresor de tumores regulando la proliferacion celular
(Zakikhani et al., 2006). Para ello, metformina induce activacion a nivel mitocondrial de
AMPK, lo que provoca la inhibicion del complejo | de la cadena transportadora de electro-
nes. Esta accion a nivel mitocondrial implica la inhibicion de la via m-TOR, relacionada
con sintesis proteica en células neoplasicas (Hadad et al., 2014; Thompson, 2014), por ende

regulacion y sobrevida celular (Goodwin et al., 2008).
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Martin et al. (2010) destacan que es determinante para la accién de esta via la con-
centracion de la droga en el tejido neoplésico, debido a que se requieren altas concentracio-
nes para obtener alcance en tejidos periféricos. Asi, la inhibicion del crecimiento in vitro se
observa en el rango milimolar, en cambio las concentraciones obtenidas habitualmente en
modelos in vivo y en pacientes diabéticos se registran en un rango menor (micromolares)
(Foretz et al., 2014).

Zakikhani et al. (2006) sugieren que el mecanismo directo tendria potenciales bene-
ficios antiproliferativos en células epiteliales con caracteristicas neoplasicas de 6rganos
como mama, prostata, colon y pulmon. En este sentido, Hosono et al. (2010) y Zakikhani et
al. (2006) han realizado estudios en pacientes no diabéticos en células de colon y células
neoplasicas mamarias de la linea MCF-7 respectivamente, donde a través de la via directa,

metformina inhibiria la proliferacion celular modulando la via m-TOR.

Bajo esta mirada, m-TOR es una proteina que actla en la regulacién de la respuesta
de las células tumorales a factores de crecimiento y nutrientes, siendo una via descrita en
muchos tipos de cancer (Yurekli et al., 2009). Frente al rol de AMPK en la regulacién de
esta via metabdlica, es que resulta atractivo estudiar inhibidores de esta via como potencia-

les agentes antitumorales.

La realizacién de esta memoria de titulo pretendi6 explorar el potencial efecto de
metformina sobre esferas derivadas de una linea celular de carcinoma mamario canino,

puesto que la gran mayoria de los estudios han sido realizados solo en humanos.
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HIPOTESIS

Metformina disminuye la viabilidad de esferas celulares derivadas de la linea celular de

carcinoma mamario canino CF41.Mg.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de metformina sobre la viabilidad de esferas derivadas de células de car-

cinoma mamario canino CF41.Mg.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la eficiencia de formacion de esferas derivadas de células CF41.Mg

en presencia de metformina.

2. Determinar y comparar la viabilidad de esferas celulares y células parentales

CF41.Mg en presencia de metformina.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Biomedicina y Medicina Regene-
rativa (BiMre), del Departamento de Ciencias Clinicas de la Facultad de Ciencias Veterina-

rias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Cultivo celular

La linea celular CF41.Mg (CRL-6232, ATCC) se cultivd en medio DMEM alto en
glucosa 4,5 g/L, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), glutamina 2 mM, 100
U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B. Fueron
mantenidas a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% CO; y el medio de cultivo fue
cambiado cada 48 hrs. previo lavado de las células con buffer PBS.

Para la disgregacion de las células, una vez alcanzado un 80-90% de confluencia,
éstas fueron lavadas con PBS y luego incubadas con Tripsina 2,5%/ETDA 0,2g/L por 10
minutos. La reaccion fue detenida con DMEM mas SFB al 10%; luego las células fueron
centrifugadas a 200 x g por 10 minutos a 4 °C y finalmente fueron recuperadas desde pellet
obtenido, siendo resembradas. La concentracion de células vivas se evaluo a través del

método de exclusion con azul tripdn y hemocitometria.

Cultivo de esferas

Células parentales (CF41.Mg adherentes) fueron disgregadas, lavadas con PBS vy
centrifugadas, para luego ser sembradas en medio de cultivo para esferas constituido por
DMEM-F12, suplementado con B27 al 2%, 4 pg/ml de heparina, 5 pg/ml de insulina re-
combinante humana (IRH), 10 ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF),
10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF), 20 U/ml de penicilina G, 20 pg/ml de
estreptomicina y 0,05 pg/ml de anfotericina B. Los factores de crecimiento fueron agrega-
dos cada 48 hrs. Estas células se cultivaron bajo condiciones libre de anclaje utilizando

placas de ultra baja adherencia y en ausencia de suero fetal bovino.

Ensayo de formacion de esferas

Para la formacion de esferas, las células parentales se sembraron en medio de culti-
vo para esferas a una densidad 8.000 células/pocillo en placas de ultra baja adherencia de

24 pozos, en presencia de distintas concentraciones de metformina (Tocris) (0 a 20 mM). A

19



los siete dias de cultivo se contd el nimero de esferas formadas por pocillo y se hicieron
microfotografias bajo microscopia de contraste de fase, considerando como esfera a colo-
nias de al menos 10 células integras, siguiendo el método descrito por Michishita et al.
(2010). Las esferas fueron cuantificadas realizando un patron de recuento en zigzag con la
finalidad de ordenar este proceso y evitar contabilizar en méas de una oportunidad las esfe-
ras que ya habian sido registradas. El experimento fue realizado tres veces en forma inde-

pendiente.

Ensayo de viabilidad celular

Para ensayos de viabilidad en células adherentes, éstas se sembraron en placas de 96
pocillos de fondo plano en una concentracion de 2.000 células/pocillo. En el caso de las
esferas, se utiliz6 una densidad de 5.000 células/pocillo que fueron sembradas en placas de
96 pocillos de ultra baja adherencia. En ambos casos se dejaron pocillos en blanco en tripli-
cado que s6lo contenia medio de cultivo. Para ambas condiciones, a las 24 horas de incuba-
cion se les aplico, en triplicado, metformina en distintas concentraciones (0-20 mM). A las
48 hrs de incubacion se analizo la viabilidad celular a través del método de reduccion de
MTS((3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfoxifenil)-2H-trazolium),
donde se aplicd 20 ul de CellTiter 96® (Promega) cada 100 pl de medio de cultivo y se
incubd por tres horas a 37 °C en una atmosfera humidificada con 5% CO,. La densidad
oOptica (D.O.) resultante se medidé en un lector de multiplacas a 490 nm, previa agitacion
lenta por un minuto. La viabilidad, referida como la proporcién de células vivas luego de
realizado el procedimiento, se calcul6 como un valor relativo en relacion al control no es-
timulado, donde el promedio de D.O. del grupo control se consideré como 100% de viabi-

lidad. Cada experimento se realizo en triplicado.

Andlisis Estadistico

La descripcion de los resultados se obtuvo mediante medias y desviaciones estandar.
Se utilizo el test Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los datos. Luego, para la
determinacion de potenciales diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
control y los grupos con tratamiento, se utiliz6 ANDEVA junto con un analisis Post Hoc de
Tukey o un test de Kruskal-Wallis. Se consider6 significancia estadistica con p<0,05. El

analisis se realizo mediante el software Infostat (Cordoba, Argentina).
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RESULTADOS

Objetivo 1

Ensayo de formacion de esferas celulares: Metformina no indujo diferencias en el nime-

ro de esferas contabilizadas al ser utilizada a concentraciones de 0 a 1 mM. Sin embargo,
tal como se aprecia en la figura 1, la droga alteré la capacidad formadora de esferas con las
mayores concentraciones utilizadas (10 y 20 mM). Dichas diferencias fueron estadistica-

mente significativas (p<0,0001).
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Figura 1: Concentraciones altas de metformina disminuyen el nimero de esferas celu-
lares formadas. Ensayo de formacion de esferas derivadas de células CF41.Mg en respues-
ta a metformina: NUmero de esferas contabilizadas tras la incubacion durante 7 dias con
metformina (0 a 20 mM). *Indica significancia estadistica respecto al grupo control (con-
centracion 0), p<0,0001 (test Kruskal Wallis).

De igual modo, no se observaron cambios en cuanto al tamafio de las esferas a con-
centraciones bajas (0,001 y 1 mM), respecto al grupo control. Sin embargo, al observar las
esferas formadas en las condiciones que recibieron altas concentraciones de metformina (10
y 20 mM), se evidenci6 una disminucién en la magnitud de estas (Figura 2), resultado con-
cordante con lo mostrado en la figura anterior. En los pocillos correspondientes a las mas
altas concentraciones de la droga, se observd que las células se encontraron distribuidas
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mayoritariamente de una manera lineal o bien formando pequefios cimulos, de menos de
10 células. Asi también, las células que conformaban esferas presentaron una apariencia
mas aplanada respecto a las esferas presentes en las concentraciones comprendidas en el

rango de 0 a 1 mM.

Figura 2. Concentraciones altas de metformina disminuyen el tamafio y alteran la
forma de las esferas celulares. Microfotografias de la formacion de esferas obtenidas al
cabo de una semana de incubacion con metformina en distintas concentraciones. A:Grupo
control, B:0,001 mM, C: 0,01 mM, D: 0,1 mM, E: 1 mM, F: 10 mM y G: 20 mM.
Magnificacion 400X.
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Para complementar los resultados obtenidos en el ensayo de formacion de esferas,
se contabiliz6 mediante hemocitometria y tincién con azul tripan, el nimero de células que

se encontraban vivas al término del experimento.

Como se aprecia en la Figura 3, se registro una disminucién significativa de células
vivas (p<0,0001) en aquellos grupos que se expusieron a una mayor concentracion de
metformina, mientras que en el rango de 0,001 a 1 mM el ndmero de células vivas fue
similar al encontrado en el grupo control. Estos resultados son concordantes con los ya

descritos en las figuras 1y 2.

Cabe mencionar que en los grupos en los que se encontrd6 un menor nimero de
células vivas, se observo una mayor cantidad de células muertas (tefiidas de color azul), lo
cual implica que la droga induce un efecto citotoxico y promueve la muerte celular (datos

no mostrados).
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Figura 3: Metformina reduce la viabilidad celular de las esferas celulares tratadas en
periodos prolongados de incubacién. Numero de células en esferas, contabilizadas me-
diante cdmara de Neubauer luego de ser incubadas con metformina (0 a 20 mM) durante 7
dias. * Indica significancia estadistica respecto al grupo control (concentracion 0),
p<0,0001 (test Kruskal Wallis).
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Objetivo 2

Ensayos de Viabilidad Celular

Metformina no ejercio un efecto inhibitorio sobre la viabilidad de esferas celulares a

las 48 horas de incubacion, tal como se observa en la Figura 4.
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Figura 4: Metformina no reduce la viabilidad de las esferas celulares en periodos
cortos de incubacion. Viabilidad en esferas celulares expuestas a diferentes concentracio-
nes de metformina (0 a 20mM), en ensayo de reduccion de MTS. Lectura realizada a las 48
horas de incubacidon. Los resultados se obtuvieron como valores relativos respecto al grupo

control (concentracion 0), p=0,05 (test Tukey).

Al igual que lo observado en las esferas celulares, en células CF41.Mg parentales
expuestas a metformina, no hubo efecto inhibitorio sobre su viabilidad en el rango de 0 a
0.1 mM. No obstante, como se muestra en la Figura 5, a partir de la concentracién 1 mM se
aprecio un efecto citotoxico dependiente de la concentracion, el cual fue significativo
(p<0,0001) en la condicion de 10 y 20 mM.
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Figura 5. Altas concentraciones de metformina disminuyen la viabilidad de células
CF41.Mg parentales. Ensayo de viabilidad en células CF41.Mg parentales en respuesta a
metformina (0-20 mM): Método de reduccion de MTS. Lectura realizada a las 48 horas de
incubacion. Resultados obtenidos como valor relativo respecto al grupo control. *Indica
significancia estadistica respecto al grupo control (concentracion 0), p< 0,0001 (test Krus-
kal Wallis).

Complementando lo anterior, microscopicamente se obtuvo una mayor confluencia
de las células parentales tratadas con concentraciones de 0 a 0,01 mM de metformina, no
existiendo cambios en la morfologia celular, tal como se aprecia en las microfotografias A,
By C de la Figura 6, respectivamente. Sin embargo, en el rango de 0,1 a 20 mM se observo
pérdida paulatina de la confluencia junto con cambios morfolégicos, donde las células tu-
morales fueron perdiendo su forma fusiforme para adquirir una méas redondeada (microfo-
tografias D a G). Estas imégenes preceden lo observado en viabilidad celular en respuesta a

la presencia de metformina.
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Figura 6. Altas concentraciones de metformina reducen la viabilidad de células paren-
tales CF41.Mg. Microfotografias obtenidas al cabo de 48 horas de incubacion con metfor-
mina en distintas concentraciones A: Grupo control, B: 0,001 mM, C: 0,01 mM, D: 0,1
mM, E: 1 mM, F: 10 mM y G: 20 mM. Magnificacién 400X.

Finalmente, se obtuvieron los promedios de las viabilidades para cada concentra-
cion de metformina utilizada en las esferas y se comparo6 con el promedio de las viabilida-
des correspondientes a las concentraciones utilizadas en las células parentales, luego de 48
horas de incubacién con la droga. Como se observa en la Figura 7, la mayor diferencia ob-
servada entre ambos grupos celulares responde a que las esferas celulares evidenciaron ma-
yor resistencia a la citotoxicidad mostrada por las altas concentraciones de metformina en
relacion a las células parentales expuestas a las mismas concentraciones del farmaco. Di-

chas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0,0001).
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Figura 7. Tratamientos con altas concentraciones de metformina por periodos cortos
de incubacion disminuyen la viabilidad de células parentales y generan resistencia a la
droga en esferas celulares. Comparacion de viabilidad de las esferas y células parentales
en respuesta a metformina. Resultados obtenidos como valor relativo respecto al grupo con-
trol (concentracién 0).*Indica diferencia significativa entre ambos tipos celulares expuestos
a la misma concentracion de metformina, p< 0,0001 (test Wilcoxon Mann Whitney).
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DISCUSION

El descubrimiento y posterior investigacion sobre las CNT ha evidenciado que este
subgrupo de células son las responsables, al menos en parte, de la progresion y recurrencia
tumoral (Li et al., 2007). Aunque existen diversas hipotesis respecto a los origenes de las
CNT, todas involucran la adquisicion de caracteristicas tumorales mediante alteraciones
genéticas especificas (Nigam, 2013). Dichas alteraciones hacen que estas células sean méas
resistentes a las terapias antineoplasicas convencionales, en relacion al resto de las células
que conforman el tumor (Clarke et al., 2006), por lo tanto es fundamental estudiar potencia-

les nuevas terapias dirigidas contra este tipo celular.

Entre las técnicas propuestas para identificar y aislar a las CNT, se describen la tin-
cion de Hoeshst, expresion de proteinas especificas de superficie y ensayos de formacién de
esferas, entre otros. Este ultimo se asocia con la capacidad de autorenovacion y tumoroge-

nicidad que tienen este tipo de células (Fillmore y Kuperwasser, 2008).

En este estudio, las figuras 1, 2 y 3 se asocian al proceso de formacion de las esferas
celulares, asi como en su tamafio y estructura. En este sentido, el efecto citotdxico exhibido
por metformina en el ensayo de formacion de esferas concuerda con los resultados descritos
por Jung et al. (2011), quienes observaron un efecto similar en esferas derivadas de la linea
MCF-7 de carcinoma mamario humano. En este sentido, se confirma una accion directa de
metformina sobre la célula tumoral, ya descrita por otro trabajo, debido a que se trabajé en
condiciones in vitro, lo cual descarta un efecto indirecto de la droga sobre el crecimiento
tumoral por una accién a nivel sistétmico (mecanismo indirecto) (Hosono et al., 2010). El
efecto directo ocurriria a traveés de la via m-TOR, mediante la inhibicion del complejo | de
la cadena transportadora de electrones, limitando la produccion de energia producida por
las mitocondrias de las CNT (Cazzaniga y Bonanni, 2015). Segun lo observado en las Figu-
ras (1y 2), este efecto es dependiente del tiempo, por lo que los tratamientos in vitro pro-
longados con metformina tendrian efectos citotoxicos mas marcados (Rajh et al., 2016).
Por lo tanto, el factor tiempo de incubacion con el farmaco es importante en la obtencion de

estos resultados.

En el rango de las concentraciones utilizadas en este estudio, los mayores efectos

obtenidos se observaron a partir de la concentracion de 10 mM, resultado que concuerda
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con el estudio realizado por Jung et al. (2011), en el que con esta misma concentracion se
indujo una disminucion del tamafio y nimero de esferas derivadas de células de carcinoma

mamario humano.

En este contexto, Wheatom et al. (2014) sugieren que la accion de metformina po-
dria deberse a su relacion con el nivel de glucosa del cual disponga la célula. En presencia
de altas concentraciones de glucosa, metformina induciria una reduccién en la velocidad de
division de las células neoplasicas enlenteciendo su crecimiento, mientras que en condicio-
nes de privacion de glucosa, metformina causaria la muerte de estas células. Por ende, la
cantidad de glucosa disponible modularia el crecimiento de las células neoplésicas en res-
puesta a metformina. Lo mismo se afirma en otra investigacion, donde se plantea que incu-
baciones con la droga por tiempos prolongados, produce un agotamiento de glucosa (Mari-
nello et al., 2016) creando un microambiente que favorece la accién de metformina sobre
AMPK (Faubert et al., 2013).

Otro de los factores que podria incidir en la citotoxicidad observada, corresponde a
la accion de metformina sobre microRNAs. En este aspecto, diversos microRNAs cumplen
un papel en la regulacién de la expresién génica en células tumorales (Liu y Tang, 2011).
Los micro-RNA involucrados en la neoplasia mamaria canina estarian relacionados con la
malignidad de esta (Pawlowski et al., 2013). Mas especificamente, el micro RNA-181 seria
uno de los factores presentes en las CNT involucrados en la capacidad de estas para formar
esferas (Oliveras et al., 2011). Metformina entonces, modularia algunos de estos fragmen-
tos de RNA no codificante regulando genes que controlan vias metabdlicas oncogénicas
(Zhou et al., 2015).

La disminucion en la formacién de esferas (Figuras 1 y 2) podria asociarse con la
modulacion que ejerceria metformina sobre la EMT, que permite a células epiteliales tumo-
rales adquirir propiedades de células mesenquimales favoreciendo el desarrollo de invasion
y metastasis (Koeck et al., 2016). Metformina disminuye la expresion de factores claves en
la maquinaria de EMT, como los factores de transcripcion ZEB1 (Zinc finger E-box bin-
ding homeobox 1), TWIST1 (Twist family BHLH transcription factor 1), SNAI2 (Snail
family zinc finger 2), asi como de la citoquina TGF-p (factor de crecimiento transformante

beta), impidiendo la formacién de esferas (Vazquez et al., 2010).

29



Barbieri et al. (2015) y Vito et al. (2013) han descrito que CNT mamarias caninas
exhiben una mayor sensibilidad a metformina que células parentales. En contraste, en este
estudio la mayor sensibilidad se observo en células adherentes parentales (Figuras 5 y 6)
evidenciandose quimioresistencia en esferas, reflejada en la alta viabilidad observada en
respuesta a metformina (Figura 4). Una resistencia similar fue observada por Torres et al.
(2015), quienes describieron resistencia de esferas derivadas de células CF41.Mg a otra

droga antineoplésica, simvastatina.

Asi, nuestros resultados no son concordantes con los reportados anteriormente (Bar-
bieri et al., 2015; Vito et al., 2013) donde utilizaron cultivos primarios derivados de neo-
plasias mamarias, a diferencia de esta tesis donde se us6 como modelo una linea celular. En
este sentido, las lineas celulares se utilizan ampliamente en investigacion oncoldgica, repre-
sentando una fuente autorenovable ilimitada (Wang et al., 2014), ademas favorece el traba-
jo con una poblacidn celular homogénea en morfologia y composicion, con lo que se supera
el problema de la heterogeneidad en la composicion genética y epigenética de las muestras
de tejido, asociado al uso de animales de experimentacion (Burdall et al., 2005). En este
contexto, Kluwe et al. (2016) refiere que la homogeneidad de la muestra en estudio es im-
portante puesto que permite verificar de manera mas eficiente la citotoxicidad de farmacos
que se utilizan para el estudio contra el cancer, privilegiando asi la utilizaciéon de lineas
celulares. Ademas, Wang et al. (2014) determinaron una mayor proporcion de CNT en li-
neas celulares que en muestras provenientes de cultivos primarios, sugiriendo que las lineas
celulares podrian ser mas tumorigénicas que las procedentes de cultivos primarios. Lo cual
podria indicar que en esta tesis se utilizé una linea celular con caracteristicas de mayor ma-

lignidad que los trabajos que contraponen estos resultados.

Lo anterior involucra que lineas celulares exhiben distinta capacidad de respuesta a
los farmacos que cultivos primarios de células tumorales (Lee et al., 2006). Asi, estos ante-
cedentes permiten sustentar que el trabajo con lineas celulares puede resultar beneficioso

para explorar la citotoxicidad de drogas contra células neoplasicas.

Respecto al proceso de la resistencia a farmacos citotoxicos en las CNT, encontra-
mos la expresion de proteinas dependientes de ATP de la familia ABC (del inglés ATP-

binding cassette), que permite a la célula excretar agentes quimioterapéuticos (Meissner et
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al., 2006). Esto podria explicar el mecanismo por el cual las CNT hayan exhibido una me-
nor sensibilidad a metformina (Figura 7).

Por otra parte, estd bien establecido que metformina requiere de los transportadores
catiénicos organicos OCT1, OCT2 y OCT3 para ingresar a la matriz mitocondrial e inhibir
el complejo | de la cadena transportadora de electrones (Cazzaniga y Bonanni, 2015). Se
describe que alteraciones genéticas que afecten la expresion de alguno de estos transporta-
dores también podria generar resistencia a esta droga (Shu et al., 2007), y por lo tanto, si en
nuestra linea celular se determinase la existencia de dichas alteraciones génicas, podrian

explicar nuestros resultados (Figuras 4y 7).

Entre las CNT, un gran nimero de ellas permanece en estado de quiescencia, que
corresponde a la fase de detencion proliferativa, que es reversible, a diferencia del proceso
de senescencia y diferenciacion que no lo son (Harmes y Direnzo, 2009). Esta detenciéon del
ciclo celular ofrece la posibilidad de conservar la capacidad de autorenovacion, asegurando
ciclos futuros, y por lo tanto, es un mecanismo que les permite prolongar su vida util y re-
sistir citotoxicidad inducida por drogas que usualmente destruyen células que proliferan
(Coller et al., 2006). En estas células Flores et al. (2005) describieron la sobreexpresion de
una subunidad catalitica de telomerasa, que es sugerente de actividad sintética de telome-
ros, aumentando su sobrevida celular. Ademas, pueden permanecer en estado de reposo por
largos periodos hasta recibir algun stress y pasar a un estado activo (Harmes y Direnzo,
2009). En las CNT aisladas de tumores de mama en humanos, un 75% de ellas se encuen-
tran en este estado, lo cual explicaria parcialmente la resistencia a drogas citotoxicas que
ellas exhiben (Al-Hajj et al., 2003).

Actualmente, se propone que la quiescencia se compone de dos fases, GO y una eta-
pa intermedia entre el estado de quietud y activacién denominado G alerta, en el cual las
células en este estado de alerta presentan un mayor contenido de ATP y una mayor activi-
dad mitocondrial (Rodgers et al., 2014). Lo anterior podria explicar la alta resistencia al
efecto citotoxico de la droga obtenida en las esferas celulares derivadas de células
CF41.Mg (Figura 4), puesto que el proceso de reduccién del reactivo presente en el MTS es
realizado a nivel mitocondrial, evidenciando en este caso, alta viabilidad . En este sentido,

ademas, Fillmore y Kuperwasser (2008), sugieren la existencia de una relacion entre la ca-
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pacidad del flujo de salida de xenobidticos y el estado de quiescencia en las CNT, que les
permitiria generar una alta resistencia a agentes citotoxicos. Este efecto también podria ser
causante de la alta viabilidad obtenida en esta tesis en las esferas celulares en periodos cor-

tos de incubacidn con la droga (Figura 4).

Otro antecedente importante que nos permite establecer el estado en que se encon-
traria las CNT es la expresion de marcadores moleculares. Entre los mas estudiados estan
CD44 y CD24 (Lhemann et al., 2012). Asi, la presencia del fenotipo CD44 es importante
en el proceso de metastasis (Fillmore y Kuperwasser, 2008), proliferacion celular y resis-
tencia a farmacos (Lhemann et al., 2012). Ademas, Shipitsin et al. (2007) observaron que
CD44 se expresa en células con caracteristicas progenitoras y CD24 en células diferencia-
das. En cancer mamario humano, se describe que las CNT exhiben el fenotipo
CD44+/CD24-, caracteristica similar a lo que ocurre en la especie canina (Magalhaes et al.,
2013; Torres et al., 2015). Torres et al. (2015) describieron que esferas derivadas de la li-
nea celular CF41.Mg mostraban caracteristicas de troncalidad debido a la alta proporcion
del fenotipo CD44"/CD24", exhibiendo caracteristicas de autorenovacion y quimioresisten-

cia.

Adicionalmente, se ha reportado que algunas alteraciones en diversas vias de sefiali-
zacion, tales como Notch, Wnt y Hedgehog podrian contribuir a la resistencia a farmacos
en las CNT mamarias (Charafe et al., 2008). La via Wnt se relacionaria con la decision
sobre el destino que tomarian las CNT en cuanto a diferenciarse o0 mantener la posibilidad
de autorenovarse (Rajh et al., 2016), mientras que la via Notch y Hedgehog regulan el pro-
ceso mismo de autorenovacion (Dontu et al., 2004).

Respecto a los efectos de la metformina sobre las células parentales (Figuras 5 y 6),
resultados similares fueron encontrados por Takahashi et al. (2014), quienes evaluaron la
utilizacion de metformina sobre la viabilidad en células de carcinoma de endometrio de
mujeres. Los autores observaron una disminucion significativa en la viabilidad de las célu-
las parentales al cabo de 48 horas de incubacion, efecto que resulté ser mas notorio en las
mayores concentraciones que ellos evaluaron (10 y 20 mM). Si bien es una linea celular
distinta a la utilizada en este trabajo, refleja la mayor labilidad que presentan estas células a

los efectos citotoxicos de metformina.
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Investigaciones en células de carcinoma mamario de ratas, describen que el compor-
tamiento de nuestro farmaco en estudio es dependiente del tiempo de exposicion mas que la
concentracion utilizada, puesto que a diferentes concentraciones de metformina se ejercia la
misma accion (Garcia, 2013). Esta observacion se contrapone a lo detectado en este trabajo
(Figura 7) y a las investigaciones previas de Hadad et al. (2014) donde si bien el tiempo de
exposicion al farmaco incidio en los resultados, también es determinante la concentracion
utilizada de la droga, diferencia que podria deberse a el uso de lineas celulares distintas, asi

como la asociacién de otros farmacos en el estudio.

Dado que metformina disminuye la viabilidad de las células neoplasicas cultivadas
in vitro (Figuras 3, 5, 6 y 7), efecto que concuerda con lo descrito por Menendez et al.
(2012) y Anisimov et al (2005) quienes mencionan gue son necesarias concentraciones en
el rango entre 10 y 40 mM para obtener efecto citotoxico. Ademas, Birsoy et al (2014)
muestran que para la obtencion de efecto en la viabilidad sobre las CNT, se requiere incu-
bacion con el farmaco por tiempos prolongados. Lo anterior concuerda con lo obtenido por
Anisimov et al. (2005) quienes relacionaron que el tratamiento crénico con metformina en

ratas, redujo de manera significativa la incidencia y el tamafio de carcinomas mamarios.

Si bien esta tesis pretendié estudiar el efecto de metformina sobre la viabilidad en
celulas de carcinoma mamario canino, podrian ser varios los factores que estén involucra-
dos, como ya se ha mencionado, y por lo tanto han sido numerosas las preguntas que han
surgido. Como futuras perspectivas para esta investigacion seria importante determinar la
participacion de la proteina AMPK, sensor energético que participa en multiples vias de
sefializacion celular, ya que si bien se describe a la via m-TOR como parte del mecanismo
de accion de la metformina sobre la célula tumoral, podria haber otros moléculas blanco o
vias de sefializacién relacionadas con la AMPK, que podrian modularse producto de la ac-

cion de metformina para posteriormente establecer estudios a nivel clinico.

Este estudio constituye y promueve una nueva posibilidad en la prevencion y trata-
miento de la neoplasia mamaria canina, sugiriendo ademas auspiciosos beneficios en pa-

cientes oncoldgicos que presenten resistencia a la insulina.
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Por otro lado, considerando las escasas alternativas terapéuticas en Medicina Vete-
rinaria para el cancer, este trabajo abre potenciales lineas de investigacion con esta droga,
como estudios comparativos y/o sinérgicos de metformina con otros quimioterapicos, asi

como su estudio en otros tipos de neoplasias tanto en caninos como en humanos.
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CONCLUSIONES

e 10y 20 mM de metformina inhibieron la eficiencia de formacion de esferas deriva-
das de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg.

e Metformina no indujo efectos en la viabilidad sobre esferas derivadas de células
CF41.Mg, en periodos cortos de incubacion.

e Celulas CF41.Mg parentales exhibieron mayor sensibilidad a la accion citotoxica de
metformina que esferas celulares en periodos cortos de incubacion.

e Estos resultados sugieren que metformina modula la actividad citotdxica de esferas
derivadas de células CF41.Mg, lo cual sustenta futuros estudios que permitan robus-

tecer estas observaciones.
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