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RESUMEN

El cancer mamario es la neoplasia que se presenta con mayor frecuencia en la hembra canina
reproductivamente entera. Diversos investigadores han demostrado que lovastatina exhibe
un efecto antitumoral in vitro sobre diversas lineas celulares neoplasicas humanas, sin
embargo, su potencial efecto aln no ha sido evaluado sobre células de carcinoma mamario
canino. Lovastatina inhibe a la enzima hidroxi-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, bloqueando la biosintesis de colesterol y de sus isoprenoides farnesil pirofosfato
(FPP) y geranil-geranil pirofosfato (GGPP), importantes mediadores de algunas vias de
transduccion de sefiales asociadas a sobrevida celular. El objetivo de este estudio fue
determinar los efectos de lovastatina sobre la proliferacion, invasion y apoptosis de células
de carcinoma mamario canino CF41.Mg. Se cultivaron células CF41.Mg y se trataron con
lovastatina (0-20 uM) por diferentes tiempos. Luego, se evalud viabilidad celular (método
de reduccion de MTS), invasion celular (método Transwell) y apoptosis (ensayo de Anexina
V/Yoduro de Propidio). Lovastatina indujo una disminucion significativa en la viabilidad
celular (p < 0.05), efecto que fue dependiente de su concentracion y el tiempo. La invasion
celular fue inhibida en respuesta a concentraciones no citotoxicas de lovastatina (p < 0.05).
Ademas, esta droga ejerci6 un efecto pro-apoptético dependiente del tiempo (p < 0.05). Estos
resultados demuestran que lovastatina cumpliria un importante papel sobre la proliferacion y
capacidad invasiva de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg, lo cual sustenta

futuros estudios clinicos con esta droga.

Palabras claves: carcinoma mamario canino, células CF41.Mg, lovastatina, HMG-CoA

reductasa.



ABSTRACT

Mammary cancer is the tumor that occurs most frequently in the reproductively intact female
dog. Several researchers have shown that lovastatin exhibits an in vitro antitumor effect on
various human neoplastic cell lines, however, its potential effect has not yet been evaluated
in canine mammary carcinoma cells. Lovastatin inhibits HMG-CoA reductase, blocking the
biosynthesis of cholesterol and its isoprenoids FPP and GGPP, important mediators of some
signal transduction pathways associated with cell survival. The aims of this study were to
determine the effects of lovastatin on the proliferation, invasion and apoptosis of canine
mammary carcinoma cells CF41.Mg. CF41.Mg cells were cultured and treated with
lovastatin (0-20 uM) for different times. Then, cell viability (MTS reduction method), cell
invasion (Transwell method) and apoptosis (Annexin V/Propidium lodide assay) were
evaluated. Lovastatin induced a significant decrease in cell viability (p < 0.05), an effect that
was dependent on its concentration and time. Cell invasion was inhibited in response to non-
cytotoxic concentrations of lovastatin (p < 0.05). In addition, lovastatin exerted a pro-
apoptotic effect dependent on time (p <0.05). These results demonstrate that lovastatin would
play an important role in the proliferation and invasive capacity of canine mammary

carcinoma cells CF41.Mg, which supports future clinical studies with this drug.

Key words: canine mammary carcinoma, CF41.Mg cells, lovastatin, HMG-CoA reductase.



INTRODUCCION

Los tumores de glandula mamaria han sido descritos en diferentes especies, con una alta
incidencia en caninos. Muchas de las caracteristicas presentes en perros se asemejan al cancer
mamario humano, por lo cual se considera un buen modelo animal de estudio para esta

neoplasia en la mujer (Queiroga et al., 2011).

Dentro de los tratamientos actualmente difundidos para esta enfermedad se encuentra la
cirugia (mastectomia) como método de eleccidn, salvo que se haya producido metastasis o
sea un carcinoma inflamatorio (Souza et al., 2009). El uso de quimioterapicos so6lo se aplica
en pacientes con un alto riesgo de metéstasis. El inconveniente de estos es que puede inducir
inmunosupresion y toxicidad gastrointestinal; ademas, algunos tumores pueden desarrollar
recurrencia y quimioresistencia (Sleeckx et al., 2011, Torres et al., 2015), por lo tanto, es
relevante buscar nuevas estrategias terapéuticas, sobre todo en medicina veterinaria que es

donde menos registro existe.
Neoplasia mamaria canina

Los tumores mamarios son la neoplasia mas frecuente en hembras caninas (Arenas et al.,
2016), de las cuales cerca del 50% del total corresponden a neoplasias malignas y, de estas,
la mitad ya presenta metastasis al momento del diagnéstico (lturriaga et al., 2017). En perros,
la clésica presentacion es en individuos de edad avanzada, de cualquier raza, que conservan
sus Organos reproductivos o que fueron esterilizados tardiamente (Sorenmo et al., 2011).
Existen diversos factores que contribuyen a la carcinogénesis de la glandula mamaria, entre
ellos se encuentran la edad, exposicion a hormonas sexuales como estradiol y progesterona,
expresion de ciclooxigenasa-2, raza, tipo de alimentacion y obesidad que influencian el
microambiente de las células en el tejido mamario (Sleeckx et al., 2011; Sorenmo et al.,
2013).

En general, la exposicion constante de la glandula mamaria a hormonas ovéricas es
importante en el desarrollo de tumores en esta localizacion anatémica. Tanto estradiol como
progesterona son hormonas necesarias para el normal desarrollo de la glandula mamaria y su
posterior maduracion. Ambas ejercen un efecto mitogénico sobre el epitelio mamario,

participando en los procesos de promocion carcinogénica, y en el caso del estradiol,
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probablemente también en la iniciacion carcinogénica. Lo expuesto anteriormente, junto con
factores de crecimiento entre otros, promoveran el crecimiento y progresion tumoral
(Sorenmo et al., 2013).

Dado que la enfermedad tiene una base hormonal, se ha estudiado la terapia endocrina con
tamoxifeno, un modulador selectivo del receptor de estradiol tipo a, que ejerce un efecto anti-
estrogenico potente sobre la glandula mamaria. No obstante, aquellas perras tratadas
presentan complicaciones como piometra, descarga vaginal purulenta, edema vulvar entre
otras, por lo que no se recomienda su uso clinico (Tavares et al., 2010). En medicina humana,
se ha estudiado en el ultimo tiempo una potencial terapia con el uso de inhibidores de la ruta
biosintética del colesterol, Ilamadas estatinas, destacando la accion antitumoral exhibida por
lovastatina en cénceres ginecoldgicos como ovario y mama (Kato et al., 2010; Siddiqui et
al., 2014).

Estatinas

Las estatinas son un grupo de farmacos que inhiben de manera competitiva y reversible la
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima limitante de la
sintesis enddgena de colesterol. Esta enzima cataliza la conversiéon de HMG-CoA a
mevalonato, metabolito clave en la sintesis de colesterol (Bardou et al., 2010). Por esta razon,
se utilizan en pacientes humanos con trastornos metabdlicos del colesterol
(hipercolesterolemia) y para prevenir el desarrollo de trastornos cardiovasculares
(aterosclerosis). Ademas, estudios in vitro y en animales demuestran que las estatinas tienen
efectos pleiotropicos, independientes de la sintesis de colesterol (Cuello et al., 2013). Las
estatinas que existen en Chile son pravastatina, simvastatina, atorvastatina, fluvastatina,
rosuvastatina y lovastatina. Esta Gltima esta relacionada con estudios de cancer mamario en

mujeres (Mennickent et al., 2008).

Lovastatina es una lactona farmacoldgicamente inactiva que, al ser hidrolizada en el higado,
forma el B-hidroxiacido de lovastatina, forma lipofilica que tiene real actividad en el
organismo y que es un potente inhibidor de la HMG-CoA reductasa (Pérez-Vizcaino y
Tamargo, 2008).



Respecto al papel de las estatinas en el cancer, recientes investigaciones demuestran que
interfieren en la proliferacion de una gran variedad de células neoplasicas. Los mecanismos
de accidn exactos referentes a su citotoxicidad son poco claros, pero se postula que la
inhibicion de la HMG-CoA reductasa no solo reduce los metabolitos del &cido mevalonico,
sino que también limita la disponibilidad de isoprenoides derivados del mevalonato, como
farnesil pirofosfato y geranilgeranil pirofosfato, moléculas criticas en la modificacion
postraduccional de proteinas celulares como Ras, Rho A, Racl, que tienen diversas funciones
fisioldgicas implicadas en carcinogénesis (Bardou et al., 2010). La prenilacion de estas
proteinas es necesaria para el control de funciones celulares cruciales como son el transporte
de membrana, la organizacién del citoesqueleto, la expresion de ciertos genes, y también
procesos como la proliferacion, diferenciacion, muerte, adhesion y migracion celular.
Ademas, las estatinas pueden suprimir la inflamacién, previniendo la formaciéon de un
entorno propicio para la carcinogénesis con una alta concentracion de factores de crecimiento
y citoquinas. Lo anteriormente mencionado puede determinar el desarrollo y progresion de
un tumor (Ahern et al., 2014; Siddiqui et al., 2014; Murakami et al., 2016).

La mayoria de los efectos antitumorales inducidos por estatinas se asocian a aquellas de
naturaleza quimica lipofilica, como simvastatina, fluvastatina y lovastatina. Respecto a
simvastatina, se ha descrito que inhibe la actividad transcripcional de NF-kappa-f,
reduciendo la expresion de la proteina antiapoptdtica Bcl-XL y aumentando la transcripcion
de la proteina supresora de tumores PTEN, la cual reprime la ruta oncogénica de
fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K). Ademas, PTEN se une a la proteina p53, favoreciendo su
estabilidad, manteniéndola activa para inhibir la proliferacién celular y promover los
procesos de reparacion o apoptosis (Gosh-Choudhury et al., 2010). También se ha observado
que la administracion oral de simvastatina disminuye el crecimiento de xenoinjertos de tumor
de mama humano en ratones, por aumento de la expresion de PTEN e induccion de apoptosis
(Ahern et al., 2014). Sobre lovastatina, un estudio de rabdomiosarcoma humano describe que
esta droga induce apoptosis mediante la liberacion al citosol de citocromo C, lo cual activa a

procaspasa-3, una proteasa pro-apoptaética (Liu et al., 2014).

Respecto a la invasién celular, se ha demostrado que lovastatina inhibe la metéstasis en

modelos de tumor mamario en murinos, bloqueando la migracion de lineas celulares
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altamente invasivas (Vinayak y Kurian, 2009). Dicho efecto, al igual que en el glioblastoma
y en células de cancer mamario humano, estaria dado por una inhibicion de la farnesilacion
de la proteina Ras, lo cual gatillaria una disminucién en la proliferacién, migracién e invasion
celular (Siddiqui et al., 2014).

En otro estudio, se probo el efecto de lovastatina y simvastatina sobre la linea celular
MCF10A H-Ras, una linea celular de cancer mamario humano altamente agresivo. Estas
estatinas indujeron la inhibicién de la actividad de GTPasa H-Ras, la que se encuentra mutada
con frecuencia en células de carcinoma mamario humano. En la literatura se menciona que
elevados niveles de expresion de esta proteina Ras se asocian positivamente con la
agresividad del tumor mamario, incluyendo el grado de invasion al tejido graso y la
infiltracion a vasos linfaticos. Lo anterior estaria dado por la mutacion de un aminoacido de
H-Ras, que induce fenotipos invasivos y migratorios de las células neoplasicas. Como estas
proteinas deben ser preniladas para anclarse a la membrana y ser funcionales, el efecto
inhibitorio tanto de simvastatina como de lovastatina sobre el potencial invasivo de las
celulas MCF10A H-Ras esta relacionado con la inhibicion de la biosintesis de intermediarios
isoprenoides (Kang et al., 2009).

En relacion a la asociacion de estatinas con terapias actualmente usadas en cancer, existen
estudios en medicina humana que apoyan su uso en conjunto a algunas quimioterapias, ya
que los inhibidores de la HMG-CoA reductasa ejercen interacciones aditivas y sinérgicas con
agentes quimioterapicos como 5-fluorouracilo, cisplatino y doxorrubicina, entre otros
(Cuello et al., 2013; Siddiqui et al., 2014); e inmunoterapias como trastuzumab o gefitinib,
mejorando la respuesta terapéutica de algunos canceres como el cancer mamario humano
(Cuello et al., 2013).

La mayoria de los estudios sobre estatinas y su relacion con el cancer de mama se han llevado
a cabo en humanos, por lo que es necesaria la realizacion de estos mismos estudios en
animales, especificamente en perras, ya que la incidencia de cancer mamario canino es alta

y Se requiere mayor investigacion en este campo.

El objetivo de esta memoria de titulo fue estudiar el efecto in vitro de lovastatina sobre

algunas caracteristicas funcionales de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg como
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proliferacion, invasion y apoptosis, de manera de robustecer investigaciones previas que

describen un efecto antitumoral para esta droga.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular

La linea celular de carcinoma mamario canino CF41.Mg (CRL-6232; ATCC®, Manassas,
VA, USA) se cultivé en medio DMEM alto en glucosa (Hyclone; GE Healthcare Life
Sciences, Logan, UT, USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone;
GE Healthcare Life Sciences), 2 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de penicilina G, 100 pg/ml
de estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B. Las células se mantuvieron a 37° C en una
atmosfera humidificada con 5 % CO- y el medio de cultivo se cambid cada 48 horas previo

lavado de las células con buffer DPBS.

Para la desagregacion de células, una vez alcanzado un 80-90 % de confluencia, estas fueron
lavadas con DPBS para luego ser incubadas con tripsina 2,5 % / EDTA 0,2 g/L por 10
minutos. La reaccion fue detenida con DMEM maés 10 % de SFB; luego las células fueron
centrifugadas a 200 g por 10 minutos a 4° C para finalmente recuperar las células del pellet
obtenido y ser resembradas. La concentracion de células vivas fue evaluada a través del

método de exclusion con azul de tripan y hemocitometria.
Farmaco

Lovastatina (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) fue preparada y disuelta en etanol

absoluto para analisis, a una concentracion stock de 5 mM (2,023 mg/ml).
Ensayo de viabilidad celular

Para este ensayo se utilizaron células CF41.Mg adherentes sembradas en placas de 96
pocillos de fondo plano a una concentracion de 2 x 102 células/pocillo en triplicado. Se dejé
un blanco en triplicado que contenia sélo medio de cultivo més lovastatina. Luego, a las 24
horas de incubacion se les aplicd lovastatina en distintas concentraciones (0, 1, 5, 10 y 20
MM). A las 48 y 72 horas de incubacion se estimd la viabilidad celular a través del método
de reduccion de MTS o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolium (CellTiter 96 Aqueous One Solution) donde se aplicaron 20 ul de CellTiter
96® cada 100 pl de medio de cultivo y se dejé incubando por tres horas a 37° C en una

atmosfera humidificada con 5 % CO.. EI MTS es reducido a formazan por las células viables,
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un compuesto colorimétrico cuya densidad dptica (D.O) resultante se midié en un lector de
placas a 490 nm previa agitacion lenta por un minuto. La viabilidad se calcul6 como un valor
relativo, donde el promedio de D.O. del grupo control que contiene el vehiculo (etanol)

corresponde al 100 %.
Ensayo de invasion celular

Para este ensayo se utilizaron placas tipo transwell de 24 pocillos, las cuales poseen
canastillos con una membrana de policarbonato con microporos de 8 um. Se realizaron 3
experimentos independientes en duplicado. Primero se activo la membrana con 100 ul de
DMEM 10 % SFB, se dejo por 30 segundos, se retird y se afiadio a cada canastillo 100 ul de
matrigel (concentracion de 12 pg/mL BD-Biosciences), dejando la placa a 37° C en una
atmosfera humidificada con 5 % COz por 2 horas. Al cabo de este tiempo se retird el
sobrenadante del matrigel y se sembraron 2 x 10 células/transwell en 300 uL de DMEM sin
SFB. En cada pocillo se afiadieron 500 uL de DMEM 5 % SFB como agente quimioatrayente.
Las células fueron estimuladas con concentraciones no citotoxicas (0,1 y 1 puM) de
lovastatina, considerando un volumen total de 800 uL y se incubaron por 48 horas. Al
finalizar este tiempo, se retir6 el medio de cada canastillo, se lavo dos veces con DPBS, se
fijo y permeabiliz6 la membrana con metanol a -20° C por 20 minutos para luego tefiir las
celulas con Giemsa 1 %. Luego, con un hisopo estéril se removieron las células que quedaron
sobre la membrana del transwell; de esta forma se conservan solo las células que atravesaron
la membrana, en consecuencia, las que tienen capacidad invasiva. Después, con ayuda de un
bisturi, se removid la membrana de policarbonato para montarla sobre un portaobjetos. A
continuacion, se seleccionaron al azar 6 campos de 10x, los cuales fueron fotografiados para
realizar un recuento de células invasivas con el software Image J utilizando la herramienta

“cell counter”.
Ensayo de apoptosis celular

Para este ensayo se utilizo el Kit de apoptosis celular Anexina V - Alexa Flior ® 488 y
Yoduro de Propidio (PI) (Thermo Fisher Scientific, Inc), el cual permite identificar la
proporcion de células en apoptosis, y especificamente si éstas se encuentran en un proceso

apoptotico temprano o tardio. Se sembraron 2 x 10° células CF41.Mg en placas de 35 mm en
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las condiciones estandar ya sefialadas. Al cabo de 24 horas se lavaron con DPBS, se cambid
el medio para luego estimular con lovastatina en la concentracion de 10 y 20 pM vy ser
incubadas por 24, 48 y 72 horas. Al cabo de este tiempo las células fueron desprendidas y
centrifugadas a 1800 g por 10 minutos, para luego resuspender el pellet celular en solucion
buffer de union a Anexina 1X. Posteriormente, se afiadié 0,5 ul de Anexina V conjugado con
Alexa FlGor ® 488 més 1 pul de P1 (10 pg/ml) cada 100 pl de suspension celular. Se incubaron
por 15 minutos en oscuridad y luego se afiadieron 200 ul de buffer de tincion para citometria
de flujo (eBioscience ™, ThermoFisher), conservandolas en hielo para su analisis en el
citdbmetro de flujo. Se consideraron controles de células sin adicion de medicamento ni
fluordforos para definir autofluorescencia basal, controles de Pl, Alexa FlGor ® 488 mas PI,
vehiculo (etanol) y control positivo que fueron ceélulas expuestas a Staurosporina
(Calbiochem ®) mas Alexa Fluor ® 488. Luego, las suspensiones celulares se analizaron en
un citémetro de flujo multiparamétrico Fortessa X-20 (BD Biosciences). El andlisis final se
realizo en el software Weasel v3.0.2.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como medias + DE de tres experimentos independientes. El
analisis se realizé con el software Graph Pad Prism 6.0 utilizando el analisis ANOVA de una
via junto a un post test de Bonferroni, y en otros casos se realizd la prueba de Kruskal-Wallis.

Se consider6 como nivel de significancia p <0,05.
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RESULTADOS

Objetivo 1
Lovastatina disminuye la viabilidad de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg

Para determinar si lovastatina disminuye la viabilidad celular se realizaron ensayos de MTS,
para lo cual las células se cultivaron en presencia de lovastatina a concentraciones de 0 a 20

UM durante 48 y 72 horas.

En la Figura 1 se muestra que lovastatina induce una disminucion significativa (p <0.01) en
la viabilidad de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg, a las 48 y 72 horas de
incubacidn. Este efecto fue dependiente del tiempo y de la concentracion pues estas dos
variables influyeron en la proporcion de células vivas. Esta disminucion de la viabilidad

celular ocurrio6 bajo las concentraciones 10 y 20 uM.
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Figura 1: Lovastatina disminuye la viabilidad de células de carcinoma mamario canino
CF41.Mg. a las 48 (A) y 72 (B) horas de exposicidn. Las células fueron incubadas en
DMEM con 10 % de SFB. Luego fueron expuestas a concentraciones crecientes (0 a 20 uM)
de lovastatina. El efecto sobre la viabilidad celular se estimé mediante el ensayo de MTS.
Los resultados son expresados como promedios = DE, N = 3. * = p <0.05; ** =p <0.01 con
respecto al control. El control corresponde a células incubadas con medio estandar y vehiculo
(etanol) (Test ANOVA y post test de Bonferroni).
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Objetivo 2
Lovastatina reduce la invasion de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg.

Para el ensayo de invasion celular se uso el modelo de insertos tipo transwell, utilizando
concentraciones no citotéxicas (0,1 y 1 pM) de lovastatina (Figura 1). De las
concentraciones mencionadas, 1 UM exhibi6 una disminucion significativa (p < 0.01) en la
capacidad invasiva de las células CF41.Mg a las 48 horas de incubacion (Figura 2-A'y 2-B).
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Figura 2: Lovastatina disminuye la invasion de células de carcinoma mamario canino
CF41.Mg. (A) Microfotografias representativas de invasion de células CF41.Mg
tratadas con 0; 0,1 y 1 uM de lovastatina por 48 horas. Aumento 10X. (B) Porcentaje
de invasion celular a las 48 horas. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones
(0; 0,1y 1 uM) de lovastatina, por 48 horas. El efecto sobre la invasion celular se determind
realizando el metodo Transwell. Los resultados son expresados como medias = DE, N = 3.
* = p < 0.05 con respecto al control. El control corresponde a células CF41.Mg incubadas
con medio estandar y vehiculo (Test Kruskal Wallis y post test de Dunn).
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Objetivo 3
Lovastatina induce apoptosis sobre células de carcinoma mamario canino CF41.Mg

El ensayo de Anexina V/PI es un método que detecta la expresion de fosfatidilserina,
fosfolipido que se expresa en la cara extracelular de la membrana plasmatica como evento
temprano en la activacion de apoptosis. Ademas, esta técnica permite diferenciar a las células
viables de aquellas muertas, gracias a la adicion de Yoduro de Propidio (P1) el cual se une a

los &cidos nucleicos de las células muertas.

En los ensayos de apoptosis (Figura 3-6) se utilizaron las concentraciones de lovastatina que
gatillaron una reduccion en la viabilidad celular (10 y 20 uM). Asi, se observo que la
proporcion de células apoptdticas aumento significativamente en respuesta a la concentracion
de 20 pM, en los tres tiempos de medicion (24, 48 y 72 horas) (p < 0.05).
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Figura 3: Lovastatina induce apoptosis sobre células de carcinoma mamario canino
CF41.Mg. a las 24 horas de exposicidn. (A) Plot representativo. (B) Porcentaje de células
apoptéticas. Las células CF41.Mg fueron expuestas a dos concentraciones de lovastatina (10
y 20 uM). Los resultados son expresados como promedios = DE, N = 3. * p <0.05, respecto
al control negativo. El control negativo corresponde a células incubadas con etanol, utilizado

como vehiculo (Test Kruskal Wallis y post test de Dunn).
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Figura 4: Lovastatina induce apoptosis sobre células de carcinoma mamario canino
CF41.Mg. a las 48 horas de exposicion. (A) Plot representativo. (B) Porcentaje de células
apoptoticas. Las células CF41.Mg fueron expuestas a dos concentraciones de lovastatina (10
y 20 uM). Los resultados son expresados como promedios = DE, N = 3. * p <0.05, respecto
al control negativo. El control negativo corresponde a células incubadas con etanol, utilizado

como vehiculo (Test Kruskal Wallis y post test de Dunn).
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Figura 5: Lovastatina induce apoptosis sobre células de carcinoma mamario canino
CF41.Mg. a las 72 horas de exposicion. (A) Plot representativo. (B) Porcentaje de células
apoptoticas. Las células CF41.Mg fueron expuestas a dos concentraciones de lovastatina (10
y 20 uM). Los resultados son expresados como promedios = DE, N = 3. * p < 0.05, respecto
al control negativo. El control negativo corresponde a células incubadas con etanol, utilizado

como vehiculo (Test Kruskal Wallis y post test de Dunn).
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Figura 6: Evolucion temporal del efecto de lovastatina (10 y 20 uM), sobre la apoptosis
de células de carcinoma mamario canino CF41.Mg. Resumen demostrativo del efecto de
lovastatina sobre el porcentaje de células apoptéticas, evaluadas en tres tiempos y con dos
concentraciones de lovastatina (10 y 20 puM). Los resultados son expresados como promedios
+ DE, N = 3. p = ns. El andlisis estadistico se realiz6 para cada concentracion (Test Kruskal

Wallis y post test de Dunn).
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DISCUSION

En las dltimas décadas, el estudio de las estatinas y sus efectos antineoplasicos ha sido de
gran interés en la investigacion de distintos tipos de cancer, sin embargo, en medicina
veterinaria existe poca informacion sobre el efecto tanto in vitro como in vivo que pueden
inducir este tipo de drogas sobre el carcinoma mamario canino, motivo por el cual se realiz6

este estudio.

En la actualidad, lo que mas se ha demostrado es el efecto de simvastatina, otra estatina de
similares caracteristicas que lovastatina, sobre células de cancer mamario humano (MDA-
MB-231, MDA-MB-468, MCF7) y canino (CF41.Mg). Por ser de la misma familia de
drogas, es posible comparar los resultados obtenidos en este estudio con lo descrito acerca

de simvastatina.

Los resultados del ensayo de viabilidad celular demostraron que lovastatina ejerce un efecto
antiproliferativo sobre células CF41.Mg, el cual fue dependiente de la concentracion y del
tiempo de exposicion, similar a lo observado en un estudio previo, pero con simvastatina
(Torres et al., 2015). Siddiqui et al. (2014) realizaron un estudio con distintas lineas celulares
de céancer de mama humano (receptor de estradiol alfa (RE) positivas y negativas) expuestas
a lovastatina, y observaron que ésta disminuye la viabilidad celular a partir de la
concentracion de 10 uM, independiente de la expresion del RE. Es importante considerar que
las células CF41.Mg expresan el RE, sin embargo, dado los datos recién expuestos, la accion
de lovastatina no dependeria de vias de sefializacion intracelular asociadas a la activacion del
RE.

Los mecanismos que median el efecto antiproliferativo de lovastatina alin no estan totalmente
esclarecidos, no obstante, lo mas descrito es su efecto inhibitorio sobre las enzimas HMG-
CoA reductasa y pirotransferasas como farnesil transferasa (Mahmoud et al., 2016). Esta
ultima enzima cataliza la prenilacion de GTPasas dado por farnesil pirofosfato (FPP),
importante intermediario de la sefializacion intracelular, que media proliferacion y sobrevida
celular (Wong et al., 2002). También se ha demostrado que lovastatina y otras estatinas

promueven la expresion de especies reactivas de oxigeno (ROS), y aumentan los niveles de
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oxido nitrico (NO), moléculas citotdxicas que inhiben la proliferacion celular y que inducen
apoptosis (Ott et al., 2007; Buranrat et al., 2016; Mahmoud et al., 2016).

Este trabajo demostré que lovastatina ejerce un efecto antiinvasivo a la concentracion de 1
KM, la cual no indujo efectos citotoxicos en los experimentos previos, siendo concordante
con el efecto generado por simvastatina sobre la invasividad de esta misma linea celular
(Torres et al., 2015). Este efecto es dependiente de la prenilacion de proteinas bloqueadas
por estas drogas, ya que se ha demostrado que al agregar FPP a células tratadas con estatinas,
se revierte el efecto (Kang et al., 2009). FPP prenila GTPasas de la familia Rho, permitiendo
que estas se unan a la membrana plasmatica e inicien sefiales intracelulares que modulan la
remodelacion del citoesqueleto, dando forma a la célula y permitiendo su motilidad (Jaffe
and Hall, 2005; Menna et al., 2010).

Otra via por la cual lovastatina estaria interviniendo sobre la capacidad invasiva de estas
celulas se relacionaria con un bloqueo sobre la sintesis de metaloproteinasas de matriz
(MMP). Las MMP son un conjunto de proteasas dependientes de calcio y zinc que participan
en la remodelacién de la matriz extracelular (MEC) y en diversas condiciones patolédgicas
como la inflamacién y la metéstasis tumoral. Dentro de sus funciones, la mas estudiada ha
sido la degradacion de moléculas de la MEC, por ejemplo, colageno (Coronato et al., 2012).
La invasion tumoral estd asociada directamente a un aumento en la expresion y actividad de
MMPs, especificamente MMP-2 y MMP-9. Existe evidencia que indica que lovastatina y
simvastatina ejercen una marcada inhibicion sobre la expresion de estas proteinas, sobre todo
de MMP-9, y en menor medida de MMP-2, sugiriendo que estas drogas provocan una
disminucion dosis-dependiente de la sintesis de MMP-9 y MMP-2. Estas metaloproteinasas
tienen un rol critico en la migracién, invasién y formacién de focos metastasicos (Kang et
al., 2009).

Otra explicacion a la disminucion de la migracion e invasion de las células tumorales es la
alteracion de su citoesqueleto. EI mecanismo de accion subyacente estaria dado por la
inhibicidn de la isoprenilacion postraduccional de proteinas asociadas al citoesqueleto, que
son criticas para su organizacion y estabilidad. Al respecto, se ha descrito el efecto de
lovastatina a concentraciones de 5-10 UM (consideradas no citotoxicas por los autores) sobre

la linea celular F3Il de carcinoma mamario humano, en la cual se observé una disminucion
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de la localizacion de membrana de la proteina Rho A, y cambios morfol6gicos que involucran
una alteracion en la malla de microtdbulos con la induccion de una forma esferoide con
niveles bajos de integrina Bl (CD29), la que participa en la adhesion celular, invasion y
metastasis tumoral (Farina et al., 2002). En este contexto, la disminucion de la migracion e
invasion celular descrita en este trabajo se podria explicar por la disminucion en la sintesis
de MMP-2 y MMP-9, y ademaés por la inhibicion de la prenilacion de GTPasas que participan
en la reorganizacion del citoesqueleto confiriéndole propiedades invasivas a las células
tumorales (Kang et al., 2009; Sandoval, 2012). Sin embargo, se requieren mas estudios para

indagar en estas vias asociadas al carcinoma mamario canino.

Respecto a los resultados obtenidos en el ensayo de apoptosis, este estudio comprobd que
lovastatina induce un aumento en la proporcion de células apoptdticas, efecto que fue
dependiente del tiempo de exposicion a la droga, lo que concuerda con resultados observados
en otros estudios con la linea celular MDA-MB-231 de cancer mamario humano. Respecto a
estos Ultimos, Yang et al. (2016) demostraron que lovastatina a concentraciones crecientes
aumento el porcentaje de células apoptdticas y necréticas, luego de 48 horas de exposicion a
la droga, efecto similar observado en otro estudio en el cual se utilizé simvastatina a una
concentracion determinada por el ICso (7,97 uM) por 72 horas, observando una alta tasa
apoptotica y un incremento en la expresion de caspasas, demostrando que las estatinas
activan la reaccion en cascada de las caspasas y la consecuente apoptosis (Shen et al., 2015).
Dentro de los posibles mecanismos a través de los cuales las estatinas inducirian apoptosis
sobre células neoplasicas se postula la induccion de la expresion de caspasa 3 activada (Liu
et al., 2014; Shen et al., 2015; Torres et al., 2015). En un estudio de colangiocarcinoma
humano (CCA) se observd que simvastatina generd un efecto anti proliferativo y pro-
apoptotico mediante la induccion de caspasa 3 activada. En dicho estudio se comprob6 que
simvastatina regula positivamente la expresion de proteinas pro-apoptoticas como Bax y
negativamente la expresion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 (Buranrat et al., 2016).
Este efecto también se evidencid en células de carcinoma mamario humano MDA-MB-231
que, al ser expuestas a distintas concentraciones de simvastatina y por diferentes tiempos,
provocd una disminucion en la expresion de Bcl-2 y un aumento en la expresion de la
proteina Bax, demostrando que el efecto de simvastatina sobre las células neoplésicas es

dependiente tanto del tiempo como de la dosis de la droga (Shen et al., 2015). Para entender
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esto, las proteinas de la familia Bcl-2 y Bax son proteinas que comprenden moléculas con
actividad pro- y anti-apoptoética, que regulan tanto la apoptosis como la proliferacion e
invasion de las células tumorales. La mayor proporcién de alguna de estas proteinas
determina la muerte o la supervivencia de la célula (Adams and Cory, 2007; Chipuk et al.,
2010).

Otra via por la cual lovastatina induciria apoptosis en células de carcinoma mamario canino
es la desactivacion de la via PI3K/Akt/mTOR, importante en la sefializacion intracelular que
comUnmente se anula en muchos tipos de cancer. En un estudio se evidencid que simvastatina
induce apoptosis en células de cancer mamario humano MCF-7 y MDA-MB-231, tras la
supresion de la via PI3/Akt/mTOR ya que aumenta la expresion de la proteina supresora de
tumores PTEN, demostrado tanto in vitro como in vivo (Wang et al., 2015). Es probable que
los mecanismos descritos anteriormente expliquen el aumento en el porcentaje de células
apoptoticas observadas en este estudio, sin embargo, se requieren andlisis mas especificos

para su comparacion.

El estudio de la neoplasia mamaria canina ha tenido mayor relevancia en el Gltimo tiempo
dada la recurrencia de presentacion de este tumor en las hembras caninas. El tratamiento de
este cancer es complejo debido a que los medicamentos quimioterapicos tienen baja
selectividad, estrecho margen de seguridad, efectos adversos importantes, y ademas ha
presentado quimioresistencia al tratamiento convencional (Sorenmo et al., 2011). Lo anterior
son razones que han motivado la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas como el uso
de estatinas (Torres et al., 2015). Debido a esto es que surgid la necesidad de investigar el
efecto de lovastatina, otra estatina lipofilica de caracteristicas similares a simvastatina, con
el fin de obtener mayor informacion y recursos para tratar el carcinoma mamario de la perra.
Los resultados obtenidos concuerdan en su mayoria con lo expuesto por otros investigadores
en lineas celulares de distintos canceres humanos, razon por la cual se requiere mas
informacion e investigacion en el campo veterinario, de modo de poder comparar con otras
lineas celulares caninas y a la vez, con lineas celulares no neoplasicas de alta capacidad
proliferativa para evaluar la potencial selectividad de lovastatina. A su vez, se podrian
realizar los mismos experimentos de viabilidad, migracién, invasion y apoptosis en conjunto

con quimioterapicos como doxorrubicina, ya que se ha observado que lovastatina sensibiliza
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a las células de carcinoma hepatocelular a la accion de este antineoplasico, mejorando la
respuesta al tratamiento. Este efecto también se observd en células CF41.Mg expuestas a
simvastatina (Montero et al., 2008; Torres et al., 2015). Ademas, se requieren estudios que
evallen mas tiempos de exposicion con mas concentraciones del medicamento, y estudios en
modelos in vivo para demostrar la eficacia del uso de lovastatina como terapia adyuvante a
la quimioterapia. En este contexto, este estudio aporta a la investigacion de nuevas lineas
terapéuticas en medicina veterinaria, demostrando que lovastatina podria ser un potencial
agente quimiopreventivo disminuyendo la supervivencia de las células neoplasicas del

carcinoma mamario en la hembra canina.

Se concluye de este estudio que lovastatina ejerce efectos antiproliferativos, antiinvasivos y

pro apoptoticos sobre células de carcinoma mamario canino CF41.Mg.
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