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RESUMEN
El cancer ovarico epitelial (COE) posee la tasa de mortalidad mas alta entre los canceres
ginecoldgicos en el mundo, siendo en Chile la segunda causa de muerte por neoplasias
ginecoldgicas. EI COE se caracteriza por una sintomatologia inespecifica y suele
diagnosticarse tardiamente, cuando las tasas de supervivencia son bajas. El principal
tratamiento es la cirugia cito reductora, seguida de ciclos periédicos de quimioterapia. Si
bien muchas pacientes diagnosticadas tempranamente responden positivamente al
tratamiento, durante etapas avanzadas la mayoria de ellas desarrollan recurrencia y
quimioresistencia. Con el fin de mejorar los tratamientos y aumentar la supervivencia de las
pacientes afectadas por COE, se esta investigando el uso de terapias que complementen
y mejoren los tratamientos actuales. En este contexto, el farmaco antidiabético metformina
ha recibido mucha atencion, debido a que se ha demostrado que tiene efectos antitumorales
directos sobre células de céancer de ovario. Ademas, el consumo de metformina se ha
asociado a una menor incidencia, menor mortalidad y un mejor prondstico en pacientes

diabéticas que sufren de esta neoplasia.

Los mecanismos antitumorales de metformina involucran la modulacion de los niveles de
microRNAs. Los microRNAs son RNAs pequefios no codificantes que regulan la expresion
de genes a través del silenciamiento postranscripcional, participando en procesos celulares
relacionados con la proliferacién, apoptosis y metabolismo. En el contexto de cancer,
pueden actuar como oncogenes 0 como genes supresores de tumores. En el desarrollo del
COE se ha descrito que ocurre una disminucion de diferentes microRNAs supresores de
tumores, entre ellos miR-23b y miR-145. Estos microRNAs estan involucrados en procesos
tumorales como la proliferacion, migracion e invasion, y se ha descrito que su
sobreexpresion en células de COE tiene efectos inhibitorios sobre estos procesos. Nuestro
grupo de investigacion ha demostrado que metformina incrementa los niveles de miR-23b
y miR-145 en células de COE, y este efecto coincide con una disminucién de la proliferacion
celular y una menor expresion de oncoproteinas involucradas en la proliferacion y
angiogénesis; ambos procesos importantes para las células tumorales de ovario. Sin
embargo, los efectos sobre estos microRNAs se observaron utilizando concentraciones de
metformina mucho mas elevadas en comparacién con las concentraciones que se han
descrito en sangre y tumores ovaricos de pacientes diabéticas usuarias de este farmaco.
Por lo tanto, en esta memoria de titulo se estudio el efecto de metformina sobre los niveles

de miR-23b y miR-145 en células de COE, utilizando concentraciones crecientes que



contemplaron valores de concentracion terapéuticas.

Hipotesis: El tratamiento con metformina aumenta de manera proporcional a la dosis los

niveles de miR-145 y miR-23b en diferentes lineas celulares de cancer ovarico epitelial.

Objetivo general: Evaluar si la metformina aumenta los niveles de miR-145 y miR-23b de

manera dosis-dependiente en lineas celulares de COE.

Metodologia: Las lineas celulares de COE A2780, SKOV3 y OV90, fueron incubadas con
diferentes concentraciones de metformina durante 24 y 48 horas. Después de cada
tratamiento, los niveles de miR-23b y miR-145 en cada célula fueron evaluados por RT-
PCR en tiempo real.

Resultados: Metformina en concentraciones milimolares (supra terapéuticas) incrementa
los niveles de miR-23b y miR-145 en todas las lineas celulares de COE. Por otra parte,
metformina en concentraciones micromolares (terapéuticas) regula de manera diferencial
la expresién de miR-23b y miR-145 aumentando o disminuyendo su abundancia en las
lineas celulares estudiadas.

Conclusion: Metformina puede regular la expresion de miR-145 y miR-23b en
concentraciones terapéuticas y supraterapéuticas, dependiendo de la linea celular
estudiada y la temporalidad en que se efectué la medicién. EI comportamiento del
incremento en los niveles de miR-145 y miR-23b no es proporcional a la dosis de

metformina.



ABSTRACT

“Effect of metformin on miR-145 and miR-23b levels in epithelial ovarian cancer cells”

Epithelial ovarian cancer (EOC) has the highest mortality rate among gynecological cancers
worldwide, and in Chile, it is the second leading cause of death from gynecological
neoplasms. EOC is characterized by nonspecific symptoms and is often diagnosed at a late
stage when survival rates are low. The primary treatment is cytoreductive surgery, followed
by periodic cycles of chemotherapy. Even though many patients diagnosed early respond
positively to treatment, during advanced stages, most of them develop recurrence and
chemotherapy resistance. To improve treatments and increase the survival of patients
affected by EOC, research is being conducted to investigate the use of therapies that
complement and enhance current treatments. In this context, the antidiabetic drug metformin
has received a lot of attention, as it has been shown to have direct antitumor effects on
ovarian cancer cells. Furthermore, the use of metformin has been associated with a lower
incidence, mortality, and a better prognosis in diabetic patients who suffer from this

neoplasm.

The antitumor mechanisms of metformin involve the modulation of microRNA levels.
MicroRNAs are small non-coding RNAs that regulate gene expression through post-
transcriptional silencing, participating in cellular processes related to proliferation, apoptosis,
and metabolism. In the context of cancer, they can act as oncogenes or tumor suppressor
genes. In the development of EOC, a decrease in different tumor-suppressor microRNAs
has been described, including miR-23b and miR-145. These microRNAs are involved in
tumor processes such as proliferation, migration, and invasion, and their overexpression in
EOC cells has been reported to have inhibitory effects on these processes. Our research
group has demonstrated that metformin increases the levels of miR-23b and miR-145 in
EOC cells, and this effect coincides with a decrease in cell proliferation and lower expression
of oncoproteins involved in proliferation and angiogenesis, both of which are important
processes for ovarian tumor cells. Nevertheless, the effects on these microRNAs were
observed using much higher concentrations of metformin compared to the concentrations
that have been described in the blood and ovarian tumors of diabetic patients using this
drug. Therefore, in this thesis, the effect of metformin on the levels of miR-23b and miR-145
in EOC cells was studied, using increasing concentrations that included therapeutic

concentration values.



Hypothesis: Metformin treatment increases dose-proportional levels of miR-145 and miR-

23b in different cell lines of epithelial ovarian cancer.

General Objective: To evaluate if metformin increases the levels of miR-145 and miR-23b

in a dose-dependent manner in epithelial ovarian cancer cell lines.

Methodology: Epithelial ovarian cancer cell lines A2780, SKOV3, and OV90 were
incubated with different concentrations of metformin for 24 and 48 hours. After each
treatment, the levels of miR-23b and miR-145 in each cell were assessed by real-time RT-
PCR.

Results: Metformin at millimolar concentrations (supra-therapeutic) increases the levels of
miR-23b and miR-145 in all epithelial ovarian cancer cell lines. On the other hand, metformin
at micromolar concentrations (therapeutic) differentially regulates the expression of miR-23b

and miR-145, increasing or decreasing their abundance in the studied cell lines.

Conclusion: Metformin can regulate the expression of miR-145 and miR-23b at therapeutic
and supra-therapeutic concentrations, depending on the cell line and the timing of the
measurement. The behavior of the increase in miR-145 and miR-23b levels is not

proportional to the dose of metformin.



INTRODUCCION

1.1. Cancer de ovario

El cancer de ovario es una neoplasia maligna heterogénea que, segln su origen celular,
puede clasificarse en tres diferentes tipos: cancer de ovario epitelial (COE), de células
germinales y estromal. Entre ellos, el COE es el mas comun y representa mas del 85% de
los casos de cancer de ovario que se diagnostican alrededor del mundo y son responsables

de la mayoria de las muertes relacionada a cancer de ovario (Ovarian Cancers, 2016).

Si bien la incidencia del cancer de ovario es mas baja en comparacion a la de otros canceres
ginecoldgicos como el cancer de endometrio y de cuello uterino, posee la tasa de mortalidad
mas alta entre los canceres ginecoldgicos (Siegel et al., 2019). En chile, el cAncer de ovario
es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas ginecol6gicas (MINSAL, 2020). De
esta manera, el cancer de ovario se posiciona como una de las neoplasias malignas mas

letales que afectan a las mujeres a nivel nacional e internacional.

La alta mortalidad de las pacientes con cancer de ovario se explica por una sintomatologia
inespecifica, que suele confundirse con la de otras enfermedades ginecoldgicas,
gastrointestinales o genitourinarias, dificultando su deteccién (Jayde et al., 2009). Ademas,
en la actualidad, los métodos de deteccién de la enfermedad no son lo suficientemente
sensibles y especificos para detectar el cancer de manera temprana, es decir, mientras se
encuentre confinado en el ovario (Chandra et al., 2019). Son por estas razones que el
cancer de ovario se suele diagnosticar tardiamente y en etapas muy avanzadas, cuando la
metastasis del cancer ya ha ocurrido, lo que trae como consecuencia tasas de

supervivencia muy bajas (Jessmon et al., 2017).

El principal tratamiento del COE es la cirugia citorreductora para extraer la masa tumoral, y
para aquellas pacientes con COE de estadios avanzados se indica cirugia citorreductora
seguida de ciclos periddicos de quimioterapia (Kuroki & Guntupalli, 2020). Los farmacos
mas utilizados en la quimioterapia de primera linea son cisplatino y paclitaxel (Ledermann,
2018). Si bien una proporcion significativa de mujeres que han sido diagnosticadas a tiempo
responden positivamente al tratamiento, durante etapas avanzadas del COE la mayoria de
las pacientes desarrollan recurrencia y el tumor se vuelve resistencia a la quimioterapia

(Jayson et al., 2014; Jelovac & Armstrong, 2011).
Las dificultades en el diagndstico y el tratamiento del COE sefialadas anteriormente, han
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impulsado diversos estudios a explorar el uso de terapias alternativas que complementen y
mejoren los tratamientos actuales con el objetivo de incrementar la supervivencia de las
pacientes afectadas por esta neoplasia (Garrido et al., 2021). Para este fin, los microRNAs
han sido explorados como blancos terapéuticos en el tratamiento del COE, asi como
también farmacos capaces modular los niveles de microRNAs en células malignas, como
metformina (Alimoradi et al., 2021; S.-N. Chen et al., 2019).

1.2. microRNAS

Los microRNA son una clase de acidos ribonucleicos (RNA) no codificantes pequefios, de
alrededor de 22 nucled6tidos de longitud, que regulan la expresion de hasta el 60% de los
genes codificantes de proteina del genoma humano (Friedman et al., 2009). Participan en
el control de muchos procesos biolégicos a nivel celular, incluyendo la divisiéon celular,
proliferacién, diferenciacion, metabolismo y apoptosis (Vidigal & Ventura, 2015). Estos
ejercen su funcién al interactuar mediante apareamiento por complementariedad de bases
con las regiones no traducidas tres prima (3’-UTR) de los RNA mensajeros (mMRNA) de sus
genes blanco, silenciando la expresion a nivel post transcripcional, ya sea promoviendo la
degradacién del mRNA o la inhibicion de su traduccién (Iwakawa & Tomari, 2015). Ambos
mecanismos de silenciamiento estan determinados por el grado de complementariedad
entre la 3’'UTR del mRNA blanco y el extremo 5’ de los microRNA, en donde se encuentra
una region entre los nucleétidos 2-7 conocida como region semilla. Una complementariedad
imperfecta conduce a la represién de la traduccién y una complementariedad perfecta
conduce a la degradacién del mRNA (lwakawa & Tomari, 2015). De esta manera, debido a
gue la complementariedad perfecta no es estrictamente requerida, un Gnico microRNA es
capaz de regular la expresion de cientos de mRNAs, mientras que un mRNA puede ser
regulado por multiples microRNA, conformando asi un robusto sistema de regulaciéon de la

expresion génica para mantener la homeostasis celular (Peter, 2010; Selbach et al., 2008).

La biogénesis de los microRNAs comienza en el nicleo, donde los genes de microRNA son
transcritos por la RNA polimerasa Il a microRNAs primarios (pri-miRNA), que poseen una
estructura en forma de horquilla tallo-bucle con una caperuza y una cola poli-adeninas en
sus extremos 5’ y 3’, respectivamente (Lee et al., 2004). El pri-miRNA es procesado a un
intermediario con forma de horquilla mas pequefo, llamado microRNA precursor (pre-
MiRNAS), por un complejo proteico denominado complejo microprocesador (Denli et al.,

2004). El complejo microprocesador consiste en una endonucleasa de la familia de las



RNasas lll, llamada Drosha, y una proteina de reconocimiento a RNA de doble hebra
llamada DGCR8. DGCRS8 actia como una subunidad reguladora que permite el
reconocimiento de motivos especificos en el pri-miRNA, mientras que Drosha funciona
como la subunidad catalitica. Posteriormente, el pre-miRNAs es exportado desde el nlcleo
hacia el citoplasma con la ayuda de la exportina-5 (Bohnsack et al., 2004). Una vez en el
citoplasma, los pre-miRNAs son reconocidos y procesados por otra endonucleasa RNasa
[l llamada Dicer, que corta y elimina la estructura de bucle de los pre-miRNA, generando
un duplex de microRNA maduro de aproximadamente 22 nucle6tidos (Hutvagner et al.,
2001). Finalmente, el duplex de microRNA se ensambla a proteinas de la familia argonauta
dentro del complejo ribonucleoproteico silenciador RISC, el cual selecciona una de las dos
hebras del duplex para convertirse en la cadena madura responsable de dirigir el
silenciamiento post transcripcional (J. Liu et al., 2004; Su et al., 2009). La cadena que se
incorpora al complejo RISC se denomina “hebra guia” y la otra cadena, conocida como

“hebra pasajera”, se degrada en el citoplasma (Shin, 2008).
1.3. microRNAs en cancer

En cancer, los microRNAs desempefian un rol importante en procesos tumorales como
proliferacién, migracion, invasion y angiogénesis (Peng & Croce, 2016). Pueden actuar
como oncogenes (oncomiRs) 0 como genes supresores de tumores, regulando la expresion
de proteinas supresoras de tumores 0 proteinas oncogénicas, respectivamente. En el
cancer, los perfiles de expresién de microRNAs se encuentran desregulados con respecto
a tejidos normales, y los niveles de oncomiRs se encuentran exacerbados, mientras que
los de microRNASs oncosupresores se encuentran disminuidos (Lujambio & Lowe, 2012). La
desregulacion de ambos tipos de microRNAs resulta en un incremento de la expresion de
oncogenes y una disminucidn en la expresion de genes oncosupresores, favoreciendo asi
el crecimiento y desarrollo tumoral (Y. Chen et al., 2014). Se ha observado que la
desregulacion en la expresiéon de microRNAs puede estar asociado a mutaciones en
secuencias promotoras o0 codificantes, alteraciones epigenéticas, modificaciones
postranscripcionales aberrantes y/o defectos en la maquinaria de biogénesis de microRNAs
(S. Chen et al., 2022).

La restauracion de la expresion de microRNAs supresores de tumores ha demostrado
prometedores resultados in vitro e in vivo, asi como la inhibicion de la expresion de

oncomiRs (Smolarz et al., 2022). De esta manera, los microRNAs estan siendo



considerados como importantes moléculas blanco para la terapia tumoral.

1.4. Rol de miR-145y miR-23b en COE

La desregulacion de una amplia variedad de microRNAs en COE se ha asociado a
alteraciones en la proliferacion celular, migracion, invasion, metastasis, y respuesta a
quimioterapia; contribuyendo asi a su progresion y desarrollo (Nguyen et al., 2020). miR-
145 y miR-23b son dos importantes microRNAs oncosupresores cuyos niveles disminuyen
durante la progresion del COE (Garrido, Torres, et al., 2020; Retamales-Ortega et al., 2017).
Ademas, la disminucién de los niveles de expresion de miR-145 y miR-23b se han asociado
a un mal prondstico en pacientes con COE (Kim et al., 2015; W. Li et al., 2014).

Existe vasta evidencia que demuestra que miR-145 regula negativamente la expresién de
diversas proteinas oncogénicas en células de COE, y que la sobrexpresion de miR-145
disminuye la proliferacién celular, migracién, invasion y desarrollo tumoral de células de
COE (X. Chen et al., 2015; Dong et al., 2014; Hua et al., 2019; Kim et al., 2015; J. Li et al.,
2017, 2021; Wang et al., 2017; H. Wu et al., 2013; W. Zhang et al., 2014). Nuestro grupo
de laboratorio ha demostrado que miR-145 es capaz de disminuir la expresion de proteinas
involucradas en la proliferacion celular y la angiogénesis en células de COE, como ¢c-MYC
y VEGF, respectivamente (Garrido, Torres, et al., 2020). Ademas, se observé que la
sobreexpresion de miR-145 disminuye el crecimiento tumoral y la metastasis en un modelo
de ratén in vivo de COE (Garrido, Torres, et al., 2020). También se ha explorado el efecto
de este microRNA sobre el metabolismo tumoral de células de COE: miR-145 es capaz de
inhibir el efecto Warburg y el metabolismo de glutamina, ambos procesos importantes para
suplir la demanda energética celular y sostener la biosintesis de macromoléculas para
mantener altas tasas proliferativas (J. Li, Li, et al., 2019; J. Li, Zhang, et al., 2019; S. Zhang
et al., 2018). Ademas, miR-145 es capaz de inhibir la actividad mitocondrial y disminuir los
niveles de ATP, contribuyendo ain mas al estrés energético en células de COE (Zhao et
al., 2021).

Otros estudios han demostrado que miR-145 participa en la resistencia a quimioterapia. Los
niveles de miR-145 se encuentran disminuidos en tejidos de cancer de ovario resistentes a
paclitaxel y cisplatino, en comparacion a tejidos sensibles (Sheng et al., 2020; Zhu et al.,
2014). La sobrexpresion de miR-145 regula negativamente los niveles y actividad de
proteinas de eflujo de farmacos, permitiendo la acumulacion de paclitaxel al interior de

células de COE resistentes, aumentando asi la sensibilidad a este farmaco in vitro e in vivo
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(Zhu et al., 2014).

Por otra parte, se ha reportado que miR-23b también regula negativamente la expresién de
proteinas oncogénicas relevantes en la progresién del COE, y la sobrexpresion de miR-23b
en células de COE inhibe la proliferacion, migraciéon e invasion in vitro y el crecimiento
tumoral en un modelo de ratén in vivo de COE (W. Li et al., 2014; Yan et al., 2016). Es
importante sefialar que nuestro equipo de laboratorio ha demostrado que la estimulacion
de células de COE con el factor de crecimiento nervioso (NGF) favorece la proliferacion,
migracion y capacidad angiogénica, lo que se acompafia con una disminucion en los niveles
de miR-23b y miR-145, sugiriendo que los mecanismos proliferativos y pro-angiogénicos
de NGF en COE dependen, al menos en parte, de la regulacion de estos microRNAs
(Garrido, Torres, et al., 2020; Retamales-Ortega et al., 2017). Por lo tanto, aumentar los
niveles de miR-145 y miR-23b podria ser una posible estrategia terapéutica en COE,
pudiendo contribuir a inhibir su progreso y aumentar la eficacia de los tratamientos de
primera linea. Entre las alternativas terapéuticas que se estan estudiando en el cancer de
ovario, se encuentra metformina, farmaco cuyo efecto ha sido evaluado en células de COE
por nuestro grupo de laboratorio, ocurriendo un incremento en los niveles de expresion de
miR-145 y miR-23b (Garrido et al., 2018).

1.5. Metforminay cancer de ovario

La metformina es una biguanida sintética (1,1-dimetilbiguanida) cominmente utilizada
como farmaco normoglicemiante. En los ultimos afios se ha convertido en el medicamento
de primera linea para pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), siendo
recomendada por las guias clinicas a nivel internacional (Ahmad et al., 2020; Flory & Lipska,
2019). Entre los efectos beneficiosos que metformina tiene en pacientes diabéticos se
encuentra la disminucion de la glucogénesis hepatica, el incremento en la captacion y
utilizacién de glucosa, y el aumento de la sensibilidad a insulina (Viollet et al., 2012).
Diversos estudios han demostrado el potencial terapéutico de metformina mas alla de sus
efectos metabdlicos en pacientes con DM2, lo que ha despertado el interés en su
reposicionamiento como tratamiento complementario de varias enfermedades, incluido el

cancer (Triggle et al., 2022).

Existe una asociacion bien establecida entre la diabetes y el riesgo de desarrollar varios
tipos de cancer (Bjornsdottir et al., 2020; Harding et al., 2014). Debido a que la metformina

es comunmente recetada como tratamiento para la DM2, se ha explorado la idea de que la
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metformina puede tener un efecto beneficioso en varios tipos de cancer, lo que ha llevado
a un creciente interés en la investigacion de sus efectos antitumorales durante las Ultimas
décadas. De esta manera, estudios epidemiologicos, preclinicos y clinicos han reportado
efectos antitumorales directos de metformina en las células de cancer, y una disminucién
en la incidencia y mortalidad por diferentes tipos de cancer en pacientes usuarios de este
farmaco (Chae et al., 2016).

Con relacion al cancer de ovario, estudios retrospectivos recientes han mostrado que el
tratamiento con metformina se asocia a una menor incidencia, mortalidad y un mejor
pronostico en pacientes diabéticas que sufren esta neoplasia (Guo et al., 2022; Shi et al.,
2019; Yao et al., 2022). Ademas, el efecto antitumoral de este farmaco ha sido demostrado
consistentemente en células de COE (Garrido et al., 2018; Garrido, Salvatierra, et al., 2020;
Irie et al., 2016; P. Garrido et al., 2019; Urpilainen et al., 2020). Importantemente, los
resultados de un ensayo clinico de fase Il realizado en pacientes no diabéticas indica que
metformina es bien tolerada y disminuye la subpoblacién de células madre cancerosas en
tumores de pacientes con COE avanzado (Broekman et al., 2020; Brown et al., 2020). Si
bien aun se requieren estudios preclinicos mas avanzados, estos hallazgos permiten
proponer a la metformina como una alternativa prometedora para el tratamiento del cancer

de ovario.

1.6. Metforminay microRNAs en COE

El ovario expresa transportadores de cationes organicos (OCTs) y transportadores de
extrusion de multiples farmacos y toxinas (MATES) mediante los cuales metformina lograria
ingresar y salir de las células de ovario (Andreev et al., 2016; Ota et al., 2007). Se ha
demostrado que este farmaco es capaz de acumularse en biopsias de tumores de ovario
humano y de ratdén, asi como también, su uso disminuye el crecimiento tumoral, la
metastasis, e incrementa la efectividad de cisplatino en un modelo de ratén in vivo de COE
(X. Liu et al., 2016; Rattan et al., 2011). Estudios realizados en células de COE, han descrito
que la metformina es capaz de inhibir la actividad y expresion del complejo | de la cadena
transportadora de electrones (ETC) mitocondrial, disminuyendo el crecimiento celular y
promoviendo apoptosis (Y. Wu et al., 2018). La interrupcion de la actividad del complejo |
de la ETC mitocondrial produce una disminucion en la produccion de adenosina trifosfato
(ATP) con el consiguiente aumento en la proporcion de adenosina monofosfato (AMP)/ATP
citoplasmético, que facilita la fosforilacion mediada por la quinasa hepética B1 de la

subunidad catalitica de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), produciendo su
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activacion (Hardie et al., 2012; Hawley et al., 2010; Shaw et al., 2004). AMPK es uno de los
blancos moleculares mejor descritos de metformina y es un regulador clave en el
metabolismo energético de las células que inhibe procesos anabdlicos asociados al

crecimiento celular.

En los ultimos afios se han descubierto nuevos blancos moleculares de este farmaco
asociados a los procesos de crecimiento y metabolismo tumoral, inflamacion, angiogénesis
y quimioresistencia (Daugan et al., 2016; Pernicova & Korbonits, 2014; Urpilainen et al.,
2020). Esto incluye la modulaciéon de los niveles de microRNAs. En este contexto, un
estudio reporto que metformina es capaz de regular la expresion de Dicer para ejercer
efectos antitumorales y regular la expresion de microRNAs (Blandino et al., 2012).
Consistentemente, varios estudios han demostrado que metformina es capaz de alterar la
expresion de una amplia variedad de microRNAs para ejercer efectos antitumorales en
diferentes tipos de cancer (Alimoradi et al., 2021). En COE, nuestro equipo de laboratorio
ha demostrado que metformina es capaz de disminuir los efectos proliferativos y
angiogénicos de NGF mediante el aumento de la expresion de miR-145 y miR-23b (Garrido
et al., 2018; Garrido, Salvatierra, et al., 2020).

Considerando su establecido perfil de seguridad y su bajo costo, asi como también sus
propiedades antitumorales que involucran la regulaciéon de microRNAs, metformina se
perfila como un candidato atractivo como terapia complementaria en el tratamiento del
COE. Sin embargo, debido a que las dosis de metformina administradas en estudios in vitro
son mucho mas elevadas que las dosis alcanzadas en sangre de pacientes usuarias de
este farmaco, es necesario estudiar si los efectos antitumorales de este farmaco son
logrados en concentraciones terapéuticas. Por lo que en esta memoria de titulo se estudio
si metformina logra elevar los niveles de miR-145 y miR-23b en lineas celulares de COE,

utilizando concentraciones crecientes que contemplen concentraciones terapéuticas.
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1. HIPOTESIS

“El tratamiento con metformina aumenta de manera proporcional a la dosis los niveles de

miR-145 y miR-23b en diferentes lineas celulares de cancer ovarico epitelial”

2. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
3.1. Objetivo general

Evaluar si la metformina aumenta los niveles de miR-145 y miR-23b de manera dosis-
dependiente en lineas celulares de COE.

3.2.  Objetivos especificos

1. Evaluar los niveles de miR-23b en lineas celulares de COE estimuladas con

concentraciones crecientes de metformina.

2. Evaluar los niveles de miR-145 en lineas celulares de COE estimuladas con

concentraciones crecientes de metformina.
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3. METODOLOGIA
4.1. Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares de COE A2780, SKOV3 y OV90. La linea celular A2780
deriva de un adenocarcinoma primario de ovario proveniente de una paciente que no recibié
tratamiento y fueron adquiridas de European Collection of Authenticated Cell Cultures
(ECACCQC). Las lineas celulares SKOV3 y OV90 derivan de la ascitis maligna y metastasis
de pacientes con COE respectivamente, y ambas fueron adquiridas de American Type
Culture Collection (ATCC).

4.2. Cultivo celular

Las lineas celulares se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10% en un incubador que mantiene una temperatura de 37°C y
una atmasfera con 5% de CO.. Al alcanzar una confluencia del 80%, las células adheridas
se lavaron con tampon fosfato salino, se disociaron con tripsina durante 5 minutos (A2780
y SKOV-3) 0 3 minutos (OV-90) a 37°C, y se resuspendieron en medio RPMI 10% SFB. El
namero de células se determiné utilizando el contador automatizado LUNA (BioRad,
Hercules, California, Estados Unidos) para evaluar la cantidad de suspension celular a

sembrar en los experimentos.
4.3. Tratamiento con metformina

Se sembraron 500.000 células en placas de cultivo de 6 pocillos y se incubaron en medio
RPMI 10% SFB durante 24 h para permitir la adhesién de las células. Una vez adheridas
las células, se remplazé el medio de cultivo por RPMI 2% SFB y se estimularon con 1 uM,
10 uM, 100 pM, 1mM y 10mM de metformina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados
Unidos) durante 24 y 48 h, utilizando agua bidestilada como vehiculo y control de

tratamiento.
4.4. Extraccion de RNA y cuantificacion de miRNAs por RT-PCR en tiempo real

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento con metformina, se removié el medio de
cultivo y las células se lavaron con tampén fosfato salino. Para la extraccion de RNA se

realiz6 una lisis celular utilizando reactivo QIAzol (Qiagen, Hilden, Alemania) y un raspador
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de células. El producto de la lisis celular se transfirié a tubos eppendorf y se continud la

extraccion, utilizando el kit miRNeasy (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La retrotranscripcion de RNA se realiz6 utilizando el kit miScript Il RT (Qiagen) que permite
la retrotranscripcion selectiva de microRNAs maduros, siguiendo el protocolo del fabricante.
Para cuantificar los niveles de miR-145 y miR-23b se utilizé el kit miScript SYBR Green
gPCR (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, y el termociclador StepOne Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).
Especificamente, se midi6 miR-23b-3p y miR-145-5p ya que a estas hebras se les atribuye
el efecto biolégico observado para cada microRNA (Garrido, Torres, et al., 2020; Grossi et
al., 2018). Los partidores utilizados para amplificar miR-145 y miR-23b se detallan en la
Tabla 1y fueron adquiridos a través de Qiagen. Se us6 el RNA nuclear pequefio U6 (RNUG6)
como control endégeno y normalizador, cuya secuencia no es especificada por el proveedor

(Qiagen), y como control negativo se utilizé agua libre de nucleasas.

mMiRNA Secuencia (5°-3’)
miR-145-5p GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
miR-23b-3p AUCACAUUGCCAGGGAUUACC

Tabla 1. Partidores utilizados en PCR en tiempo real.

El programa de temperatura utilizado para llevar a cabo las reacciones comprende un
periodo inicial de activacion de 15 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de periodos de
denaturacién a 94°C por 15 segundos, alineamiento a 55°C durante 30 segundos y
extensién a 70°C durante 30 segundos. El programa de temperatura finaliza con una curva
de fusion de 60 a 95°C.

4.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de Kruskal-Wallis seguido del
post-test de Dunn, o la prueba estadistica de Mann-Whitney, segun corresponda. Se
consider6 un valor de p < 0.05 como criterio de significancia. Los resultados se expresaron
como la media * error estandar de la media (SEM). El analisis estadistico se utilizando el

programa GraphPad Prism 8.
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5. RESULTADOS

5.1. Efecto de concentraciones micromolares de metformina sobre los niveles de
miR-23b

Como se indica en la Figura 1 y Figura 2, las dosis de metformina con las que se trataron
las diferentes lineas celulares se dividieron en concentraciones micromolares y milimolares.
Se empled esta separacion para facilitar la descripcion de los resultados en cada uno de
los objetivos especificos, comenzando por concentraciones micromolares (1, 10 y 100 uM)

de metformina y finalizando con concentraciones milimolares (1 y 10 mM).

Los resultados indican que solo en la linea celular A2780, concentraciones del orden
micromolar de metformina incrementaron de manera significativa los niveles de miR-23b
respecto a la condicion control (Figura 1y Tabla 2). Metformina 1 uM incrementé en un 78%
los niveles de miR-23b tras 48 h de tratamiento, mientras que concentraciones de 10 uM
produjeron un incremento del 40% (24 h) y 69% (48 h). Por otra parte, en células OV90,
concentraciones micromolares de metformina produjeron una disminucién del 29% (1 uM)
y 45% (10 y 100 uM) en los niveles de miR-23b transcurridas 48 h de tratamiento (Figura
1C). No se observaron cambios significativos en los niveles de miR-23b en células SKOV3

al tratar con concentraciones micromolares de metformina (Figura 1B).

5.2 Efecto de concentraciones milimolares de metformina sobre los niveles de
miR-23b

Respecto a las concentraciones mas altas de metformina ensayadas (orden milimolar), los
resultados muestran que el tratamiento durante 24 y 48 h con metformina 10 mM incremento
significativamente los niveles de miR-23b respecto a la condicidn control en todas las lineas
celulares de cancer de ovario (Figura 1y Tabla 2). En células A2780, el incremento en los
niveles de miR-23b fue del 154% (24 h) y 189% (48 h), en células SKOV3 el incremento fue
del 120% (24 h) y 150% (48h), y en células OV90, se observé un incremento del 55% (24
h) y 61% (48 h) en los niveles de miR-23b. Por otra parte, el tratamiento con metformina 1
mM incrementd significativamente los niveles de miR-23b respecto a sus niveles basales
Unicamente en células A2780, logrando un aumento del 53% tras 24 h de tratamiento
(Figura 1A). De forma contraria, en células OV90, el tratamiento con metformina 1mM
disminuy6 de manera significativa los niveles de miR-23b en un 30% tras 48 h (Figura 1C).

No se observaron cambios en los niveles de miR-23b en células SKOV3 luego del
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tratamiento con metformina 1 mM (Figura 1B).
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Figura 1. Niveles de miR-23b en lineas de cancer ovérico epitelial tratadas con concentraciones
crecientes de metformina. Las células A2780 (A), SKOV3 (B) y OV90 (C) fueron incubadas con
diferentes concentraciones de metformina durante 24 y 48 h. Después de cada tratamiento, los niveles
de miR-23b fueron evaluados por RT-PCR en tiempo real. Se utilizé6 el ARN nuclear pequefio U6
(RNU6) como control endégeno y normalizador. N=3 experimentos independientes en duplicado. * = p
< 0.05y ** =p < 0.01 con respecto a la condicién control (concentracion 0) de acuerdo con la prueba
estadistica de Kruskal Wallis y post-test de Dunn. # = p < 0.05 y ## = p < 0.01 con respecto al control
de acuerdo con la prueba estadistica de Mann-Whitnev. Los resultados estan exoresados como la
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Concentracion de metformina

Linea celular 1pM 10 uM 100 pM 1mM 10 mMm
24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h
A2780 4% | 78% | 40% | 69% | 4% | 5% | 53% | 7% | 154% | 189%
SKOV3 2% | 5% | 8% | 2% | -23% | 4% | 1% | 7% | 120% | 150%
OV90 18% | -29% | 8% | -45% | -19% | -45% | 9% | -30% | 55% | 61%

Tabla 2. Porcentaje de cambio de los niveles de miR-23b en células de céncer de ovario tratadas con
metformina respecto a la condicién control. Los cambios estadisticamente significativos respecto a la
condicién control se encuentran destacados en negrita.

5.3. Efecto de concentraciones micromolares de metformina sobre los niveles de
miR-145

En la linea celular SKOV3, el tratamiento con concentraciones micromolares de metformina
produjo un incremento significativo de los niveles de miR-145 respecto a la condicién control
(sin estimulo), el que alcanz6 un incremento del 58% tras el tratamiento con metformina 10
UM durante 24 h (Figura 2B). Por el contrario, en células A2780, el tratamiento con 100 uM
de metformina durante 24 h produjo una disminucion significativa del 30% en los niveles de
miR-145 (Figura 2A). En células OV90, el tratamiento con 1 uM y 10 uM de metformina
produjo una disminucion significativa a las 48 h del 31% y 36% respectivamente en los
niveles de miR-145 (Figura 2A'y 2C).

5.4. Efecto de concentraciones milimolares de metformina sobre los niveles de
miR-145

El tratamiento con 10 mM de metformina fue el Unico tratamiento que logré incrementar de
manera significativa los niveles de miR-145 respecto a la condicién control en todas las
lineas celulares de COE a las 24 y 48 h de tratamiento (Figura 2). En células A2780, los
niveles de miR-145 incrementaron en un 167% (24 h) y 369% (48 h), en células SKOV3 el
incremento en los niveles de miR-145 fue de un 70% (24 h) y 84% (48 h), y en células OV90,
se registré un aumento del 61% (24 h) y 71% (48 h) en los niveles de miR-145 respecto a
la condicion control. Por otra parte, el tratamiento con 1 mM de metformina produjo cambios
significativos en los niveles de miR-145 Unicamente en células SKOV3, logrando un
incremento del 50% tras 24 h de tratamiento (Figura 2B). No se observaron cambios

significativos en los niveles de miR-145 en células A2780 u OV90 al tratar con 1 mM de
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metformina (Figura 2A y 2B).
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Figura 2. Niveles de miR-145 en lineas de cancer ovarico epitelial tratadas con concentraciones
crecientes de metformina Las células A2780 (A), SKOV3 (B) y OV90 (C) fueron incubadas con
diferentes concentraciones de metformina durante 24 y 48 h. Después de cada tratamiento, los niveles
de miR-145 fueron evaluados por RT-PCR en tiempo real. Se utilizé el ARN nuclear pequefio U6 (RNU6)
como control enddgeno y normalizador. N=3 experimentos independientes en duplicado. * = p < 0.05 con
respecto al control de acuerdo con la prueba estadistica de Kruskal Wallis y post-test de Dunn. # = p <
0.05y ## = p < 0.01 con respecto al control de acuerdo con la prueba estadistica de Mann-Whitney. Los
resultados estan expresados como la media + error estandar de la media (SEM).

18



Concentracion de metformina

Linea celular 1M 10 uM 100 pM 1mMm 10 mM
24h [ 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h
A2780 40% | 3% | 5% | 6% | -30% | 6% | 57% | 49% | 167% | 369%
SKOV3 17% | 5% | 58% | 6% | 16% | 0% | 50% | 26% | 70% | 84%
OV90 13% | -31% | 3% | -36% | -11% | -35% | 36% | 8% | 61% | 71%

Tabla 3. Porcentaje de cambio de niveles de miR-145 en células de cancer de ovario tratadas con
metformina respecto a la condiciéon control. Los cambios estadisticamente significativos respecto a la
condicién control se encuentran destacados en negrita.
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6. DISCUSION

Actualmente, la metformina es el medicamento de primera linea para tratar y prevenir la
diabetes mellitus tipo 2, siendo indicado por la mayoria de las guias clinicas a nivel
internacional (Ahmad et al., 2020; Flory & Lipska, 2019). Durante la Ultima década, estudios
retrospectivos han reportado efectos beneficiosos de metformina en el contexto del cancer,
por ejemplo, se ha asociado el uso de este farmaco con un mejor prondstico en pacientes
diabéticas que sufren de céancer de ovario (Guo et al., 2022; Shi et al., 2019; Yao et al.,
2022). Debido a que el perfil de seguridad y farmacocinética de metformina ya son
conocidos, el reposicionamiento de este f&rmaco ha despertado interés como posible
terapia complementaria en el tratamiento de esta enfermedad. En coherencia con estos
hallazgos, estudios realizados en modelos preclinicos de cancer de ovario, han demostrado
que metformina ejerce efectos antitumorales e incrementa la eficacia de farmacos
quimioterdpicos, lo que ha perfilado a este farmaco como un candidato atractivo para su
uso en el tratamiento de COE (P. Garrido et al., 2019; Urpilainen et al., 2020).

Se ha descrito que los efectos de metformina en células de cancer son pleiotrépicos y
pueden involucrar diferentes mecanismos como la regulacibn de la expresion de
microRNAS, los cuales a su vez pueden regular la expresion de cientos de mRNA y cuyas
proteinas se asocian a la progresion del cancer (Alimoradi et al., 2021; Garrido, Salvatierra,
et al., 2020). En células de COE, nuestro grupo de laboratorio ha observado que metformina
incrementa los niveles de los microRNAs oncosupresores miR-145 y miR-23b, efecto que
coincide con una disminucién de la proliferacion celular y una menor expresion de
oncoproteinas como c-MYC y VEGF, involucradas en la proliferacion y angiogénesis,
procesos importantes para las células tumorales (Garrido et al., 2018; Garrido, Salvatierra,
et al., 2020). Ambos microRNAs disminuyen durante la progresién del COE y regulan
negativamente procesos tumorales como proliferacion celular, crecimiento tumoral,
metastasis y resistencia a quimioterapéuticos, tanto en lineas celulares como en modelos
animales de COE (Garrido, Torres, et al., 2020; Retamales-Ortega et al., 2017; Zhu et al.,
2014), por lo que el incremento de la expresion de estos microRNAs por parte de

metformina constituye un atractivo efecto terapéutico.

La mayoria de los estudios que evaltan el efecto de metformina en células de cancer de
ovario, emplean concentraciones en el rango de 1 a 100 mM, cuya relevancia farmacolégica

ha sido cuestionada, ya que los regimenes de dosificacién clinica de metformina
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generalmente dan como resultados concentraciones plasmaticas de hasta 20 uM (Graham
et al.,, 2011). Ademas, se ha demostrado que la metformina alcanza valores del orden
micromolar, tanto en suero como en biopsias de tumores de pacientes con cancer ovarico
(X. Liu et al., 2016). Considerando estos antecedentes, en el presente trabajo se analizaron
los niveles de miR-145 y miR-23b en lineas celulares de COE tratadas con concentraciones
crecientes de metformina, contemplando valores micromolares que podrian ser
clinicamente relevantes. Ademas, tomando en cuenta la heterogeneidad intratumoral y las
caracteristicas clinico patoldgicas, las lineas celulares de COE utilizadas representan
diferentes subtipos histol6gicos y moleculares de cancer de ovario (Beaufort et al., 2014), y
derivan de pacientes en diferentes estadios del cancer. Las células A2780 derivan de un
tumor primario de una paciente sin tratamiento; las células SKOV3 fueron aisladas de ascitis
maligna de una paciente con COE; mientras que las células OV90 provienen de tejido
metastasico pulmonar de una paciente con COE seroso de alto grado, el tipo mas agresivo
de la enfermedad (Lisio et al., 2019).

Si bien en este trabajo de memoria de titulo no se investigan los efectos de metformina
sobre miR-145 y miR-23b en células no tumorales, estudios preliminares realizados por
nuestro laboratorio indicaron que metformina incrementa los niveles de miR-145 y miR-23b
en células HOSE (células epiteliales de la superficie ovarica no tumorales) (Garrido,
Salvatierra, et al., 2020) Sin embargo, no se observaron efectos antitumorales y tampoco
cambios en la expresion de oncoproteinas por tratamiento con metformina (Garrido et al.,
2018; Garrido, Salvatierra, et al., 2020).

6.1. Concentraciones micromolares de metformina regulan de manera diferencial

la expresién de miR-23b en lineas celulares de COE

Los resultados del primer objetivo especifico planteado en este trabajo indicaron que
concentraciones del orden micromolar de metformina incrementaron los niveles de miR-23b
Gnicamente en células A2780, mientras que en células SKOV3 los niveles de miR-23b
permanecieron inalterados, y en células OV90 ocurrié una disminucion significativa en los
niveles de miR-23b, con respecto al control (Tabla 2). Esto puede explicarse debido a que
cada linea celular posee diferentes caracteristicas moleculares y mutaciones especificas
que podrian influenciar la respuesta a estimulos externos, como metformina. Los resultados
obtenidos indican que metformina posee efectos diferenciales sobre los niveles de miR-23b

en las diferentes lineas celulares estudiadas.
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Un estudio realizado en células A2780 y SKOV3 mostré que es necesario alcanzar
concentraciones de al menos 300 uM y 1 mM de metformina para inhibir la proliferaciéon de
células A2780 y SKOV3, respectivamente (Shank et al., 2012). Este antecedente, sumado
a los resultados obtenidos en esta memoria de titulo sugieren que en células A2780 el
incremento en los niveles de miR-23b podria estar involucrado en los mecanismos anti
proliferativos de metformina a concentraciones micromolares, no asi en células SKOV3. Si
bien en este trabajo no fue evaluado, es importante estudiar en el futuro si la magnitud del
incremento en los niveles de miR-23b efectivamente tienen algun efecto sobre procesos

tumorales de células A2780.

Una posible explicacion del efecto diferencial de metformina observado en los niveles de
miR-23b en células A2780 y SKOV3, puede estar relacionado a los niveles basales de este
microRNA en cada linea celular, por lo que los efectos de metformina sobre el incremento
en los niveles de miR-23b podrian ser mas notorios en aquellas células con niveles basales
mas bajos de miR-23b, especialmente utilizando concentraciones bajas de metformina.
Nuestro grupo ha observado previamente que los niveles basales de miR-23b estan més
elevados en células SKOV3 que en células A2780 (Garrido, Salvatierra, et al., 2020), lo que
explicaria que los niveles de miR-23b en células SKOV3 permanezcan inalterados, mientras
gue en células A2780 aumenten de manera significativa, ante el estimulo de
concentraciones micromolares de metformina (Tabla 2). Es importante considerar que estos
efectos se estudiaron a temporalidades de 24 y 48 h, y seria importante dilucidar si existen
cambios en los niveles de miR-23b en células SKOV3 a tiempos mas prolongados de

tratamiento, con metformina en concentraciones micromolares.

En el caso de células OV90, la disminucién de los niveles de miR-23b resulta interesante e
indicaria que metformina regula de manera diferencial los niveles de un mismo microRNAs
segun el tipo celular en el cual actie. EI COE se puede clasificar dependiendo de las
caracteristicas morfoldgicas y moleculares en tumores tipo | y tipo Il (Kurman & Shih, 2016)
Las células OV90 son representativas de un COE tipo Il seroso de alto grado, que a
diferencia de células A2780 y SKOV3, que representan un COE tipo | (Beaufort et al., 2014),
es cromosémicamente inestable y posee mutaciones recurrentes que afectan a proteinas
como p53, retinoblastoma y la via de sefializacién Notch (Garrido et al., 2021). Esto puede
llevar a pensar que probablemente el efecto de metformina sobre los niveles de miR-23b
sea diferente en estas células (disminucién) y que obedezca a un mecanismo antitumoral

diferente, al menos a concentraciones micromolares de este farmaco. La discusion de este
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comportamiento en células OV90 serd abordada en mayor profundidad en la seccion 5.2,
en conjunto con los resultados sobre miR-145 en donde se obtuvo un comportamiento

similar.

Por otra parte, la efectividad de metformina 1 y 10 uM en células A2780 sobre el incremento
de los niveles de miR-23b es similar tras 48 h de tratamiento, y no aumenté a
concentraciones mas altas de 100 uM (Tabla 2). Estos resultados tienen una proyeccion
clinica relevante, ya que el incremento en los niveles de miR-23b ocurrié a concentraciones
bajas, del orden micromolar, y son cercanas a los valores de concentracion de metformina
que se han registrado en sangre de pacientes usuarios de este farmaco (hasta 20 uM) y
tumores ovaricos de pacientes (hasta 4 uM) (Graham et al., 2011; X. Liu et al., 2016).
Ademas, en pacientes, la metformina se administra diariamente y durante periodos
extendidos, por lo que este farmaco puede acumularse en tejidos ovaricos, es decir, las
pacientes se exponen por tiempos prolongados a la metformina y con refuerzos, pudiendo
tener un efecto mayor en cuanto al aumento de miR-23b. En este sentido, es importante
considerar que el aumento de miR-23b obtenido con metformina 10 uM en células A2780
fue mayor a tiempos largos (48h) comparado con las 24 h, sin embargo, seria importante
estudiar a futuro si los efectos de metformina sobre los niveles de miR-23b en esta linea
celular persisten en tiempos mas prolongados de tratamiento. Finalmente, estos resultados
sugieren que este farmaco podria ser util en el tratamiento de tumores primarios
(representados por las células A2780) de pacientes con COE en concentraciones
clinicamente relevantes. Sin embargo, es necesario realizar estudios preclinicos en

modelos animales para afirmar esto.

6.2. Concentraciones micromolares de metformina regulan de manera diferencial

la expresién de miR-145 en lineas celulares de COE.

Al analizar los resultados del tratamiento con metformina a concentraciones del orden
micromolar se observé que los niveles de miR-145 incrementaron Unicamente en células
SKOV3, mientras que en células A2780 y OV90 los niveles disminuyeron (Tabla 3). En este
caso, de forma similar a los resultados obtenidos en miR-23b, los efectos diferenciales de
metformina sobre los niveles de miR-145, pueden atribuirse a las diferencias que existen
entre las lineas celulares. Nuestro grupo ha observado que los niveles basales de miR-145

son mas bajos en células SKOV3 que en células A2780 (Garrido, Salvatierra, et al., 2020),
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lo que explicaria en parte el incremento de miR-145 observado en células SKOV3 a

concentraciones micromolares de metformina.

Las células SKOV3 son altamente migratorias e invasivas en comparacion a otras lineas
celulares de COE, como células A2780 (Hallas-Potts et al., 2019). miR-145 es considerado
un supresor de la migracién e invasion celular en diversas neoplasias malignas humanas
(Xu et al., 2019), y en células de cancer de ovario, incluyendo células SKOV3, posee
blancos relacionados a estos procesos, como mucina-1 (MUC1) y metaloproteinasa-16
(MMP16) (J. Li et al., 2021; H. Wu et al., 2013). Ademéas, metformina reduce la migracion e
invasion de células SKOV3 (Garrido, Salvatierra, et al., 2020), y se ha observado que a
concentraciones micromolares reduce la expresion de proteinas asociadas a estos
procesos (R. Zhang et al., 2015), lo que sugiere que el incremento en los niveles de miR-
145 por el tratamiento de metformina en concentraciones micromolares observado en

células SKOV3 podria tener un efecto inhibitorio sobre la migracién e invasion.

De manera similar a como se sefialé anteriormente, los resultados obtenidos en células
SKOV3 tienen una proyeccion clinica relevante, ya que el incremento en los niveles de miR-
145 se observo con el tratamiento de metformina 10 UM, concentraciones cercanas a los
valores encontrados en sangre de pacientes usuarios de este farmaco (hasta 20 uM) y
tumores ovaricos de pacientes (hasta 4 uM) (Graham et al., 2011; X. Liu et al., 2016). A su
vez, es importante destacar que metformina a bajas dosis produce tempranamente (24 h)
un aumento en los niveles de miR-145 en células SKOV3 (Tabla 3). Este resultado sugiere
que el tratamiento de metformina a dosis clinicamente relevantes puede ser efectiva
durante periodos tempranos del tratamiento en pacientes con COE, asi como también
sugiere que podria ser importante en la prevencién de ascitis maligna y la diseminacion de
células metastasicas a otros 6rganos. No obstante, seria importante estudiar estos efectos
en modelos animales, asi como también otras temporalidades de tratamiento y si la
magnitud del incremento en los niveles de miR-145 obtenidos con concentraciones bajas
de metformina ejerce un efecto negativo sobre procesos relacionados a migracion e

invasion en células SKOV3.

El trabajo en esta memoria de titulo mostr6é que en células A2780, concentraciones de 100
UM de metformina disminuyeron los niveles de miR-145, no asi a concentraciones mayores
(10 mM), donde se observé un aumento de los niveles de miR-145 (Tabla 3). Efectos

antiproliferativos de metformina en concentraciones micromolares han sido observados en
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otros estudios realizados en células A2780 (Shank et al.,, 2012). Esto sugiere que la
disminucion de los niveles de miR-145 en estas células podria ser necesaria para los
efectos antitumorales de metformina en estas concentraciones. Este efecto se obtuvo tras
24 h de tratamiento, sin embargo, no se observaron cambios luego de 48 h. Seria
importante evaluar a tiempos mas prolongados de tratamiento si este comportamiento
persiste y si efectivamente la disminucion de miR-145 esta asociada a mecanismo
antitumorales de metformina. Por otra parte, debido a que metformina tiene efectos
pleiotrépicos, es importante considerar posibles efectos compensatorios que podrian
influenciar los cambios en los niveles de miR-145 en células de COE.

Al respecto, se ha demostrado en células de cancer de ovario que la maduracion de miR-
145 esta regulada por la quinasa p70s6k, que desfavorece la accion de DICER sobre pri-
miR-145 (Lam et al., 2016). La quinasa p70s6k se encuentra rio debajo de la sefializacion
celular mediada por AKT, via de sefalizacion que en células de cancer de ovario se
encuentra sobre estimulada (Gao et al., 2004). La evidencia muestra que metformina inhibe
la via AKT de sefalizacion y la activacion de la quinasa p70s6k en células de cancer de
ovario (C. Li et al., 2012), por lo que es posible que el incremento en miR-145 observado
en células SKOV3 tenga que ver con la inhibicién de la via AKT por metformina. Sin
embargo, también se ha observado que metformina puede inducir la sefalizacién por AKT
como consecuencia de efectos compensatorios, a través de la activacién de muerte celular
y la inhibicibn de mTOR2 (Carew et al., 2011; Leclerc et al., 2013). Considerando estos
antecedentes, la disminucién en los niveles de miR-145 mediada por metformina en células
A2780 podria ser producto de efectos compensatorios que favorezcan la sefializacion de
AKT y en consecuencia la activacion de p70s6k que inhibiria la maduracion de miR-145,

efectos que podrian ser mas pronunciados a concentraciones bajas de metformina.

Por otra parte, los niveles de miR-23b en células A2780 incrementaron con el tratamiento
de metformina en concentraciones micromolares (Tabla 2), y se ha observado que miR-23b
es capaz de disminuir la expresion de p70s6k, lo cual podria favorecer la maduracion de
miR-145, pero también podria inducir un efecto compensatorio en favor de la sefializacién
por AKT y p70s6k, y en consecuencia disminuir los niveles de miR-145 maduro. Entonces,
dependiendo del contexto celular y la temporalidad escogida para la observacion, es posible
gue metformina pueda aumentar o disminuir los niveles de miR-145. Considerando los
efectos pleiotropicos de metformina, en estudios futuros seria importante considerar los

mecanismos regulacion de microRNA que existen en cada célula, asi como también los
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mecanismos mediante los cuales metformina logra regular la expresion de estos

microRNAs, para dilucidar estos hallazgos.

En células OV90, el tratamiento con metformina disminuyé los niveles de miR-145 (Tabla
3). Como se menciond anteriormente, este comportamiento es similar al que se observo en
los niveles de miR-23b, los cuales también disminuyeron en células OV90 (Tabla 2). En
ambos casos, la disminucién en los niveles de microRNAs ocurrieron a tiempos de
tratamiento prolongados (48 h), mientras que no se observaron cambios a temporalidades
de menores (24 h). Estos resultados sugieren que, en esta linea celular, metformina a bajas
dosis requiere de tiempos prolongados de tratamiento para disminuir la expresién de miR-
23b y miR-145. El efecto de metformina (a dosis bajas) en los procesos tumorales de las
células OV90 no ha sido evaluado hasta la fecha, por lo que se requiere de mas estudios
para dilucidar si la disminucion de los niveles de miR-23b y miR-145 efectivamente obedece
a un mecanismo antitumoral de metformina. Sin embargo, se ha observado que miR-23b
actia como un microRNA oncogénico en lineas celulares de cancer de pulmoén (Wang et
al., 2020) y considerando que las células OV90 provienen de un tejido metastasico
pulmonar de una paciente con COE, se podria pensar que en estas células miR-23b
pudiese actuar como un microRNA oncogénico debido a la influencia del microambiente
tumoral existente en el pulmén. De esta manera la disminucién de miR-23b por efecto de
metformina en esta linea celular pudiese obedecer a un mecanismo antitumoral en el
contexto celular de OV90. Seria importante estudiar el comportamiento de los microRNAs
de células de cancer ovarico segun los diferentes microambientes tumorales a las que se
expongan como consecuencia de metastasis a diferentes 6rganos, asi como también la
influencia que tiene metformina sobre los microRNAs en ese contexto, con el fin de evaluar

la accioén terapéutica de metformina en pacientes con COE avanzado.

Estudios cientificos destacan la importancia de distinguir los efectos que tiene metformina
a concentraciones suprafisiolégicas de aquellos que se consiguen en concentraciones
terapéuticas. Por ejemplo, se han propuesto diferentes modelos de la supresion de la
produccion de glucosa hepatica en funcién de las concentraciones de metformina, pudiendo
diferenciar mecanismos distintos para lograr el mismo efecto segun se utilicen dosis
supraterapéuticas o supraterapéuticas (He & Wondisford, 2015). Ademas, se ha sugerido
que los estudios que emplean altas concentraciones de metformina pueden enmascarar los
mecanismos que se observan a bajas concentraciones (He & Wondisford, 2015). En cuanto

a los efectos en cancer de ovario, el grupo de Erices et al., ha reportado que
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concentraciones elevadas (dosis suprafarmacolédgicas) de metformina poseen efectos
citotoxicos, mientras que metformina a concentraciones bajas (dosis terapéuticas), no
induce muerte celular o altera el ciclo celular, pero si incrementa la eficacia de farmacos
quimioterapéuticos en células de COE, lo que explicaria el efecto beneficioso de metformina
observado en estudios retrospectivos en pacientes diabéticas con cancer de ovario (Erices
et al.,, 2013, 2017). En concordancia con esto, Yu et al., ha demostrado que dosis
micromolares de metformina incrementan la sensibilidad a paclitaxel de células A2780 y
SKOV3 resistentes y que su mecanismo de accion involucra la regulacion del microRNA
oncosupresor miR-3127 (Yu et al., 2022). Sin duda estas observaciones reflejan la
diversidad y complejidad de la accion de metformina, asi como también la necesidad de
distinguir sus diferentes efectos segun la dosis y dilucidar los mecanismos de accién sobre

células de cancer de ovario.

A su vez, es importante considerar que la actividad y expresién de los microRNAs estan
sujetos a regulacion por la actividad de RNA enddgenos competitivos (ceRNA), como los
RNAs largos no codificantes (INcCRNAs). Los IncRNAs, al igual que los mRNAs pueden
poseer sitios de unién a microRNAs y competir por la unién a estos ultimos, resultando una
menor disponibilidad de microRNAs para silenciar mRNAs (Salmena et al., 2011). Estas
interacciones entre INncRNAs, miRNAs y mRNAs, forman redes complejas de regulacion
génica, y se ha descrito que estan involucradas en los mecanismos tumorales del cancer
ovarico (Braga et al., 2020; Ldpez-Camarillo et al., 2021). Se ha demostrado que
metformina es capaz de regular la expresion de IncRNAs oncogénicos que estan
involucrados en estas redes de interaccion en COE (Alimoradi et al., 2021), como por
ejemplo la interaccion que existe entre el IncRNA SNHG7 y miR-3127, en donde se
demostré que concentraciones micromolares de metformina disminuyen la expresion de
SNHG7 y aumentan la expresion de miR-3127 de manera concomitante en lineas celulares
de COE (Yu et al.,, 2022). Esto indicaria que los mecanismos por el cual metformina
incrementa la expresion de microRNAs supresores de tumores estan asociados a su
capacidad de regular negativamente IncRNAs oncogénicos. Si bien ain no se han descrito
que miR-145 y miR-23b participen de este tipo de interacciones en el contexto del COE,
seria interesante explorar estos mecanismos para dilucidar los efectos diferenciales de
metformina observados bajo concentraciones micromolares en este trabajo de memoria de

titulo.
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Los antecedentes expuestos y la evidencia mostrada en este trabajo indica que,
posiblemente los aumentos de miR-145 y miR-23b podrian estar implicados en los efectos
antitumorales de metformina en bajas dosis (micromolares), en las lineas celulares A2780
y SKOV3. Asi mismo, la disminucién de miR-23b y miR-145 en células OV90 por efecto de
metformina en bajas dosis también podria estar involucrada en los efectos antitumorales de
este farmaco. Sin embargo, es importante considerar que metformina tiene efectos
pleiotropicos, por lo que el aumento o disminucion de estos microRNAs corresponden a
solo una parte que explica los efectos antitumorales de metformina, y que, segun la dosis,
el tiempo y la linea celular, metformina puede actuar de forma diferencial, ejerciendo

mecanismos antitumorales diferentes.

6.3. Metformina en concentraciones supra terapéuticas incrementa los niveles
de miR-23b y miR-145

En cuanto a los resultados del tratamiento con metformina a concentraciones del orden
milimolar, se observé que la concentracion 1 mM los niveles de miR-23b son similares a los
obtenidos a concentraciones micromolares, es decir, incrementaron en células A2780,
permanecieron inalterados en células SKOV3 y disminuyeron en células OV90 (Tabla 2).
Este resultado sugiere que metformina 1 mM puede tener efectos equivalentes a los
obtenidos en concentraciones micromolares. En cuanto a los niveles de miR-145, el
tratamiento con metformina 1 mM aumenté los niveles Unicamente en células A2780,

mientras que en células A2780 y OV90 permanecieron inalterados (Tabla 3).

Nuestro equipo de laboratorio previamente demostr6 que el tratamiento con metformina 10
mM durante 48 h incrementa la abundancia de miR-145 y miR-23b en células A2780 y
SKOV3 (Garrido, Salvatierra, et al., 2020). En el presente trabajo, se logré replicar estos
resultados en ambas lineas celulares utilizando las mismas concentraciones, y ademas se
obtuvieron resultados similares trabajando en otra temporalidad (24 h de tratamiento) (Tabla
2 y Tabla 3). Adicionalmente, el incremento de los niveles de expresion de miR-145 y miR-
23b también se observé en células OV90, linea celular con la que no se habia trabajado en

este contexto previamente.

A diferencia de los resultados obtenidos con concentraciones mas bajas de metformina, la
estimulacion con metformina 10 mM produjo un aumento en los niveles de ambos
microRNAs, pero de diferente magnitud entre las lineas celulares de COE utilizadas. El

incremento de miR-23b y miR-145 a una misma temporalidad estudiada, fue mayor en
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células A2780, seguido de SKOV3y OV90, indicando que cada linea celular posee diferente
sensibilidad al tratamiento con metformina. En concordancia con esto, otros estudios han
observado que metformina inhibe la proliferacién celular mostrando una concentracion
inhibitoria del 50% (ICsg) de 9.89 mM y 41.7 mM en células A2780 y SKOV3,
respectivamente (Cui et al., 2020). Esto indica que efectivamente, las células A2780 son
mas sensibles que las células SKOV3 a la accion de metformina. Si bien no se tiene
referencia del ICso de metformina en células OV90, se esperaria una eficacia menor de este
farmaco comparado con células A2780 (de manera similar a lo encontrado en células
SKOV3).

Esta diferencia puede tener relacién con que este farmaco ingresa a las células a través de
OCTs y escapa de la célula mediante MATESs, de manera que la abundancia de estos, asi
como también las mutaciones que puedan presentar, determinaria las concentraciones
intracelulares que puede alcanzar metformina cada linea celular (Zolk, 2012). De acuerdo
a esto, hay autores que, en lineas celulares de cancer de ovario, han observado efectos
diferenciales de metformina de acuerdo a los niveles de expresién de OCTs (Segal et al.,
2011). Esto no se ha estudiado en las lineas celulares utilizadas en este trabajo, no
obstante, los resultados sugieren que las células A2780 poseen mayor nivel de expresion
de OCT comparado con las células SKOV3 y OV90. Por otra parte, si bien la relacion entre
la expresion de MATEs y la respuesta a metformina no ha sido estudiada en células de
cancer de ovario, se ha demostrado que algunas lineas celulares de cancer poseen
simultdneamente alta expresion de OCTs y baja expresion de MATEs, lo que incrementa
sustancialmente la concentracién intracelular y la sensibilidad a los efectos antiproliferativos
de metformina en comparacion a otras lineas celulares que no presentan estas
caracteristicas (Chowdhury et al., 2016). Por consiguiente, es necesario estudiar en el
futuro los niveles de estos transportadores en las lineas celulares de COE, ya que podria
ayudar a comprender mejor las diferencias en la sensibilidad a metformina que se

encontraron en este estudio.

Finalmente, considerando la literatura descrita y los hallazgos realizados en este trabajo de
memoria de titulo, se concluye que metformina puede regular la expresién de miR-145 y
miR-23b en concentraciones terapéuticas y supraterapéuticas, y se sugiere que ambos
microRNAs podrian estar implicados en los efectos antitumorales de metformina bajo estas
condiciones en lineas celulares de COE. Es necesario considerar el estudio de dosis

terapéuticas de metformina para entender de mejor forma los mecanismos antitumorales
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de metformina como una aproximacién clinica. Ademas, teniendo en consideraciéon la
heterogeneidad molecular del cancer ovarico y los efectos diferenciales de metformina en
las diferentes lineas celulares estudiadas, se propone que, si bien metformina exhibe
efectos antitumorales que involucran la modulacién de microRNAs, es necesario un mejor
entendimiento de como actla este farmaco en el contexto del cancer, asi como también
qué tipo de pacientes (de acuerdo a las caracteristicas del cancer) obtendrian mayor
beneficio de este farmaco con el propdsito de mejorar y personalizar las opciones

terapéuticas para pacientes con COE.
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7. CONCLUSIONES

Metformina en concentraciones terapéuticas y supraterapéuticas modula los niveles
de expresion de miR-23b y miR-145 en lineas celulares de COE de manera
diferencial, dependiendo de la linea celular estudiada y la temporalidad en la que se

efectle la medicion.

El comportamiento del aumento en los niveles de miR-145 y miR-23b observado en
las diferentes lineas celulares no permiten concluir que es proporcional a la dosis

de metformina, como planteaba la hipotesis.

La evidencia acumulada en la literatura cientifica y los resultados obtenidos en este
trabajo permiten sugerir que miR-23b y miR-145 pueden estar implicados en los
efectos antitumorales de metformina a concentraciones terapéuticas

(micromolares).

Es necesario considerar el estudio de dosis terapéuticas de metformina para
entender de mejor manera los mecanismos antitumorales de metformina como

aproximacion clinica.

31



8. PROYECCIONES

Dada la heterogeneidad molecular del COE es necesario un mejor entendimiento de cémo
actia metformina en este contexto. La modulacion de los niveles de miR-145 y miR-23b por
parte de metformina a concentraciones terapéuticas, y observada en las diferentes lineas
celulares que representan diferentes estadios de la progresion del COE, es una buena
aproximacion para sentar las bases de futuros estudios preclinicos que permitan
comprender los efectos y mecanismos antitumorales de metformina en las diferentes

manifestaciones clinicas del COE.

Debido a la importancia de miR-145 y miR-23b en el desarrollo y progresion del COE, asi
como también la capacidad de metformina de regular estos microRNAs como parte de sus
mecanismos antitumorales, seria importante explorar alternativas terapéuticas mas
eficientes y eficaces basadas en estas moléculas, como por ejemplo nano formulaciones.
Al respecto, nuestro grupo de investigacion ha realizado estudios in vitro en donde se evalta
la administracion de miR-145 mediante nanoparticulas de oro disefiadas para proporcionar
selectividad a células de COE, logrando efectos antitumorales en modelos de cultivos de
lineas celulares de COE 2D y 3D (Salas-Huenuleo et al., 2022). Ademas, actualmente, se
esta investigando una estrategia para administrar de manera conjunta metformina y
microRNAs (miR-23b y miR-145), para el desarrollo de una posible terapia anticancerigena

sinérgica.
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