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Resumen

El reposicionamiento de drogas en oncologia se refiere al uso de farmacos originalmente
formulados para otras indicaciones que mostraron potencial antitumoral. En este trabajo, se
seleccion6 un grupo de drogas en reposicionamiento que incluyen metformina (M, utilizada en el
tratamiento de la diabetes), propranolol (P, indicado para tratar la hipertension), cloroquina (CQ,
se usa en el tratamiento o prevencion de la malaria), DHEA (un precursor de hormonas sexuales),
orlistat (empleado en el tratamiento de la obesidad), atorvastatina (utilizado para tratar niveles
altos de colesterol) y dicloroacetato (un inhibidor de la piruvato deshidrogenasa cinasa). El
potencial antitumoral de estos farmacos se evalué in vitro en células de cancer de colon humano
HCT116 y HT29 a través de ensayos de viabilidad estandar, individualmente o de forma
combinada. Todos los farmacos probados inhibieron significativamente la proliferacion de células
HCT116 y HT29 de una manera dependiente de la dosis. De las combinaciones probadas, M+P
resultdé la mas atractiva en ambas lineas celulares, ya que mostré una fuerte inhibiciéon del
crecimiento incluso combinando dosis bajas de ambos farmacos (P <0,001). Adicionalmente, el
tratamiento mostro efectos significativos tanto sobre la capacidad migratoria celular, aumentando
el nimero de adhesiones focales en células tratadas, como en los niveles de apoptosis que
también se vieron incrementados por el tratamiento. Los datos preliminares de un modelo in vivo
con ratones BALB/c bajo un protocolo de carcinogénesis estandar de azoximetano (carcin6geno
iniciador)/sulfato de dextrano (agente promotor) indicaron un beneficio potencial de la

combinacion M+P en la prevencion del desarrollo de tumores de colon, sin sintomas asociados



de toxicidad. A través de la tincién inmunohistoquimica para el antigeno Ki67 se detecté un menor
namero de células proliferativas en tumores tratados, lo que confirmo el efecto del tratamiento in
vivo. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la terapia con medicamentos reposicionados
podria ser de interés para el tratamiento del cancer de colon y, en particular, la combinacion de
M+P podria inhibir su desarrollo y potencialmente el desarrollo de metastasis.

Palabras clave: reposicionamiento de drogas, cancer de colon, metformina, propranolol.

Introduccién

El proceso por el cual un medicamento se desarrolla, prueba, valida como seguro y finalmente se
utiliza en clinica es largo y costoso. Ademas el 90% de los medicamentos en desarrollo falla en
alguna etapa debido a problemas de seguridad o falta de eficacia (Grainger, 2015; Mohs et al.,
2017). El reposicionamiento de drogas permite expandir el rango terapéutico de un medicamento
ya aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) a través de la
identificacion de nuevos usos para drogas conocidas, diferentes a los que fueron originalmente
prescriptas. Las principales ventajas del reposicionamiento de farmacos son, primero que se parte
de compuestos con perfiles de seguridad y farmacologia bien caracterizados y segundo, que son
medicamentos de bajos costos y de facil acceso.

En la actualidad el numero de muertes en el mundo a manos del cancer no ha retrocedido. Los
esfuerzos en la comprension de los procesos que manejan el desarrollo tumoral y el progreso en
estrategias de prevencion y tratamientos adn siguen siendo puntos de inflexién en el ambito
cientifico-médico. En nuestro pais el cancer colorrectal es el segundo cancer con mas indice de
muertes anuales (Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer, afio 2012); esto se debe
principalmente a que en la gran mayoria de los casos los tumores son detectados en etapas
avanzadas de desarrollo debido a la falta de controles periédicos (Gualdrini et al., 2011). Los
canceres avanzados tienen mas probabilidades de desarrollar resistencia a las quimioterapias
convencionales (Housman et al., 2014; Raguz et al., 2008) y a generar metastasis.

Durante mucho tiempo el estudio del cancer se direccioné al entendimiento de las bases
genéticas de la enfermedad. En la actualidad ya se han identificado millones de tipos de
modificaciones genéticas en las células cancerigenas con respecto a las células normales, como
mutaciones puntuales, rearreglos genémicos, fusiones y delecciones génicas, entre muchas otras
(Wishart, 2015). Toda esta informacion ha complicado el abordaje de la enfermedad desde una

Unica perspectiva. Sin embargo, estudios en los Ultimos afios, determinaron que la mayoria de



estas diferencias genéticas afectan la forma en que las células cancerigenas toman y procesan

los nutrientes del medio externo. En el metabolismo celular modificado de las células

cancerigenas existen reorganizaciones de las vias de captacion y procesamiento de glucosa y

otros nutrientes claves en la obtencion de energia, como la glutamina. Todas estas variaciones

estan orientadas al mejoramiento de la sintesis de los mas importantes bloques de construccién

de nuevas células, proteinas, nuclettidos y lipidos y tienen crucial importancia no sélo durante

el desarrollo tumoral, sino también durante el desarrollo de resistencia a las quimioterapias

convencionales (Soga, 2013).

En este trabajo se propone que las reorganizaciones metabdlicas que afectan las vias de

utilizacion de nutrientes en células de CCR pueden ser utilizadas para la implementacion de

terapias blancos que permitan el reposicionamiento de drogas que actien especificamente sobre

estas diferencias. Para probar esto, se seleccioné un grupo de drogas conocidas con efectos

sobre el metabolismo celular y se evalué su impacto sobre la proliferacion de lineas celulares de

CCR.

Entre las drogas seleccionadas se encuentran: la metformina (M), un farmaco antidiabético del
tipo biguanida que se utiliza cominmente en el tratamiento y prevencion de la diabetes tipo 2,
cuyos mecanismos moleculares incluyen la activacion de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) (Salani et al., 2014); el propanolol (P) se utiliza en el tratamiento de la hipertension, es un
beta blogueante que afecta la actividad de la PKA (Pantziarka et al., 2016); la cloroquina (CQ),
una droga comunmente utilizada para el tratamiento de la malaria, aunque su mecanismo de
accién aun no ha sido totalmente dilucidado se ha registrado actividad antiautofagica en células
cancerigenas (Kimura et al., 2013); dehidroepiandrosterona (DHEA), un precursor de hormonas
sexuales inhibidor de la ruta pentosa fosfato (Lai et al.,, 1991); orlistat (ORL) un farmaco
antiobesidad que afecta la ruta de biosintesis de acidos grasos (Zhao et al., 2013); atrovastatina
(ATOR), usada para el tratamiento de los niveles altos de colesterol, inhibe la actividad de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa (Yang et al., 2010); y acido dicloroacético

(DCA), un inhibidor de la PDK utilizado en el tratamiento de la acidosis lactica (Cairns et al., 2011).

Objetivos
- Evaluar el potencial antitumoral de un grupo de medicamentos en reposicionamiento que

afectan el metabolismo celular en lineas celulares de CCR.



- Estudiar el efecto “in vitro” de la combinacion de propranolol y metformina.
-Determinar el efecto de la combinacién de propranolol y metformina sobre el desarrollo tumoral

en un modelo murino de CCR inducido quimicamente.

Materiales y Métodos

In vitro:

¢ Se realizaron ensayos de viabilidad celular (actividad metabdlica) por reduccion de sales de
tetrazolio (MTT) en lineas celulares de CCR.

Se sembraron 5x102 células de la linea celular de CCR HCT116 en placas de 96 pocillos que
fueron incubadas por 36 h a 37°C a una atmésfera de 5% de CO; con dosis crecientes de las
drogas seleccionadas (Tabla 1). Al finalizar el tiempo de incubacion se retir6 el tratamiento y se
agrego6 el MTT durante 40 minutos. Posteriormente las células fueron lisadas con DMSO vy la
cantidad de MTT metabolizado se midi6 por espectrofotometria a una absorbancia de 570 nm.
El mismo ensayo se realiz6 sobre la linea celular HT29 utilizando como tratamientos las drogas
propranolol, cloroquina, metformina y combinaciones de las mismas a concentraciones

crecientes (Tabla 1, Izquierda).

_Farmacos Dosis ensayadas Combinaciones Dosis ensayadas
individuales Yy
Metformina 1al0 mM M(1TmM)+ P(1uM)
Propranolol 1a10 uM M+P M(2,5mM)+ P(2,5uM)
Cloroguina 0,5a10 yM M(1mM)+ CQ(1uM)
DHEA 1a20 uM M+CQ M(2,5mM)+ CQ(2,5uM)
Orlistat 1a20uM (1uM)+ CQ(1uM)
Atorvastatina 1a20 pM P+CQ M(2,5uM)+ CQ(2,5uM)
DCA 1 a50puM
Tablal. Derecha, dosis de los tratamientos individuales utilizados en los ensayos de viabilidad celular. e Se
Izquierda, combinaciones de dosis entre M, P y CQ. realizé un

ensayo
TUNEL para evaluar el efecto apoptético de la combinacién M+P sobre la linea celular HCT116.
Para ello se sembraron tres grupos de células sobre cubreobjetos, un grupo tratadas con M+P a
dosis 2,5mM y 2,5uM respectivamente, un grupo control negativo sin tratamiento y un grupo
control positivo tratado con 5-FU 5uM. El ensayo se realiz6 utilizando el kit “In Situ Cell Death

Detection” de Roche de acuerdo al protocolo del proveedor. Las células TUNEL-positivas se



cuantificaron visualmente con un microscopio de inmunofluorescencia estandar. Se realiz6 una
prueba t para determinar diferencias significativas (p<0,05).

Para complementar el analisis el grupo control y los grupos tratados (con M, P o M+P) fueron
colectados, lavados y tenidos con Anexina V-FICT (AP-Biotech) y loduro de propidio. Las tasas
de apoptosis se determinaron mediante citometria de flujo. A través de una prueba T se
identificaron diferencias significativas (p<0,05).

e Se realiz6 un ensayo de herida en la linea celular HCT116 para evaluar el efecto de M, P y
sus combinaciones sobre la capacidad de migracion celular.

Se cultivd una monocapa de células HCT116 hasta el 90% de confluencia, el cultivo se realiz6 a
37°C en una atmésfera de 5% de CO, en DMEM suplementado con SFB al 10%. Posteriormente
se retird el medio y se realiz6 la herida con un microtip amarillo estéril, se agregé medio DMEM
con suero el 0,1% mas los tratamientos: metformina 2,5 mM, propranolol 2,5 uyM vy las
combinaciones M+P (ImMy 1uM), M+P (2,5mM y 2,5uM) y un grupo control. Se tom6 una foto
de la herida inmediatamente después de ser realizada (TO) y otra a las 24 hs de tratamiento (T1);
se cuantifico el &rea de la herida y se determinaron si las diferencias fueron significativas entre
los tratamientos a través de un analisis ANOVA y el test de comparaciones multiples de Tukey-
Kramer (p<0,05).

e Se realizaron inmunotinciones para evaluar el efecto de la combinacion de M+P sobre la
distribucién celular de las proteinas vinculina, tubulina y FAK, importantes proteinas relacionadas
con la adhesion focal y la capacidad migratoria de las células.

Se sembraron 5x10° células de la linea celular HCT116 sobre cubreobjetos, un grupo de los
cuales fue tratado con la combinacion M+P, otro grupo fue mantenido como control. La células
se fijaron con paraformaldehido 4%, se permeabilizaron en una solucion 0,3% de Triton-X100 en
PBS por diez minutos y se incubaron con BSA al 2,5% durante una hora a temperatura ambiente.
Se realizaron tres lavados de 2 minutos en PBS entre cada paso. Para la tincion de las proteinas
de interés se incubaron las células con el anticuerpo primario durante dos horas a temperatura
ambiente. Las diluciones utilizadas fueron: FAK (Santa Cruz Biotechnology) 1:50, Tubulina
(Sigma-Aldrich) 1:200 y Vinculina (Santa Cruz Biotechnology) 1:1000. Se realizé una incubaciéon
con una dilucién 1:200 de anticuerpo secundario conjujado a Alexa Fluor 488 a temperatura
ambiente en oscuridad durante una hora y luego de tres lavados en PBS, las células se incubaron
por 20 minutos con faloidina-rodamina 1:200 y posteriormente con DAPI 1:10000 durante 5

minutos a temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron examinados en un microscopio



confocal equipado con epifluorescencia y fotografiados con un objetivo 40X. Se cuantificé el

namero de uniones focales en los grupos control y tratados.

In vivo:

e Para la obtencién de un modelo murino de CCR se utilizaron ratones BALB/c que fueron
tratados durante ocho semanas siguiendo un protocolo estandar de carcinogénesis que utiliza
azoxymetano y dextran sulfato de sodio para inducir el desarrollo de tumores colorrectales
(Neufert et al., 2007). Transcurrido el tiempo de induccion los animales fueron divididos en un
grupo control y un grupo tratado, al Gltimo se le administré6 como tratamiento M+P durante seis
semanas en el agua de bebida (400 mg/kg/dia y 7 mg/kg/dia respectivamente). Luego los
especimenes fueron sacrificados, se removié el colon y se cuantifico el nUmero de tumores en
ambos grupos. Para poner en relieve las formaciones tumorales, los intestinos se tifieron con
colorante azul de metileno 0,5% y se visualizaron bajo una lupa. A través de una prueba T se
determiné si las diferencias fueron significativas (p<0,05).

e Para detectar diferencias en la proliferacion celular entre los tumores control y tratados con
M+P, se tomaron muestras de tumores colorrectales de especimenes de ambos grupos que
fueron incluidas en tacos de parafina. Con un micrétomo se obtuvieron porciones de tejido de 6
micras que se fijaron en portaobjetos. El tejido fue sometido a un proceso de desparafinacion,
bloqueo de peroxidasa enddégena con perdxido de hidrogeno, bloqueo de sitios inespecificos con
suero de caballo e incubacion overnight en una dilucion 1:400 de anticuerpo policlonal de conejo
para Ki67 (Leica Biosystems). Posteriormente se lo incub6 durante 30 minutos con una diluciéon
1:50 del anticuerpo secundario, se lavé con TBS y se incubd durante 30 minutos mas con un
complejo ABC. Para el revelado se utilizé DAB, se realiz6 una contratincion con hematoxilina y
una posterior decoloracion con una solucion alcohol-acida (70% etanol y 1% acido clorhidrico).
Finalmente el tejido fue deshidratado y montado con cubreobjeto. Las muestras se observaron
bajo microscopio 6ptico con un objetivo de inmersién 100x. Se tomé igual nimero de fotos por
porcién de tejido, y se cuantificaron las células Ki67+ en cada campo. Se realiz6 una prueba T

para determinar diferencias significativas entre el grupo tratado y control (p<0,05).

Resultados y discusién

A pesar de que los efectos del tratamiento con metfomina y propanolol individualmente han sido

caracterizados en algunos tipos de cancer (Al-Wadei et al., 2009; Dowling et al., 2011; Pasquier



et al., 2011; Pierotti et al., 2013), investigaciones recientes sobre el efecto de la combinacion de
M+P sobre un modelo “in vivo” de cancer de mama mostraron que la combinacion de estas
drogas disminuye la velocidad de crecimiento de tumores de mama triple negativos murinos,
prolongando la supervivencia de los animales sin generar efectos téxicos, inhibiéndose ademas
el desarrollo y crecimiento de metastasis pulmonares con mayor efectividad que los tratamientos
individuales (Rico et al., 2017).

En este trabajo se utilizaron un grupo de drogas que afectan el metabolismo celular para evaluar
su impacto sobre la proliferacién de la linea célular HCT116. Los tratamientos mostraron un
efecto significativo (p<0,05). La combinacion de M+P expuso efectos mas fuertes que los
tratamientos individuales, incluso a bajas dosis de ambas drogas (Figura 1).

Dado el resultado de las combinaciones de las drogas M, P y CQ sobre la proliferacion de la linea
celular HCT116, se evalu6é también su efecto sobre la linea HT29. Se detectaron diferencias
significativas con respecto al crecimiento normal especialmente a dosis altas. Nuevamente el
efecto més fuerte fue el de la combinaciéon de M+P (p<0,05; Figura 2).

Para validar si el tratamiento con M+P ademas de inhibir la proliferacion celular, también era
capaz de promover la muerte celular, se evalué el efecto apototico de M+P a través del ensayo
TUNEL sobre la linea celular HCT116, determinandose diferencias significativas entre el grupo
tratado con M+P y el grupo control no tratado. Como control positivo se utilizaron células tratadas
con 5-FU 5uM (P<0.001; Figura 4). Adicionalmente, en un analisis preliminar de los niveles de
apoptosis medidos por citometria de flujo también se observaron diferencias significativas del
tratamiento de M+P con respecto al control (p<0,05; Figura 4).

Los efectos sobre la muerte celular programada de los tratamientos con metfomina'y propranolol
individualmente han sido estudiados en varios tipo de cancer (Wang et al., 2008; Wu et al., 2011).
El efecto de metfomina sobre la apoptosis celular en colon, estaria relacionado con la
sobreexpresion del receptor adenosina A1(ADORA1) (Lan et al.,, 2017), mientras que el

propranolol involucra la sobreactivacion de las ruta de las caspasa-3, -8, y -9 (Chin et al., 2016).

Con el propdsito de estimar de manera indirecta un posible efecto de la combinacion M+P sobre

la capacidad metastasica de las células derivadas de CCR, estudiamos el efecto de
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Figura 1. (A) Ensayos de proliferacion de tratamientos individuales. (B-D) Analisis del efecto de la
combinacién de algunas drogas sobre el crecimiento celular. B: panel izquierdo, M 1mM y P 1uM;
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P<0.05. ** P<0.01. *** P<0.001).
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estas drogas sobre la capacidad migratoria celular a través de un ensayo de herida. Los
resultados indicaron que la combinaciébn de M+P indujo una reduccién significativa en el
comportamiento migratorio de la linea celular HCT116 que difirié de los tratamientos individuales
. Efectos sobre la migracién celular ya habian sido reportados en tratamientos con los farmacos
por separado en varios tipos de cancer, como lineas celulares de cancer uterino (Lamy et al.,
2010; Sarfstein et al., 2013), tiroideo (Han et al., 2015) y de colon (Han et al., 2015), entre otros
(Figura 3).
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Otro evento celular altamente asociado con la capacidad metastasica es la propiedad de las
células de reordenar su citoesqueleto y soltarse de los puntos de adhesion que las mantiene
unidas a la matriz extracelular. Para evaluar un posible efecto del tratamiento de M+P sobre el
reordenamiento del citoesqueleto y la remocion de adhesiones focales, se realizaron
inmmunotinciones con el fin de visualizar las proteinas citoesquélticas actina y tubulina, y las
proteinas implicadas en el mantenimiento de adhesiones focales FAK y vinculina; observandose
diferencias tanto en la disposicion del esqueleto de actina como de microttbulos, y en el nimero
de adhesiones focales entre las células tratadas con M+P y el grupo control. Estas proteinas se

encuentran ampliamente involucradas en la capacidad de migracién celular y estarian
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directamente relacionadas con el potencial metastésico de las células cancerigenas. A grande
rasgos, las tinciones de FAK y vinculina permitieron visualizar un mayor nimero de adhesiones
focales en las células tratadas con M+P (p<0,05), lo que indirectamente permite inferir una
reduccion en su capacidad migratoria. Asimismo, en las tinciones de tubulina se observaron

diferencias en la disposicion de los microtubulos en las células tratadas (Figura 5).

Para estudiar el efecto “in vivo” de la combinacién de M+P se generé un modelo de CCR
guimicamente inducido en un grupo de ratones BALB/c. Luego de la induccién los individuos
fueron divididos en dos grupos: un grupo control y un grupo tratado con M+P. Al finalizar el
tratamiento los especimenes se sacrificaron, el colon fue extirpado quirdrgicamente y se
cuantifico el niumero de tumores en ambos grupos. Los resultados de la cuantificacion
establecieron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 6), observandose un menor

numero de tumores en el grupo tratado con respecto al control (p<0,05).

A C

control
F-actina - DAPI - Tubulina F-actina - DAPI - Vinculina F-actina - DAPI - FAK

Figura 5. Inmunotincion de proteinas
relacionadas con citoesqueleto y placas de
adhesion focal en células control y tratadas
con M+P. En todos los casos, la F-actina se
visualiza en rojo mediante la tincién con
faloidina-rodamina y los ndcleos en azul con
DAPI. Tubulina (A), Vinculina (B) y FAK (C) se
detectaron en verde. En la figura D se observa
el porcentaje de células en funcién del nimero
de adhesiones focales para ambos

tratamientos.
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Por ultimo, para evaluar la actividad proliferativa de las células tumorales se tom6é una seccion de
tumor de animales del grupo control y tratado, en el que se realiz6 una inmunotincién del
marcador de proliferacion celular Ki67. La comparacién estadistica del nimero de células Ki67+
en ambos grupos arrojo un resultado significativo, observandose mayor cantidad de células
proliferantes en los tumores colorrectales del grupo control con respecto al grupo tratado (p<0,05;

Figura 7).
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Figura 6. Cuantificacion de tumores observados bajo el microscopio tanto en el intestino delgado como en
el colon de ratones BALB / ¢ después del protocolo de carcinogénesis con azoximetano / sulfato dextrano.

Cada punto representa la cantidad de tumores de un animal individual. (C: n=15; M + P: n = 12).
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Figura 7. A laizquierda se observan imagenes tomadas bajo microscopio con objetivo de inmersion 100x
de cortes de tumores colorrectales con inmunotincién del marcador de proliferacion celular ki67. A la

derecha el resultado de la cuantificacion de células Ki 67 positivas en ambos grupos de tratamiento.

Conclusién

Nuestros resultados mostraron que farmacos utilizados para el tratamiento de otras patologias
gue afectan diferentes targets metabdlicos celulares mostraron un efecto antiproliferativo en
modelos in vitro e in vivo de cancer colorrectal. La combinacion de M+P inhibio el crecimiento de
dos lineas celulares de cancer de colon, aumentando los niveles de apoptosis de las células
tratadas, afectando los procesos de migracion, y modificando el nUmero de adhesiones focales
en las células. Estudios previos en cancer de mama habian descrito buenos resultados para el
tratamiento con M+P; nuestras investigaciones mostraron ademas, un efecto antiproliferativo del
tratamiento en un modelo in vivo de cancer colorrectal en el que redujo significativamente el
numero de tumores del grupo tratado.

A futuro, una caracterizacibn mas profunda del efecto de esta combinacion de farmacos en
reposicionamiento en modelos de CCR permitiria sugerir el uso de los mismos como un
tratamiento alternativo del CCR, o como tratamiento preventivo en patologias con sindrome de
poliposis intestinal. Del mismo modo, la evaluacion de nuevas combinaciones de drogas en
reposicionamiento con efectos sobre distintas vias metabdlicas en otras lineas celulares de CCR

contribuiria al avance en el desarrollo de nuevos tratamientos en la terapia contra el cancer.
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	Para complementar el análisis el grupo control y los grupos tratados (con M, P o M+P) fueron colectados, lavados y tenidos con Anexina V-FICT (AP-Biotech) y Ioduro de propidio. Las tasas de apoptosis se determinaron mediante citometría de flujo. A tra...
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	Se sembraron 5x103 células de la línea celular HCT116 sobre cubreobjetos, un grupo de los cuales fue tratado con la combinación M+P, otro grupo fue mantenido como control. La células se fijaron con paraformaldehido 4%, se permeabilizaron en una soluci...
	In vivo:
	 Para la obtención de un modelo murino de CCR se utilizaron ratones BALB/c que fueron tratados durante ocho semanas siguiendo un protocolo estándar de carcinogénesis que utiliza azoxymetano y dextran sulfato de sodio para inducir el desarrollo de tum...
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	Resultados y discusión
	En este trabajo se utilizaron un grupo de drogas que afectan el metabolismo celular para evaluar su impacto sobre la proliferación de la línea célular HCT116. Los tratamientos mostraron un efecto significativo (p<0,05).  La combinación de M+P expuso e...
	Con el propósito de estimar de manera indirecta un posible efecto de la combinación M+P sobre la capacidad metastásica de  las  células  derivadas  de  CCR,  estudiamos  el  efecto  de
	estas drogas sobre la capacidad migratoria celular a través de un ensayo de herida. Los resultados indicaron que la combinación de M+P indujo una reducción significativa en el comportamiento migratorio de la línea celular HCT116 que difirió de los tra...

