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RESUMEN

El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) es una hormona liberada por el
higado, que cuando se une al receptor de IGF-1 (IGF1-R) activa diversas vias de
sefializacion, dando como efectos importantes la proliferacion celular, migracion, y
angiogénesis, a su vez, se ha observado que el IGF-1 se encuentra sobreexpresado
en el cancer de mama. El cancer de mama es el tipo de cancer mas comun en las
mujeres a nivel mundial y en México, en el afio 2020 se registraron alrededor de 2.2
millones de decesos por esta enfermedad. El antagonista del IGF-1, AG1024,
obstruye al IGF- 1R y a su vez bloquea la cascada de sefializacion, por lo que podria
ser un objetivo para un potencial tratamiento contra el cancer de mama. Por otro
lado, el 5-fluorouracilo (5-FU) es un farmaco ampliamente utilizado en diversos tipos
de cancer, sin embargo, su principal efecto adverso es la quimioresistencia. El
objetivo de esta investigacion fue observar si el AG1024 tiene un efecto
antiproliferativo, antimigratorio y antiangiogénico y, ademas, si este efecto se ve
aumentado por el uso en conjunto con el 5-FU en células de cancer de mama MCF-
7y MDA-MB-231 en modelos in vitro (conteo por azul de tripano y ensayo de herida)
e in vivo utilizando un modelo de la membrana corioalantoidea de embrién de pollo
(CAM). Se obtuvo que en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231, el IGF-1 tuvo efecto
proliferativo, pro migratorio y pro angiogénico a concentraciones de 100 ng/mL vy
150 ng/mL, respectivamente; el AG1024 tuvo un efecto antiproliferativo,
antimigratorio y antiangiogénico a 10 uM y 15 pM, respectivamente; y el 5-FU solo
presento efecto antiproliferativo a 52.51 uM y 299.1 uM respectivamente y no mostro
sinergismo con el AG1024 para ninguno de los efectos evaluados en este proyecto.
El AG1024 tuvo la capacidad de inhibir los efectos del IGF-1R en presencia de su
ligando natural, el IGF-1. Los resultados reportados en este proyecto contribuiran
en la caracterizacion de los efectos anticancerigenos del AG1024, como molécula

prometedora para desarrollar terapias innovadoras contra el cancer de mama.

Palabras clave: IGF-1, IGF-1R, AG1024, 5-FU, cancer de mama, angiogénesis,
modelo CAM.



ABSTRACT

Insulin-like growth factor (IGF-1) is a hormone released by the liver, when this
molecule is bound to the IGF-1 receptor (IGF1-R) it activates various signaling
pathways that promotes important effects as cell proliferation, migration
angiogenesis and metastasis. It has been observed that IGF-1 is over-expressed in
breast cancer. Breast cancer is the most common type of cancer worldwide and in
Mexico in women. Around 2.2 million deaths were registered in 2020. The IGF-1
antagonist, AG1024, blocks IGF-1R and the signaling cascade, so it might be
proposed as a target for a potential treatment against breast cancer. On the other
hand, 5-fluorouracil (5-FU) is a widely used drug in various types of cancer,
however, drug resistance is known as the main adverse effect. The aim of this work
was to observe if AG1024 has an antiproliferative, antimigratory and antiangiogenic
effect and, furthermore, if this effect is increased in combination with 5-FU in MCF-
7 and MDA-7 breast cancer cells in in vitro (quantification by trypan blue and
wounding healing assay) and in vivo models using a chick embryo chorioallantoic
membrane (CAM) model. The results showed that in MCF-7 and MDA-MB-231
lines, IGF-1 has a proliferative, pro-migratory and pro-angiogenic effect at
concentrations of 100 ng/mL and 150 ng/mL, respectively; AG1024 has an anti-
proliferative, antimigratory and antiangiogenic effect at 10 uM and 15 uM,
respectively; and 5-FU only presented antiproliferative effect at 52.51 uM and 299.1
UM respectively. In addition, it did not show synergism with AG1024 for any of the
effects evaluated in this work. AG1024 had the ability to inhibit the effects of IGF-
1R in the presence of its ligand, IGF-1. The results reported in this project will
contribute to the characterization of the anticancer effects of AG1024, as a molecule

to develop innovative therapies against breast cancer.

Keywords: IGF-1, IGF-1R, AG1024, 5-FU, breast cancer, angiogenesis, CAM

model.



1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad donde un grupo de células se multiplican sin control

y de manera autbnoma, invadiendo localmente y a distancia otros tejidos (Alberts,
2015). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la segunda
causa de muerte en el mundo (OMS, 2020). El cAncer de mama se ubica en el quinto
lugar de tipos de cancer mas mortales (IARC, 2018) y ocupa el primer lugar en
mortalidad en la mujer tanto de paises desarrollados como en los paises en
desarrollo (OMS, 2019). El cancer de mama se desarrolla cuando se conjugan
diversos factores de riesgo, como el historial familiar, factores reproductivos, la
exposicion al estrogeno, el estilo de vida, entre otros (Yi-Shen y col., 2017). Existen
diversos medicamentos quimioterapéuticos para combatir el cancer de mama, sin
embargo, algunos de éstos no son selectivos, ocasionando una variedad de efectos
secundarios que deterioran la calidad de vida de las pacientes y qué en su mayoria,
no logran detener la progresion del cancer. Una nueva estrategia para combatir el
cancer de mama es la inhibicién del receptor de IGF-1R. Estudios recientes en
modelos animales se ha demostrado que el IGF-1 esta involucrado en los procesos
de angiogénesis. Esta investigacion propone el uso de la tirfostina AG 1024
(AG1024), un inhibidor del receptor de IGF-1R que actla inhibiendo la
autofosforilacion de los receptores tirosin cinasa, para evaluar su capacidad
inhibitoria en la proliferacién, migracion y angiogénesis de las lineas celulares de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 en el modelo de CAM.



2. ANTECEDENTES

2.1 Céancer

El cancer se caracteriza por la adquisicion de capacidades funcionales por parte de
las células durante su transicion de estados de crecimiento normales a neoplasicos,
gue son esenciales para el desarrollo de tumores malignos (Hanahan, 2022). El
cancer se refiere dentro de un grupo de condiciones fisiopatolégicas mas mortales
y diagnosticadas en todo el mundo, las condiciones de la enfermedad se
caracterizan comunmente por una proliferacion celular sin restricciones y vias de
senescencia replicativa disfuncionales (ACS, 2019). Pese a la rigurosidad de las
vias de control del ciclo celular que involucran ciclinas y quinasas dependientes de
ciclinas, los defectos genéticos observados en estas moléculas son caracteristicas

comunes de las células cancerosas (Diori y Sanlier, 2021).

La principal causa de muerte en todo el mundo es el cancer, con casi 10 millones
de defunciones en poblacién adulta (NIH, 2021). Los canceres mas importantes en
2020 de acuerdo con la OMS (2022), segun el nimero de casos nuevos en ambos
sexos y la mortalidad son:

- De mama (2.26 millones de casos, 684,996 defunciones);

- De pulmén (2.21 millones de casos, 1.8 millones de defunciones);

- Colorrectal (1.93 millones de casos, 935,173 defunciones);

- Gastrico (1.09 millones de casos, 768,793 defunciones);

- Hepatico (905,677 de casos, 830,130 defunciones);

El cancer es una enfermedad de multiples etapas, con el desarrollo patolégico de

un tumor precanceroso a un tumor maligno. Los cambios ocurren debido a la

interaccién entre factores genéticos y factores externos (OMS, 2022):

- La radiacion ultravioleta o ionizante (carcindégenos fisicos).

- Las sustancias presentes en el humo del cigarro, las aflatoxinas en los
alimentos, y el arsénico en el agua potable (carcinégenos quimicos).

- Algunos pardsitos, virus y bacterias (carcindbgenos biolégicos).



La acumulacion de factores de riesgo para ciertos tipos de cancer conduce a un
aumento en la incidencia del cancer a medida que las personas envejecen. Con el
paso de la edad, se pierde la eficiencia en los mecanismos de reparacion celular. El
riesgo de cancer y otras enfermedades no transmisibles también esta influenciado
por el tabaco, el consumo de alcohol, la baja actividad fisica, los malos habitos
alimenticios y la contaminacion del ambiente (Ferlay y col., 2020).

Ademas, se ha establecido que ciertas infecciones crénicas estan predispuestas a
una mayor incidencia de cancer en la poblacién, particularmente en paises en
desarrollo y de bajos ingresos (de Martel y col., 2020). De acuerdo con la OMS
(2020), la mayoria de los casos diagnosticados de cancer en todo el mundo en 2018
fueron causado por infecciones por Helicobacter pylori, virus de la hepatitis By C,
virus del papiloma humano, y el virus de Epstein-Barr.

2.2 Procesos involucrados en la progresion del cancer

A medida que se desarrolla la enfermedad del cancer, las células malignas
adquieren caracteristicas distintivas, que son comunes en todos los tipos de
canceres. Las diez habilidades biol6gicas que adquiere el cancer durante su

desarrollo se enumeran a continuacion (Hanahan, 2022):

- Sefiales de proliferacion constantes.

- Mecanismo para evadir las sefiales de anticrecimiento.
- Evasion de la muerte celular.

- Establecimiento de la inmortalidad replicativa.

- Angiogénesis constante.

- Migracion local e invasién a otros tejidos a distancia.

- Senescencia celular.

- Plasticidad fenotipica.

- Microbiomas polimérficos

- Reprogramacion epigenética no mutacional.



2.2.1 Migracioén

Se entiende por migracion celular al proceso por el cual las células cambian su
localizacion de una region a otra por medio de mecanismos de adhesion propios
(Trepaty col., 2012). En el organismo adulto, la migracion celular es necesaria para
una adecuada respuesta inmunitaria, la cicatrizacion de las heridas y la homeostasis
tisular; sin embargo, también esta implicado en el avance de células malignas y por
ende, favorece la metéastasis celular ocasionando una menor supervivencia en

pacientes cuyo cancer continua en progresion (Trepat y col., 2012).

2.2.2 Metéstasis

De acuerdo con el Instituto Nacional del Cancer (NIH) se considera metastasis al
proceso por el que las células cancerosas se diseminan a otras partes del cuerpo
(NIH, 2020), por lo que este concepto difiere con la migracion, pues en esta ultima
las células cancerigenas se mantienen de manera local mientras que en la
metastasis las células invaden tejidos lejanos. La transicion epitelial-mesenquimal
(EMT) vy las células iniciadoras tumorales (CSC) son los principales factores que
contribuyen a la metastasis de las células tumorales. En consecuencia, las vias de
sefalizacion implicadas en ambos procesos son dianas terapéuticas apropiadas en
el tratamiento de la metastasis (Babaei y col., 2021).

2.2.3 Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso fisiolégico que consiste en la formacion de vasos
sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes formados en la etapa
temprana de la vasculogénesis. La angiogénesis juega un papel importante en el
desarrollo del cancer, ya que permite el suministro de oxigeno, nutrientes y factores
de crecimiento, asi como la diseminacion del tumor a 6rganos distantes (Al-Ostoot
y col., 2021). En ausencia del soporte vascular, los tumores pueden volverse
necroticos o incluso apoptoticos (Zhang y col., 2020). Como resultado, la
angiogénesis es un factor critico en la tumorigénesis. Ademas, la angiogénesis no
solo es necesaria para que el cancer se desarrolle e invada los tejidos circundantes,
sino que también es necesaria para los procesos de metastasis. Las células

cancerosas necesitan llevar nuevos vasos sanguineos para mantener su
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crecimiento en sus nuevas ubicaciones para poder migrar y establecer un nuevo

lugar (Zhang y col., 2020).

2.3 Cancer de mama

2.3.1. Epidemiologia del cancer de mama

Dentro del género femenino, el cancer de mama es el tipo de caAncer mas comun en
México y en el mundo. En el afio 2020 se registraron mas de 2.2 millones de casos
a nivel global y cerca de 685 mil pacientes fallecieron como consecuencia de esta
enfermedad (OMS, 2021).

En México, el cancer de mama representa la primera causa de muerte por cancer
en las mujeres. Durante los ultimos afios se ha presentado un aumento en el nimero
de muertes por esta enfermedad, generalmente debido a que no se da el tratamiento
inmediato después del hallazgo de un posible sintoma de cancer de mama, o por la
espera de recibir el diagnostico definitivo (INSP, 2020). En el 2020, en nuestro pais
se reportaron 29 mil 929 casos nuevos y 7 mil 931 defunciones por este tipo de

cancer (Secretaria de Salud, 2020).

2.3.2 Anatomia de la mama

El seno esta conformado por tejido adiposo y tanto la mujer como el hombre tienen
senos. Los senos femeninos contienen mayor proporcion de tejido glandular que los
del hombre. La mama femenina abarca alrededor de 12 a 20 Iébulos que se dividen
en I6bulos mas pequefios llamados lobulillos. Todas estas estructuras estan
conectadas a través de conductos lacteos. El tejido adiposo de la mama esta
inervado a una serie de nervios, vasos sanguineos, vasos linfaticos, ganglios
linfaticos y también estd compuesto por tejido conjuntivo fibroso y ligamentos
(Figura 1) (NBCF, 2019).
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Figura 1. Diagrama de la anatomia de la mama humana sana (Stanford Children's
Health, 2022).

2.3.3 Etapas del cancer de mama

Las etapas del cancer de mama dependen del tamafo, el tipo de tumor, y de la
proporcién de células malignas que han penetrado en el tejido mamario. En la etapa
0 no hay invasividad del tumor, es decir, las células cancerosas se mantienen
localizadas en una zona dentro de los limites de la mama en la que el tumor
comienza a crecer; a este estadio se le conoce como carcinoma de células ductales
in situ (Akram y col., 2017).

La etapa 1 tiene dos categorias: la 1A donde el tumor mide hasta 2 cm y no involucra
alos ganglios linfaticos y la 1B donde el camulo de células cancerosas no sobrepasa

los 0.2 mm localizados en los ganglios linfaticos (Moran y col., 2014).

La etapa 2 también posee dos categorias: en el estadio 2A el tumor mide no mas
de 5 cm y se encuentra en los ganglios linfaticos, mientras que en el estadio 2B el
tumor puede medir mas de 5 cm sin ubicarse en los ganglios linfaticos (Moran y col.,
2014).



La etapa 3 se divide en tres estadios: el 3A es aquél donde no se encuentra el tumor
en la mama, pero si en 4 a 9 ganglios linfaticos; en el estadio 3B el tumor puede ser
de cualquier tamafio y ha causado hinchazon o tlcera en la mama, asimismo, puede
situarse en hasta 9 ganglios linfaticos; en el estadio 3C el tumor puede ocasionar
los sintomas anteriores y diseminarse en méas de 10 ganglios linfaticos (Neuman y
col., 2010).

La etapa 4 pertenece al estadio avanzado y metastasico del cancer, donde este se
propaga a otros 6érganos como los pulmones, el higado, el cerebro, los huesos, entre

otros (Neuman y col, 2010).

2.3.4. Factores de riesgo de cancer de mama

Al igual que otros tipos de céncer, existen distintas causas que aumentan la
posibilidad de desarrollar cancer de mama. El dafio al ADN y la alteracidn hereditaria
gue puede conducir al cancer de mama se han asociado con la exposicion a los
estrogenos. Algunos pacientes heredan mutaciones en los genes supresores de
tumores como P53, BRCA1 y BRCA2, entre otros. Las pacientes con antecedentes
familiares de cancer de mama o de ovario tienen mayor posibilidad de desarrollar
esta enfermedad (Akram y col., 2017). El aumento de la edad, la raza, antecedentes
de menarquia, el consumo de alcohol, de tabaco, la dieta alta en grasas, y la falta
de actividad fisica pueden ser factores clave de riesgo para desarrollar cancer de

mama (Winters y col., 2017).

2.3.5 Tipos de cancer de mama

El cancer de mama se puede clasificar histoldégica y molecularmente en tres grupos:
receptores de hormonas expresados (receptor de estrégeno (RE+) o receptor de
progesterona (RP+)), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico expresado
(HER2+), y el triple negativo (TN), es decir, sin ningun receptor expresado

mencionado anteriormente (Tabla 1) (Barzaman y col., 2020).



Tabla 1. Categoria de subtipos de cancer de mama (Barzaman y col., 2020)

Subtipo de Perfil de | Prevalencia Subcategorias Prondstico
cancer de | receptores | del subtipo
mama
Receptores | RE+ 0 RP+ | 60% Luminal Ay B Bueno
de hormonas
positivo
HER2 HER2+ 20% - Malo
positivo
Triple RE-, PR-,y | 10 - 20% Tipo basal 1 (BL-1), tipo | Malo (peor
negativo

HER2- basal 2 (BL-2), | prondstico)
inmunomodulatorio (IM),
mesenquimal (M), células
madre  mesenquimales
(MSL), y receptor de
andrégenos

luminales (LAR).

2.3.6 Medicamentos para el tratamiento de cancer de mama

La quimioterapia, o la administracion de medicamentos contra el cancer, se puede
administrar por via intravenosa o por via oral, y la eleccién del medicamento esta
basada en las caracteristicas clinico-patologicas: presencia de receptores
hormonales, HER2, tamafio del tumor, y ganglios linfaticos positivos (McDonald y
col., 2016).

Los pacientes con cancer de mama positivo para el receptor de estrogeno (RE) o
progesterona (RP) reciben terapia hormonal o endocrina, como el tamoxifeno, el
cual impide que las hormonas mencionadas se unan a estos receptores, 0 en otros
casos el uso de un inhibidor de la aromatasa, que impide la transformacién a
estrogeno y asi no se estimule el crecimiento de las células del cancer de seno
(Rossi y col., 2019). Usualmente, la terapia endocrina puede llegar a crear
resistencia, y en el caso de los inhibidores de la aromatasa pueden acelerar la

osteoporosis (McDonald y col., 2016).

Otros medicamentos utilizados para el tratamiento del cadncer de mama son los
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taxanos, los cuales estabilizan los microtubulos impidiendo la despolimerizacion y
por lo tanto intervienen en el correcto funcionamiento del huso mitético bloqueando
el proceso de mitosis (Sazonova, 2021); las antraciclinas, las cuales se intercalan
en el ADN evitando la replicacion de las células cancerosas pero como limitante
principal la produccion de radicales libre causantes de la cardiotoxicidad (Narezkina
y Nasim, 2019); los derivados del platino, cuyo i6n platino se une al ADN provocando
de igual manera la replicacion celular, pero con importante dafio nefrotéxico (Dasari
y Tchounwou, 2014); los analogos de pirimidinas, que se incorporan al ARN vy al
ADN alterando su funcién y que pueden llegar a causar mielosupresion y sindrome
palmo-plantar (Botticelli y col., 2020).

2.3.6.1 Alternativas novedosas para el tratamiento de cancer de mama

Para el cancer de mama HER2+, es utilizado el anticuerpo monoclonal trastuzumab
pues este sirve como antagonista, al unirse de manera especifica al HER2
provocando la inhibicion de la proliferacion de las células cancerigenas. Sin
embargo, el trastuzumab se usa como medicamento adyuvante, generalmente en
conjunto con un taxano o antraciclina, ademas de revisar peribdicamente la

actividad cardiaca pues se ha asociado con toxicidad cardiaca (Slamony col., 2011).

Estudios publicados anteriormente resaltaron la influencia del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF) en la progresion y desarrollo del cancer de mama. Se han
estudiado los anticuerpos monoclonales contra el receptor del factor de crecimiento
similar a la insulina-1 (IGF-1), como el Cixutumumab, Ganitumab, Figitumumab,
Dalotuzumab, MEDI-573, y también otras moléculas pequefias que son inhibidores
competitivos de los dominios tirosin cinasa en estos receptores, como el BMS-
754807 y el Linsitinib, sin embargo, los resultados no han sido favorables pues
dichas moléculas provocan efectos adversos como hiperglicemia, trombocitopenia,
leucocitopenia y anemia, obligandolas a permanecer en fases de estudios clinicos

(Karamouzis y Papavassiliou, 2012).

2.4 El IGF-1y el cancer de mama

El factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) es una proteina de origen
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principalmente hepatico, cuya produccion es estimulada por la hormona del
crecimiento (GH), que promueve el crecimiento celular, la proliferacién, la
diferenciacion, la supervivencia, etc. a través de su accion endocrina y

autocrina/paracrina (Grimberg y col., 2016).

En la via sanguinea y en los tejidos, la sefializacion de IGF-1 esta regulada por una
familia de proteinas de unién a IGF (IGFBP) de las cuales se encuentran seis
distintos tipos, denominadas del 1 al 6, en los vertebrados y son capaces de unirse
a IGF-1, en especial la IGFBP-3 que es la que tiene mayor afinidad a ésta. Al igual
que el IGF-1, la IGFBP-3 es producida en los hepatocitos por el estimulo de la GH,
de tal forma que a medida que aumenta la cantidad de IGF-1 secretado en respuesta
a la estimulacién con GH, habra una mayor cantidad de IGFBP-3 para absorberlo

en la circulacion sanguinea (Allard y Duan, 2018).

El IGF-1 se une a su receptor, el IGF-1R, el cual pertenece a la familia de receptores
tirosin cinasa. El IGF-1R activa las vias de sefalizacion PISK/AKT/mTOR, que
favorece la supervivencia celular al inhibir la muerte celular programada mediante
el reclutamiento de la proteina proapoptética BAD, y RAS/RAF/MEK cuya via esta
involucrada en la proliferacion celular (lanza y col., 2021). Ademas, el IGF-1 esta
presente en la activacion de la via STAT3, que potencia la invasividad de las células
de cancer de préstata (Ma y col., 2020) y en la activacién de la sefalizacion
inflamatoria de NFkB a través de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wang y col.,
2020).

El IGF-1 en conjunto con sus proteinas de union y su receptor estan involucrados
en el cancer de mama puesto que datos clinicos han demostrado la sobreexpresion
e hiperfosforilacion del IGF-1R en varios tipos de cancer de mama (Peir6 y col.,
2011; Law y col., 2008). También se han presentado niveles plasmaticos elevados
tanto de IGF-1 como IGFBP-3 los cuales representan un factor de riesgo para el
desarrollo y recurrencia del cancer de mama en la poblacion general (Key y col.,
2010). Asimismo, Pasanisi y colaboradores en el 2011 demostraron la asociacion

entre las pacientes con mutacién de BRCA y sus niveles séricos elevados de IGF-
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1. En el cancer de mama, la expresiéon del IGF-1R es de al menos el 50% (Ekyalongo
y Yee, 2017), que es mayor al del tipo HER2+, que representa el 20- 25% de los

casos con cancer de mama (Wang y Xu, 2019).

En estudios recientes en modelos animales se ha demostrado que el IGF-1 esta
involucrado en los procesos de angiogénesis;, en ratones transgénicos que
sobreexpresaban IGF-1 se encontraron niveles altos de VEGF, un factor
proangiogénico cuya expresion esta mediada por el factor 1 inducible por hipoxia
(HIF-1) (Tian y col., 2012). Con respecto al cancer de mama, la administracion de
IGF-1 a células MDA-MB-231 favorece la formacion de lamelipodios, proyecciones
de la membrana celular, que se creen que funcionan como el motor que empuja a
las células hacia adelante en la migracion celular (Morimura y Takahashi, 2011), y
en un estudio in vivo con ratones se ha demostrado la progresion tumoral cuando

se les inyectaron células MCF-7 que sobreexpresan IGF-1 (Pacher y col., 2007).

2.5 AG1024

El AG1024 es una molécula sintética inhibidora del IGF-1R pues su nucleo similar
a la tirosina impide que dicho receptor se autofosforile y por lo tanto se lleve a cabo
la disminucion en la actividad de la via de la AKT y MAPK (Tomita y col., 2022).

En estudios anteriores se ha demostrado que el AG1024 en conjunto con la
genisteina promueven la radiosensibilidad de las células de cancer de prostata
provocando un volumen tumoral disminuido en ratones (Tang y col., 2018). También
se ha demostrado que el tratamiento del AG1024 con el sorafenib ejercen
citotoxicidad en células del carcinoma hepatocelular (Zhou y col., 2021) y que en
solitario el AG1024 provoca citotoxicidad en el carcinoma de pulmon (Wei y col.,
2015).

Wu y colaboradores en 2019 demostraron que el AG1024 realiza sinergia en
conjunto con el triptolide, un extracto de la planta Tripterygium wildfordii, a bajas
concentraciones, mejorando la apoptosis inducida por el triptolide en solitario.

Ademas, este estudio mostré que el AG1024 mejoré la apoptosis inducida por el
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cisplatino en células MDA-MB-231, por lo que se sugiri6é que la accién del AG1024
sensibiliza a las células RE-negativo y asi aumenta la apoptosis de manera

sinérgica en combinacion de reactivos de dafio al ADN.

Debido a que el AG1024 ha tenido resultados favorables cuando se administra en
conjunto con otros quimioterapéuticos, como el paclitaxel y el cisplatino, al
sensibilizar a las lineas celulares cancerosas y asi promover la apoptosis con
concentraciones mas bajas, se propone investigar al AG1024 en combinacién con

la doxorubicina.

2.6 5-fluorouracilo

El 5-fluorouracilo (5-FU) pertenece a la familia de los analogos del uracilo y es
ampliamente utilizado en el tratamiento del cancer, como el del colon, pancreas,
estbmago, ovario, prostata, de mama, entre otros (Entezar-Almahdiy col., 2020). El
5-FU es un agente antineoplasico perteneciente a la familia de los antimetabolitos;
es un analogo del uracilo que contiene un atomo de fldor en la posicién 5 de la
pirimidina. Se han elucidado los mecanismos de accion por los cuéles el 5-FU actia;
al ser captado por las células, el 5-FU se convierte en tres metabolitos activos:
monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), trifosfato de florodesoxiuridina
(FAUTP), y trifosfato de fluorouridina (FUTP). Estos inhiben a la enzima sintética de
nucleétidos, la timidilato sintasa, y la sintesis de ARN (Figura 2). Ademas, FAUTP y
FUTP se incorporan al ADN y al ARN, respectivamente, alterando la sintesis de

ADN y bloqueando la traduccion de ARNm (Ciaffaglione y col., 2021).
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Figura 2. Esquema del metabolismo del 5-FU. El 5-FU da lugar a los metabolitos
FAUMP, FAUTP y FUTP que provocan dafios en el ADN y el ARN (Ciaffaglione y
col., 2021).

Aunque el 5-FU es utilizado en tumores sélidos y quimioterapia adyuvante, su uso
clinico tiene varias limitantes como la resistencia al medicamento, vida media corta
(10-20 minutos) y acciones citotoxicas no especificas. Asimismo, los efectos
adversos mas frecuentes del 5-FU son la neutropenia, pirexia, trombocitopenia,
leucopenia, mielosupresion, cardiotoxicidad, trastornos gastrointestinales,
neurolégicos y dermatoldgicos (Casale y Patel, 2022). Con esto en mente, se busca
desarrollar nuevas alternativas para contrarrestar las limitaciones en el uso del 5-
FU, principalmente con el objeto de reducir la toxicidad, la resistencia al farmaco o

mejorar la citotoxicidad en el sitio de accion (Hashimoto y col., 2020).

El 5-FU se ha estudiado en lineas de cancer de mama; en combinacion con la
guercetina se ha demostrado que en las células MCF-7 se potencia la
guimiosensibilidad al 5-FU (Mawalizadeh y col., 2021), en combinacién con la
curcumina se mejora la eficacia terapéutica y reduce la toxicidad del 5-FU en células
de cancer colorrectal, de mama, esofagico, gastrico, hepatico, y pancreético (Weiy

col., 2018). Ademas, Lev y colaboradores en 2017 demostraron el efecto sinérgico
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del 5-FU con el ONC201, el cual es una imipridona con actividad anticancerigena
en ensayos clinicos. Dado lo anterior, se podria esperar que el AG1024 en conjunto
con el 5-FU podrian tener resultados favorables en la citotoxicidad de células de

cancer de mama.

2.7 Modelo de la membrana coriolantoidea (CAM) para la evaluacion de la
angiogénesis.

Entre los modelos experimentales in vivo, la membrana corioalantoidea de embrién
de pollo (CAM) se ha utilizado de forma rutinaria para implantar varias lineas

celulares malignas o tejidos tumorales para estudiar su capacidad angiogénica y

(Ribatti, 2021). Dado que el embrion de pollo es naturalmente inmunodeficiente, la
CAM puede apoyar el injerto de células tumorales y su crecimiento en el mismo
puede recapitular fielmente la mayoria de las caracteristicas del proceso
carcinogénico que incluyen: crecimiento, invasion, angiogénesis y colonizacion de
tejidos distantes (Ribatti, 2021).

2.7.3 Caracteristicas del modelo CAM

El modelo de membrana corioalantoidea de pollo (CAM) ha surgido como un buen
sistema experimental para establecer un modelo derivado del paciente (Ribatti,
2016). Proporciona un microambiente biolégico Unico apropiado para las células
cancerosas. La CAM es una estructura que fusiona la capa del mesodermo de las
membranas alantoides y corion con una rica red vascular (Ribatti, 2016). El rico
plexo vascular dentro de la capa del mesodermo de la CAM, sostenido por las
arterias y venas alantoideas, ofrece a las células tumorales un suplemento de

nutrientes esenciales para el crecimiento (Ribatti, 2016).

Mientras tanto, las células endoteliales también experimentan cambios dinamicos
durante la fase avascular. Debido a dafios isquémicos, las células endoteliales en
los injertos tumorales se desintegran y experimentan acumulacion de lipidos,
vacuolacion y degeneracion a las 2 h, 8 h y 2 dias después de la implantacion,
respectivamente (Ribatti, 2021). Los injertos tumorales avasculares en CAM

eventualmente sufren necrosis y autdlisis durante la fase prevascular (Ribatti, 2016).
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La neovascularizacion comienza aproximadamente 72 a 96 h después de la
implantacion, seguida de una fase de crecimiento rapido. La reperfusion de los
vasos se produce mediante la liberacién de factores angiogénicos por las células
tumorales en la fase posterior y rescata la necrosis de las células tumorales
posteriormente. La existencia de esta microvasculatura dentro del sistema CAM
juega un papel crucial en la proliferacién y supervivencia de las células tumorales

para el xenoinjerto CAM (Vu y col., 2018).

2.7.4 Ventajas del modelo CAM

El modelo CAM podria superar las limitaciones encontradas en los modelos
murinos. La rentabilidad, la simplicidad, la alta reproducibilidad, la visibilidad y la
duracion experimental mas corta hacen del modelo CAM una alternativa adecuada.
El menor costo de los huevos embrionarios, la eliminacion del forraje y la reduccién
de los costos de acceso a las instalaciones hacen que el modelo CAM sea mas
rentable en comparacion con los ratones inmunodeficientes (Pawlikowska y col.,
2020). La manipulacion de los huevos es mas sencilla que la manipulacién de los
ratones. El acceso a la CAM simplemente requiere la apertura de una ventana en la
cascara del huevo (Deryugina y col., 2016). El menor costo y la simplicidad de CAM
hacen que sea factible escalar los experimentos en multiples repeticiones. Por lo
tanto, el modelo CAM de pollo podria ofrecer datos experimentales con mayor
reproducibilidad (Deryugina y col., 2016). Como la CAM se coloca justo debajo de
la cascara de huevo y encima del embrién en desarrollo, no se requiere cirugia
adicional para examinar los injertos tumorales de CAM (Lokman col., 2012). Esto
permite la aplicacion de varios métodos de obtencién de imagenes que podrian
mejorar enormemente la visualizacion. Como los experimentos siempre estan
sincronizados con el desarrollo embrionario del pollo antes de la eclosion, la
duracion para establecer el injerto solo requiere de 14 a 18 dias, lo que es
significativamente mas corto de lo que normalmente se necesita para el modelo de
ratén (Deryuginay col., 2016). Se ha informado que los compuestos experimentales
tienen una vida media mas larga en el sistema CAM incluido en comparacién con
otros modelos animales (Lokman col., 2012). Esta caracteristica Unica podria hacer

gue las pruebas de drogas en el sistema CAM sean mas estables en
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farmacodinamica y farmacocinética (Lokman col., 2012).

El modelo CAM es relativamente simple y menos costoso, ademas los embriones
de pollo no experimentan dolor pues los ensayos terminan antes del desarrollo del
sistema nervioso (Ribatti, 2016). EI Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales en Estados Unidos y de acuerdo con la legislacion europea (Directiva
2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo sobre la proteccion de los
animales utilizados con fines cientificos) el modelo CAM es un ensayo seguro pues
se establecid que al dia 14 un embrién de pollo es incapaz de reconocer el dolor por
lo que es seguro su uso para la experimentacion (IACUC, 2021; Official Journal of
the European Union, 2019).

2.7.5 Desventajas del modelo CAM

El modelo CAM fue elegido en este proyecto para la evaluacion de la angiogénesis
por ser econdmico, no invasivo, facil de mantener en un ambiente esterilizado, no
requerir periodos prolongados de tiempo, presentar una alta tasa de sobrevida y ser
facilmente reproducible, como se mencion6 anteriormente. Sin embargo, presenta
algunas limitaciones como lo es que tiene la presencia de un fenémeno inflamatorio
inespecifico asociado a la manipulacién y abertura de un orificio en el cascaron
(cambio de presién), que produce un aumento en el nUmero de vasos sanguineos
locales que pueden amplificar falsamente el efecto angiogénico observado (de la
Fuente y col., 2016). Sin embargo, este fenbmeno se da en todos los sujetos de
estudio, por lo que se elimina un posible sesgo. Por otra parte, el aumento en el
namero de vasos sanguineos puede deberse en realidad al reordenamiento de
vasos sanguineos ya presentes, y no a la neoformacion. Nuevamente, la ocurrencia
de este proceso en todos los sujetos ayuda a limitar el posible sesgo. Otra dificultad
la constituia la instilacién de los tratamientos sobre la membrana, dicho material
debia colocarse con mucho cuidado para evitar dafios mecanicos sobre la CAM (de
la Fuente, 2016).

2.7.6 Aplicaciones del modelo CAM en estudios de cancer humano
Se han estudiado evaluaciones funcionales del crecimiento tumoral, angiogénesis y

metastasis utilizando la plataforma CAM (Lokman col., 2012). Tanto las lineas de
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células cancerosas inmortalizadas (CCL) como las muestras derivadas de pacientes
se han inoculado con éxito en la superficie de CAM (Zabielska-Koczywas y col.,

2017) o inyectado en las venas de CAM (Leong y col., 2012).
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3. JUSTIFICACION

Dentro del género femenino, el cAncer de mama ocupa el primer lugar de muertes
por cancer en el mundo y en México. En vista de la relevancia que ha manifestado
el cancer de mama como patologia, es de suma importancia el desarrollo de nuevos
tratamientos para su control y supresion, ya que los tratamientos actuales son
invasivos, inespecificos, o producen resistencia al farmaco. Este ultimo efecto es el
mas comun de la administracion del 5-FU, el farmaco de primera eleccién contra el

cancer de mama triple negativo.

La terapia especifica sobre un receptor hormonal como el IGF-1R podria ser una
alternativa contra el cancer de mama, dado que se ha demostrado que el inhibidor
AG1024 sobre dicho receptor es capaz de disminuir la proliferacion en células
cancerigenas de pulmon y de pancreas. Ademas, diversos estudios indican que el
5-FU como adyuvante aumenta la citotoxicidad en distintos tipos de cancer.

Debido a lo anterior, es necesario estudiar el efecto que podria tener el antagonista
del IGF-1R, el AG1024, como tratamiento individual y en conjunto con el 5-
fluorouracilo en la proliferacion, migracion celular y angiogénesis in vitro e in vivo en

el cancer de mama.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuél es el efecto de la administracion del antagonista AG1024 en conjunto con el
5-FU sobre la proliferacion, migracion y angiogénesis en las lineas celulares de

cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-2317

5. HIPOTESIS

El antagonista del IGF-1R, AG1024, en conjunto con el 5-FU inhiben la proliferacion,
migracion y angiogénesis de las células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB- 231

en un modelo in vitro e in vivo sobre la membrana coriolantoidea de embrién de

pollo.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Evaluar la inhibicion de la proliferacion, migracion y angiogénesis por efecto del
AG1024 y el 5-FU en las células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 en
modelos in vitro e in vivo del ensayo de angiogénesis sobre la membrana

corioalantoidea (CAM).

6.2 Objetivos Especificos

e Evaluar in vitro la inhibicion de la proliferacion de las células MCF-7 y MDA-

MB-231 expuestas a AG1024 y 5-FU mediante conteo con azul de tripano.

e Evaluar la inhibicion de la migracién de las células MCF-7 y MDA-MB-231
expuestas a la combinacion de AG1024 y 5-FU con el modelo in vitro ensayo
de herida.

e Estandarizar el modelo in vivo de inoculacién/implantacion de las células
MCF-7 y MDA-MB-231 en la membrana corioalantoidea de embrion de pollo
(CAM).

e Estudiar el efecto del AG1024, el 5-FU y la mezcla de AG+5-FU sobre la
angiogénesis en el ensayo in vivo de membrana corioalantoidea de embrion
de pollo (CAM) con las lineas celulares de cancer de mama (MCF- 7 y MDA-

MB-231), por microscopia estereoscopica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivo celular

Las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco) al 10 % de suero fetal bovino
(BIOWEST) y antibidticos al 1 % (penicilina-estreptomicina-fungizona, Gibco). Los
cultivos se mantuvieron en cajas p100 (Termofisher) en incubacion a 37°Cy 5 %
de COa.

7.2 Ensayo de proliferacién celular

Con la finalidad de evaluar los efectos en la proliferacion celular del IGF-1, AG1024,
5-FU y la combinacion entre estas tres sustancias, se hizo uso del método de
tincién con azul tripano, el cual permite distinguir las células no viables de las
viables expresado en porcentaje de viabilidad celular, el fundamento de la técnica
consiste en gque las células vivas (viables), con membrana citoplasmatica integra,
excluyen el colorante y no se tifien, pero en las células muertas o con lesion en
membrana celular, el colorante penetra tifiendo la célula de color azul, por ultimo,

el conteo se realiza utilizando una camara de Neubauer (UASLP, 2013).

Se sembraron 50,000 células MCF-7 y MDA-MB-231 en placas de cultivo de 24
pozos durante 24 horas en medio completo, respectivamente. Posteriormente, se
reemplazé el medio viejo por medio fresco y se trataron con 25, 50, 75, 100, 125y
150 uM de 5-FU (PiSA-Farmacéutica). Después de 24 h del tratamiento, las células
fueron tripsinizadas y contadas con ayuda del hematocitdmetro y azul tripano. Con
respecto al conteo utilizando el hematocitometro (camara de Neubauer), cada lado
de la cdmara se cargd con 10 yL de la muestra, se contaron el nimero de células
en los cuatro cuadrantes extremos y se promedi6 el resultado; tres conteos por
triplicado. ElI niamero total de células se determindé contando cada muestra por
triplicado y de tres experimentos diferentes. Finalmente, se identificé la
concentracion media inhibitoria (ICso) para el 5-FU con el software GraphPad
Prismé®.
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La ICso del IGF-1, Sigma-Aldrich, (100 y 150 ng/mL para MCF-7 y MDA-MB-231,
respectivamente) y el AG1024, Sigma-Aldrich, (11.49 y 17.18 pM para MCF-7 y
MDA-MB-231, respectivamente) fueron obtenidas por nuestro grupo de
investigacion (Rios, 2021).

Una vez evaluadas las moléculas en solitario, siguiendo la metodologia descrita
anteriormente, se analizaron las siguientes combinaciones respetando la ICso de
cada molécula: IGF-1 + AG1024, IGF-1 + 5-FU, AG1024 + 5-FU, IGF-1 + AG1024
+ 5-FU.

7.3 Ensayo de herida

Se evaluo el efecto del IGF-1, AG1024 y 5-FU sobre la migracién celular haciendo
uso del ensayo de cierre de herida el cual se basa en la cuantificacion del
comportamiento de una monocapa confluente de células a la que previamente se le
ha realizado una brecha o “herida”. Las células en el borde de la brecha se moveran
hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la
“herida” (UAM-CSIC, 2013).

Se cultivaron las células MCF-7 y MDA-MB-231 en una placa de 6 pocillos hasta un
90% de confluencia. Se realizaron tres heridas por pocillo con ayuda de una punta
estéril amarilla (P200) arrastrandola por la monocapa con un angulo de inclinacién
de 30 grados y guiandose con una regla flameada para hacerlo lo mas recto posible,
sin retirar el medio. Posterior a la herida, el medio se retir6 de las placas y cada
pocillo se lavé suavemente con 1 mL de PBS 0.01 M para finalmente agregar el
medio nuevo con tratamiento (IGF-1: 100 y 150 ng/mL, AG1024: 10 y 15 uM, y 5-
FU: 52.51 y 299.1 uM para MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente, asi como las
combinaciones entre ellos) y sin tratamiento en el caso del grupo control. Se tomaron
micrografias a tiempos 0, 6, 12 y 24 horas para observar el avance en pixeles (%)

del movimiento celular en la herida, por medio del software ImagenJ®.

7.4 Modelo de la membrana corioalantoidea (CAM)
El modelo de la CAM es un método in vivo, las sustancias a evaluar se colocan en

la membrana extraembrionaria a través de una ventana abierta en la cdscara del
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embrion entre los dias 5 y 13 del desarrollo embrionario, de manera que dicha
membrana es sellada y posterior de 13 dias de incubacion se realiza el estudio de
la angiogénesis (Marafidbn y col.,, 2016). Dado que el embribn de pollo es
naturalmente inmunodeficiente, la CAM puede apoyar el injerto de células tumorales
y su crecimiento en el mismo. Ademas, puede recapitular fielmente la mayoria de
las caracteristicas del proceso carcinogénico que incluyen: crecimiento, invasion,
angiogénesis y colonizacion de tejidos distantes, ademas de que la CAM permite
visualizar la vascularizacién, pues es un érgano que per se, forma vasos sanguineos
visibles (Ribatti, 2021).

7.4.1 Incubacion de huevos

Se obtuvieron huevos fértiles (Aves Libres de Patdégenos — ALPES) de 0 a 3 dias,
se incubaron 5 huevos por grupo experimental en una incubadora humidificadora
de huevos a 37.5°C y un 50 — 55 % de humedad durante 11 dias con rotacioén cada
1 hora y media. En el dia 3 se realiz6 una abertura de 3 mm aproximadamente en
la parte superior de cascara, donde se encuentra la burbuja de aire. En el dia 5, se
agrando la apertura anterior a 3 cm de diametro. El agujero se cubrié con Parafilm

y los embriones se mantuvieron en la incubadora.

7.4.2 Implantacion de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 a través de
un xenoimplante en la CAM.

En el dia 5 de incubacion, las células de las lineas MCF-7 y MDA-MB-231
contenidas en cajas p100 se lavaron con PBS, fueron levantadas con tripsina una
vez logrado el 90% de confluencia y se colocaron 1 millon de células, suspendidas
en DMEM, en 30 pL de Matrigel™ reducido en factor de crecimiento (Corning) en
conjunto con los tratamientos de IGF-1 (100 ng/mL para las células MCF-7 y 150
ng/mL para las células MDA-MB-231), AG1024 (ICso 10 uM para MCF-7 y 15 uM
para MDA-MB-231) y 5-FU (ICso 52.51 pM para MCF-7 y 299.1 uyM para MDA-MB-
231) sobre la superficie de la CAM. Se sell6 el agujero nuevamente con Parafilmy
se incubaron los huevos durante 6 dias mas hasta alcanzar el dia 11 de incubacion
de los huevos. Por lo tanto, se manejaron 8 grupos de experimentacion: grupo sano

(sin lineas celulares injertadas), grupo control (con células injertadas sin
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tratamiento), grupo IGF-1 (con células injertadas con su respectivo tratamiento de
IGF-1), grupo AG1024 (con células tratadas con su respectiva concentracion del
inhibidor), grupo 5-FU (con células tratadas con la ICso de la doxorubicina) grupo
IGF-1 + AG1024 (con células tratadas con ambas moléculas; IGF-1 y AG1024),
grupo IGF-1 + 5-FU (con células tratadas con ambas moléculas; IGF-1 y 5-FU),
grupo AG1024 + 5-FU (con células tratadas con la ICso de cada una de las

moléculas), grupo combinacion (con células tratadas con IGF-1, AG1024 y 5-FU).

7.4.3 Modelo CAM para angiogénesis

Durante el tiempo de incubacion el area superficial de la membrana fue visualizada
aldia s, 7,9, 11 y 13 donde se contaron los vasos capilares, con unan =5,y
posteriormente comparados estadisticamente con una ANOVA de dos vias, prueba

post hoc Tukey.

7.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico de este proyecto se realiz6 con el programa GraphPad
Prism6® utilizando andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba
post hoc Tukey para los ensayos de proliferacion y angiogénesis, mientras que para
el ensayo herida se realiz6 una ANOVA de dos vias con prueba post hoc Tukey. Por
el andlisis de varianza se determind la diferencia significativa de los tratamientos,
mientras que la significancia entre tratamientos se establecio por el método de

Tukey, respectivamente (p<0.05).
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8. RESULTADOS

8.1 Ensayo de proliferacion celular

Se realizé la curva concentracion-respuesta de con el 5-fluorouracilo sobre las
células MCF-7 con el fin de determinar la ICso. Después de 24 horas de exposicion
al 5-FU, a partir de 25 uM se mostro diferencia significativa con respecto al control

encontrdndose 52.51 uM como ICso (figura 3).
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Figura 3. Curva concentracién-respuesta del 5-FU en la proliferacion de células
MCF-7 con 24 h de tratamiento. Las graficas representan la media £+ SEM, n=3

por triplicado. ANOVA de una via, prueba post hoc Tukey (p<0.05).

Seguido de esto, se administraron 11.39 uM de AG1024, 100 ng/mL de IGF-1y 52.51
UM 5-FU, pertenecientes a la ICso de cada sustancia, para evaluar sus efectos en
combinacion sobre las células MCF-7. Se hall6 diferencia estadisticamente
significativa para el grupo tratado con IGF-1 debido a que aumentd la proliferacion
celular con respecto al control y, por otro lado, al utilizar tanto el antagonista AG1024
como el quimioterapéutico 5-FU, disminuyd la poblacion celular (figura 4). También
se empledé la combinacion IGF-1 + AG1024 donde se encontré una reduccion

significativa de la proliferacién celular de casi el 50%. De igual forma, se evalué la
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combinacion IGF-1 + 5-FU la cual demostré una disminucion en la viabilidad celular
respecto al control, pero no mostr6 diferencia estadistica con el grupo IGF-1 +
AG1024. Ademas, se aplico la combinacion del antagonista AG1024 en conjunto con
el 5-FU donde se mantuvo la viabilidad cerca del 50% sin mostrar diferencia
significativa con respecto a los dos tratamientos anteriores. Por ultimo, se administro

IGF-1 + AG1024 + 5-FU y se encontré que permanece cerca del 50% la viabilidad
celular (figura 4).
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Figura 4. Efecto del IGF-1, AG1024, 5-FU y en combinacién en la proliferacion de
células MCF-7 con 24 h de tratamiento. Porcentaje relativo con respecto al control.
Los resultados mostrados representan la media £+ SEM, n=3 por triplicado. ANOVA
de una via, prueba post hoc Tukey (p<0.05).

Por otro lado, se determind la ICso del 5-FU sobre las células MDA-MB-231. Tras 24
horas de exposicién, a partir de 25 uM se observé una disminucion en la proliferaciéon

celular a medida que se incremento la concentracion y se obtuvo 299.1 uM como la
ICso (figura 5).
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MCF-7 con 24 h de tratamiento. Las graficas representan la media + SEM, n=3 por

triplicado. ANOVA de una via, prueba post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 6. Efecto del IGF-1, AG1024, 5-FU y en combinacion en la proliferacion de
células MDA-MB-231 con 24 h de tratamiento. Porcentaje relativo con respecto al
control. Los resultados mostrados representan la media £ SEM, n=3 por triplicado.
ANOVA de una via, prueba post hoc Tukey (p<0.05).
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Posteriormente se evaluaron el IGF-1, AG1024 y 5-FU en las células MDA-MB-231
a concentraciones de 150 ng/mL, 15 pM, 299.1 uM, respectivamente, y las
combinaciones entre ellos (figura 6). Se obtuvo que al utilizar el IGF-1 en solitario,
aumento la viabilidad celular cerca de un 150 %, mientras que con el AG1024 y el 5-
FU se disminuyo la proliferacion celular al 50 %. Por otra parte, la combinacion IGF-
1+ AG1024 mostr6 un efecto parecido al AG1024 en solitario, pues se vio disminuida
la proliferacion. Asimismo, la combinacion IGF-1 + 5-FU demostré un decrecimiento
en la viabilidad similar al grupo donde se administré Unicamente el 5-FU. Ademas, al
utilizar la combinacion del antagonista AG1024 y el 5-FU se determiné una baja en
la proliferacion cerca del 50 %, similar al grupo donde se administré unicamente el
AG1024. Por ultimo, se evaluo la combinacion IGF-1 + AG1024 + 5-FU donde se

demostro la disminucion de la viabilidad celular cerca del 50 %.

8.2 Ensayo de migracién celular

Se evaluod el efecto del IGF-1, AG1024 y 5-FU sobre la migracidén a concentraciones
de 100 ng/mL, 10 uM, y 52.51 uM, respectivamente, para la linea MCF-7, y sus
combinaciones (figura 7). Primeramente, se observé que las células tratadas con
IGF-1 migraron mas rapido a las 12 horas con respecto al control (figura 8). Las MCF-
7 tratadas con AG1024 registraron una disminucion en la migracién celular a partir
de las 6 h de exposicion con respecto al control, y esta diferencia fue
estadisticamente significativa. Al exponer las células al 5-FU, no se observé un
efecto antimigratorio, es decir, permanecid equiparable al grupo control. Con
respecto a los grupos tratados con las combinaciones, las células MCF-7 al estar
expuestas a la combinaciéon IGF-1 + AG1024, se observé que la migracion celular
fue reducida con respecto al control y fue estadisticamente similar al grupo donde se
evalu6 Unicamente el antagonista AG1024. Con la combinacion IGF-1 + 5-FU no se
percibié un cambio en la migracion de las células MCF-7 y este grupo no tuvo
diferencia significativa con respecto al control. En relacion con la combinacion de
AG1024 + 5-FU, esta disminuy0 el cierre de la herida, permaneciendo abierta a las
24 h de exposicion, sin embargo, esta combinacién no mostré diferencia significativa

con respecto al grupo donde se utilizé anicamente el AG1024. Finalmente, con la
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Figura 7. Micrografias del ensayo de herida para las células MCF-7 expuestas a IGF-1, AG1024, 5-FU, y en combinacion.

Se muestra el efecto de IGF-1, AG1024 y 5-FU sobre la migracién en la linea MCF-7 alas 0, 6, 12 y 24 h de exposicion.
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Figura 8. Efecto del IGF-1, AG1024 y 5-FU sobre la migracién celular de MCF-7. Se
muestra la media + SEM, n=3 por triplicado. ANOVA de dos vias con prueba post
hoc Tukey (p<0.05).

combinacion IGF-1 + AG1024 + 5-FU, la migracion celular se vio reducida a las 24 h
con respecto al control, pero no hubo diferencia significativa con respecto a las

células tratadas solo con AG1024.

Por otro lado, se evalud la migracion de las células MDA-MB-231 expuestas a IGF-
1, AG1024 y 5-FU a 150 ng/mL, 15 uM, y 299.1 uM, respectivamente. Al tratar las
células con IGF-1 se observo un aumento en la migracién alas 6 y 12 h de exposiciéon
con respecto al control (figura 10), mientras que con el tratamiento de AG1024 se
redujo el avance del cierre de la herida. Al utilizar el tratamiento del 5-FU, el cierre
de la herida fue igual al grupo control transcurridas las 24 h de exposicién. Tanto con
las combinaciones IGF-1 +AG1024, AG1024 + 5-FU, e IGF-1+ AG1024 + 5-FU, se
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observo que se disminuyd la migracion celular con respecto al control y que éstas no
son diferentes estadisticamente entre si (figura 9), incluso, estos grupos son iguales
al grupo donde se administré exclusivamente el AG1024. Finalmente, con el
tratamiento de IGF-1 + 5-FU el cierre de la herida fue similar al grupo donde se utilizo

IGF-1 en solitario, cerrandose la herida desde las 12 h.
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Figura 9. Efecto del IGF-1, AG1024 y 5-FU sobre la migracion celular de MDA-MB-

231. Se muestra la media £ SEM, n=3 por triplicado. ANOVA de dos vias con prueba
post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 9. Micrografias del ensayo de herida para las células MDA-MB-231 expuestas a IGF-1, AG1024, 5-FU, y en

combinacién. Se muestra el efecto de IGF-1, AG1024 y 5-FU sobre la migracion en la linea MDA-MB-231 alas 0, 6, 12 y
24 h de exposicion.
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8.3 Modelo CAM para evaluacion de la angiogénesis

Se evalu6 la capacidad angiogénica del IGF-1, AG1024 y 5-FU a través de la
inoculacién de las células MCF-7 en la membrana corioalantoidea de pollo (control
MCF-7). El primer grupo evaluado fue el control sano (sin células de cancer), donde
se observo que con el paso de los dias de incubacién el nimero de vasos
sanguineos aumento (figura 11). Posteriormente se evaluaron los grupos con células
MCF-7 tratadas con IGF-1, AG124, 5-FU y sus combinaciones. Se demostré que al
injertar Unicamente células de cancer de mama MCF-7, la formaciéon de vasos
sanguineos aumento significativamente desde el dia 7 al compararlo con el grupo
sano (figura 12). Ademas, se encontrd que las células tratadas con IGF-1 provoco
un aumento en el nimero de vasos sanguineos desde el dia 7 hasta el 13 de
evaluacion de manera significativa con respecto al grupo injertado Gnicamente con
células (control MCF-7). Por otro lado, con el AG1024 a patrtir del dia 9 de incubacion
la vascularizacion se ve detenida, al dia 13 se registra una disminucioén en el nUmero

de vasos sanguineos con respecto al grupo control MCF-7.

Con la administracién del 5-FU, se registr6 un aumento en el nimero de vasos
sanguineos en los dias 9 y 11 de incubacion, sin embargo, al dia 13 de evaluacién
la angiogénesis generada fue similar al grupo sano (figura 12). Por otro lado, las
combinaciones de IGF-1 + AG1024, AG1024 + 5-FU, e IGF-1 + AG1024 + 5-FU,
siguieron un patron parecido al grupo que se le traté con AG1024, pues a pesar de
qgue registraron un alza en la angiogénesis al dia 9, posteriormente ésta se ve
detenida y se mantiene hasta el dia 13. Ademas, estas combinaciones que contienen
el AG1024 no demostraron diferencia significativa con respecto al grupo tratado con
AG1024 en solitario. Por altimo, la combinacion de IGF-1 + 5-FU aumento el nimero
de vasos sanguineos similar al grupo donde solo se injertaron células MCF-7

pasados los 13 dias de incubacion.
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Figura 11. Fotografias de los vasos sanguineos de la membrana corioalantoidea
de embrion de pollo injertados con células MCF-7 tratadas con IGF-1, AG1024,
y 5-FU. Se muestran los dias de incubacién 5, 7,9, 11y 13, n =5.
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Figura 12. Efecto del IGF-1, AG1024, y el 5-FU sobre la angiogénesis de las células
MCF-7. Se muestra la media + SEM, n=5 por triplicado. ANOVA de dos vias con
prueba post hoc Tukey (p<0.05).

Por otro lado, se evalud el efecto angiogénico del IGF-1, AG1024 y 5-FU en la linea
celular MDA-MB-231, obteniéndose resultados similares a la linea MCF-7; con la
presencia del IGF-1 se observé un aumento en la angiogénesis a lo largo de los dias
de evaluacion (figura 13), con la administracion del AG1024 aumentd la cantidad de
vasos sanguineos en el dia 9 y posteriormente se detuvo este crecimiento hasta el
dia 13. Esto mismo sucedi6 con los grupos: IGF-1 + AG1024, AG1024 + 5-FU, e IGF-
1 + AG1024 + 5-FU, donde no hubo diferencia significativa entre estos (figura 14).
Finalmente, tanto con el uso del 5-FU en solitario como la combinacion IGF-1 + 5-
FU se registré un aumento en la angiogénesis similar al grupo sano, sin injerto de

células ni tratamientos, a través de los dias de evaluacion.

35



SANO

MDA-MB-231

IGF-1

AG1024

5-FU

IGF-1 + AG1024

IGF-1 + 5-FU

AG1024 + 5-FU

IGF-1 +

AG1024 +
5-FU

Dia 7

=
o
)
=
o
©

Figura 13. Fotografias de los vasos sanguineos de la membrana corioalantoidea de
embrion de pollo injertados con células MDA-MB-231 tratadas con IGF-1, AG1024,
y 5-FU. Se muestran los dias de incubacién 5, 7,9, 11y 13, n = 5.
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Figura 14. Efecto del IGF-1, AG1024, y el 5-FU sobre la angiogénesis de las células
MDA-MB-231. Se muestra la media + SEM, n=5 por triplicado. ANOVA de dos vias
con prueba post hoc Tukey (p<0.05).
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9. DISCUSION

9.1 Evaluacién de la proliferacidon celular mediante el conteo de azul tripano

Los resultados del efecto antiproliferativo del 5-fluorouracilo (5-FU) sobre las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-231-MB mostraron una IC50 de 52.51
MMy 299.1 uM después de 24 horas de exposicion respectivamente (figura 3y 5). La
disminucién en la poblacién celular no representa una reduccién dependiente de la
dosis, ya que al incrementar las concentraciones sobre la IC50 no se observa una
reduccion mayor del numero de células, esta tendencia se observo tanto en células
MCF-7 como en células MDA-MB-231. Yuan y col. (2016) examinaron la expresion de
Ki-67, una proteina nuclear asociada a la proliferacion celular pues su concentracion
incrementa en la fase S del ciclo celular, y determinaron que en células MCF-7 existe
una expresion reducida de Ki-67 (15-30 %) en contraste a la expresion de dicha
proteina en las células MDA-MB-231 (30-50 %), considerandose un marcador de
prognosis en la progresion del cancer de mama. La Sociedad Europea de Oncologia
Clinica (ESMO) y el Congreso Internacional de Expertos en CM de St. Gallen
determinaron que el valor de Ki-67 se relaciona con la tasa de proliferacion celular, es
decir, del total de células cancerigenas, solo cierto porcentaje de estas se encuentran
en proliferacion, por tanto, para las células de cancer de mama, se reportan valores
frecuentes de entre 30 a 50 % del porcentaje de células en proliferacion (IECS, 2015).
Con estos datos recopilados, podemos inferir que después de cierta concentracion del
farmaco 5-FU, las células en proliferacion seran minimas quedando solo las células
en fase GO, y por ello, a concentraciones mayores a la IC50 no se percibe una
reducciéon mayor de la poblacion celular, pues el 5-FU no actta sobre células en fase
GO, solo en células replicativas, lo cual justifica la tendencia observada en las gréficas

correspondientes a las figuras 3y 5.

En cuanto al valor de la IC50 reportada para cada linea celular, se corroboré dicho
valor con estudios reportados por otros investigadores. Se ha reportado que en células
RE-Positivas (MCF-7) la IC50 del 5-FU fue de 50 uM (Escobar, 2015) lo que coincide
con nuestros resultados de este proyecto. Pero, para las células MDA-MB-231,

encontramos incrementado el valor de la IC50 (299.1 uM) contrastando con los
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resultados de Sagara y col. (2016) quienes indicaron una IC50 del 5-FU en células
MDA-MB-231 de 38.1 uyM. Cabe resaltar que el quimioterapéutico usado en este
proyecto y el que fue usado por Escobar en 2015 corresponde a un medicamento
comercial con excipiente, mientras que en otros estudios como el reportado por
Hernandez y col. (2006) donde indican una IC50 de 10 yM en células MCF-7 o los
estudios citados anteriormente de Sagara y col. (2016) en células MDA-MB-2231,
utilizan al 5-FU en su forma pura. Estas diferencias en la IC50 del 5-FU se pueden
explicar tomando en cuenta el efecto que puede tener el vehiculo del farmaco
comercial, el cual reporta las IC50 mas altas respecto a la bibliografia. Si bien se sabe
gue el excipiente no altera la funcionalidad del principio activo y que a su vez mejora
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas para facilitar la accion
farmacoldgica del medicamento, estos beneficios se prueban en modelos in vivo, pues
se contempla, dependiendo de la via de administracion, el metabolismo de los
farmacos que mejora su distribucion y/o eliminacién. En el caso de los medicamentos
intravenosos, como es el caso del 5-FU, el excipiente asegura la estabilidad del
medicamento en el medio polar sanguineo, y permite que el medicamento llegue
adecuadamente al primer paso pulmonar donde las cargas se neutralizan para que la
molécula pueda atravesar las membranas celulares y generar su efecto
anticancerigeno, pero en un modelo in vitro, estos fendmenos bioquimicos no ocurren
lo que disminuye la disponibilidad del medicamento (Villafuerte, 2011). Los materiales
qgue corresponden al excipiente del 5-FU de acuerdo con la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos son: cloruro de sodio (8.5 mg/mL) y agua inyectable que
permiten conservar el medicamento en forma de sal a un pH de 8.6 — 9.4 (mayor al
pH fisiolégico, que es de 7.4). Por tanto, el uso de medicamentos con vehiculo en
modelos in vitro no asegura que todas las moléculas del principio activo se encuentren
disponibles para ejercer su accidn farmacoldgica, lo cual justifica una IC50 mayor a la

reportada por otros investigadores (Villafuerte, 2011).

Por otro lado, existe una amplia diferencia entre la ICso del 5-FU en las células MCF-

7 y las células MDA-MB-231 (52.51 pM y 299.1 uM respectivamente), el hecho de

requerir mayor cantidad de farmaco para disminuir el 50 % de la proliferacion celular

en las células MDA-MB-231 se debe a que este tipo de células se encuentran menos
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diferenciadas (representan al genotipo de cancer de mama triple negativo), es decir,
expresan menos receptores membranales lo que dificulta el tratamiento de este tipo
de cénceres, siendo considerados de mal prondstico y por lo tanto se utilizan
guimioterapéuticos dirigidos al arresto del ciclo celular. Se sabe que el 5-FU genera
su efecto anticancerigeno mediante dos mecanismos, el primero se refiere a la
capacidad para inhibir la enzima timidilato sintasa, necesaria para la sintesis del ADN,
el segundo mecanismo consiste en la incorporacion del 5-FU en el ARN ocasionando
alteraciones excesivas que conducen a apoptosis celular (Florez, 2014). En este
contexto, la efectividad del 5-FU depende de la capacidad de las células cancerigenas
para estimular el metabolismo de nucleétidos (NM) el cual se considera clasicamente
como un motor de la proliferacion celular (Lane y Fan, 2015). Generalmente, las
células cancerosas son altamente dependientes de la sintesis de novo de nucleétidos
para producir suficientes precursores de ADN y ARN para apoyar su crecimiento
(Gale, 2022). En un estudio realizado por Siddiqui y col. (2019) se demostré que en
los tejidos cancerigenos de mama de las pacientes, los niveles de TS se encontraron
significativamente mas altos sobre todo en aquellos mal diferenciados y en los triple
negativos, es por ello, que se relaciona con que en las células MDA-MB-231, al ser
una linea celular representativa de cancer triple negativo, existe una sobre expresion
de TS y por ello es necesaria una mayor concentracion de 5-FU para inhibir a dicha
enzima y lograr la caida del 50 % de la poblacién celular (ICso mayor a la reportada
para MCF-7).

Posteriormente se expusieron las células MCF-7 y MDA-MB-231 a IGF-1, AG1024, 5-
FU en solitario y entre sus combinaciones (figura 4 y 6). El primer grupo evalué el
efecto de IGF-1 sobre ambas lineas celulares, obteniendo un incremento en la
proliferacion cerca del 150 % respecto al control tanto en MCF-7 como en MDA-MB-
231. Este efecto proliferativo se explica por la aplicacion natural del IGF-1, ya que es
una hormona peptidica anabdlica que tiene la funcién de estimular el crecimiento
(Walsh y Damjanovski, 2011). Los niveles altos de IGF-1 se han asociado con un
mayor riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer e incluso con una disminucion de

la esperanza de vida (Walsh y Damjanovski, 2011).
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En el caso particular del cAncer de mama, se ha visto que existe un aumento en los
valores de IGF-1, en consecuencia, los niveles y la actividad de IGF-1 se han
examinado de cerca en tejidos proliferativos por su relacién con los cambios en la
morfologia celular asociados con la progresion del cancer (Walsh y Damjanovski,
2011). Por tanto, la proteina IGF-1 se ha implicado mas fuertemente en la progresion
del cancer de mama debido a su efecto mitogénico y antiapoptético en las células
epiteliales mamarias (Leal y col., 2022). Es por ello, que el incremento en la
proliferacion celular en ambas lineas celulares se justifica y ademas se comprueba el

efecto proliferativo del IGF-1.

Por otro lado, la concentracion de IGF-1 que logra ese incremento en la proliferacién
difiere en las lineas celulares siendo 100 y 150 ng/ mL en MCF-7 y MDA-MB-231
respectivamente, en este caso, se ha informado del papel desempefiado por el factor
de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y su receptor afin IGF-1R en el desarrollo
del cancer de mama (Osher y Macaulay, 2019), en un estudio realizado por
Rigiracciolo y col. (2020) se registrd, mediante el analisis computacional de la
informacion gendmica del cancer en las bases de datos publicas (TCGA y
METABRIC), evidencia de que los niveles altos de IGF-1 o IGF-1R se correlacionan
con un mayor riesgo de padecer cancer de mama y un mal prondstico en pacientes
con cancer de mama, esto indica que existe una menor expresion de receptores a
IGF-1 en las células menos diferenciadas, en este caso MDA-MB-231, de tal manera
que se requiere una mayor concentracion de su ligando para obtener la misma
respuesta bioldgica total en contraste con las células MCF-7 que expresan mas

receptores, que fue lo observado en estos experimentos.

Ademas Rigiracciolo y colaboradores, en el mismo estudio referenciado
anteriormente, explicaron por primera vez la relacion de una via alterna de
proliferacion celular, la cual, después de cierto tiempo de exposicion al ligando 1GF-1
se activa, ésta via es la FAK, que a su vez regula la acumulacién nuclear de YAP, por
tanto, los resultados de Rigiracciolo y colaboradores sugieren que el eje IGF-1/ IGF-
1R / FAK / YAP puede contribuir a la progresion del subtipo agresivo de cancer de

mama triple negativo especificamente.
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El segundo grupo evaluo la actividad del AG1024 en la proliferacion celular, mostrando
un efecto inhibidor cerca del 50 % de la poblacion similar tanto en MCF-7 como en
MDA-MB-231. El AG1024 es un inhibidor de IGF-1R reversible, competitivo y selectivo
que inhibe la fosforilacion del receptor, induce apoptosis y tiene actividad
anticancerigena, la inhibicion de la sefializacién de IGF-1R por la tirfostina AG1024 se
dirige indirectamente a multiples vias clave para la proliferacion celular (Riedeman y
col., 2006).

En un estudio realizado por Deutsch y colaboradores en 2001, mostré que la
exposicién a AG1024 se asocio con una disminucion en la forma fosforilada de Akt en
la serina 473 (Ser 473), que es el principal componente aguas abajo de la via PI3K/Akt,
responsable de la inhibicion de la apoptosis y la proliferacién celular (Deutsch y col.,
2001). Como se menciono, el PI3K y Akt se han relacionado con una mayor
supervivencia celular a través de la fosforilacién y la posterior inhibicion de la molécula
pro apoptética Bad (Neshat y col., 2000). Es por ello por lo que la tirfostina AG1024
también induce la apoptosis y mejora la radio sensibilidad al regular negativamente la
via de sefalizacién PI3K/Akt (Wen y col., 2001). La tirfostina AG1024 es un inhibidor
de tirosina quinasa (TK) que inhibe la fosforilacién de IGF-1R y MEK, este compuesto
también puede inducir la degradacién de pRb (Baserga, 2000). Todas estas vias de
sefalizacion pueden estar involucradas para inhibir la proliferacion celular. Nuestros
resultados sugieren que alguna o algunas de estas vias fueron bloqueadas con el
inhibidor AG1024, ya que la respuesta general observada es la disminucion de la

proliferacion celular.

El cuarto grupo corresponde a la evaluacion del IGF-1 + AG1024. Lo que se buscé
fue representar las condiciones tumorales donde se encuentra sobreexpresado el
receptor de IGF-1 y por ende su ligando natural (IGF-1), demostrando la capacidad
delinhibidor selectivo AG1024 para preservar su actividad antiproliferativa bloqueando
al receptor. Los resultados reportados en esta investigacion demuestran que a la
concentracion de 11.49 uyM y 17.18 uM de AG1024 en células MCF-7 y MDA-MB-231
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respectivamente, se logra reducir cerca del 50 % de la poblacion celular. Esto indica
que el AG1024 tiene la capacidad de inhibir al receptor de IGF-1 deteniendo la
sefalizacion aguas abajo a su activacion pese a la presencia del ligando, el cual puede
unirse al receptor, pero no desencadenar su activacion por el bloqueo con AG1024.
Esta reduccion en la proliferacion es similar a lo reportado por Wei y col. (2015) donde
se observa una disminucién del 40 % de la poblacion celular al colocar el IGF-1 vy el
AG1024 en células de cancer de pulmdn, este efecto se justifica por el bloqueo aguas
abajo, que como ya se menciond anteriormente, involucra vias de las JAK-STATS3,

PI3K-AKT y MAPK’s responsables de la invasividad y proliferacion celular.

En el quinto grupo se evalué el efecto del IGF-1y el 5-FU, con la finalidad de demostrar
la capacidad del 5-FU de preservar su actividad antiproliferativa pese a la presencia
de IGF-1, que, como ya se mencion0 anteriormente, funciona como un factor de
crecimiento asociado a proliferacion celular. En este caso, se observa una disminucion
de la proliferacién celular cercana al 50 %, este resultado indica que el 5-FU es capaz
de mantener su actividad anticancerigena aun y cuando se estimula la via de IGF-1/
IGF-1R. Para comprender los mecanismos implicados en esta respuesta observada,
se destaca que el IGF-1 al unirse y activar a su recetor, va a desencadenar las
cascadas de sefializacién de las MAPK’s y PI3K/AKT principalmente, esto a su vez
generard factores estimulantes del ciclo celular, una vez que la célula comience a
proliferar de manera descontrolada va a requerir de nucleétidos para seguir
duplicando su material genético y es hasta este punto donde actta el 5-FU pues inhibe
a la TS teniendo como respuesta final, el arresto del ciclo celular y le regresion de la

proliferacion.

El sexto grupo corresponde a la evaluacion de AG1024 + 5-FU, con esta combinacion
se esperaba observar un efecto sinérgico por los diferentes mecanismos implicados
de las dos moléculas, pero, al igual que en los grupos anteriores, la proliferacion se
redujo cerca del 50 % respecto al control en ambas lineas celulares. Estos resultados
se pueden justificar al analizar propiamente los mecanismos principales involucrados,
ya que el 5-FU requiere que las células se encuentren en reproduccion para poder

ejercer su efecto, ya que, si la célula no esta proliferando, no requerira la activacion
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del ciclo de los folatos, de tal forma que, aunque el 5-FU inhiba a la TS, no habra
repercusiones notorias en la proliferacion celular. Por tanto, al inhibir aguas arriba a la
via de proliferacion IGF-1/IGF-1R, las células no se van a replicar, no se podra generar
un sinergismo entre las 2 moléculas y, por lo tanto, solo se observa el efecto inhibitorio
del AG1024.

Por ultimo, en el séptimo grupo se evalu6 el efecto del IGF-1 +AG1024 + 5-FU,
observando una reduccion en la proliferacion cercana al 50 % en ambas lineas
celulares, en este caso, el principal efecto que determina este bloqueo en la
proliferacion celular, es la inhibicion del receptor IGF-1 R por AG1024, ya que al
impedir su fosforilacién, las vias de sefalizacion aguas abajo se veran bloqueadas
pese a la presencia del ligando IGF-1 como se explicO anteriormente, y por
consecuencia, menos ceélulas se encontraran en reproduccion, siendo menor el
impacto del 5-FU, que de igual manera como se menciono con anterioridad, requiere
gue las células proliferen para generar el arresto del ciclo celular, es por ello que se
sugiere que en proliferacion celular, el AG1024 es el principal causante de dicha
actividad, predominando sobre el IGF-1 como estimulante y el 5-FU como

anticancerigeno.

9.2 Evaluacién de la migracién celular mediante el ensayo de herida

Seguido de los ensayos de proliferacion se realizaron los ensayos herida con la
finalidad de conocer el efecto de cada sustancia y sus combinaciones en la migracion
celular en MCF-7 y MDA-MB-231, cabe resaltar que se usaron las mismas
concentraciones que en los ensayos de proliferacibon de cada sustancia

respectivamente.

El primer grupo evaluado corresponde al efecto del IGF-1 sobre la migracién en
células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231. En ambas lineas celulares se
observa una diferencia significativa en el porcentaje del cierre de herida respecto al
control, ya que a partir de las 12 horas se observa el cierre de la herida, siendo en las
células MDA-MB-231 mas rapido que en las células MCF-7.
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Es importante resaltar que durante el proceso de transicion epitelio-mesenquimal
(EMT) existe una disminucion de E-cadherina y [-catenina, desmoplaquina,
citoqueratina-8 y citoqueratina-18 y aumenta la concentracion de N-cadherina,
vimentina, fibronectina, actina de musculo liso y secrecion de metaloproteinasas de
matriz (MMP) (Huang y Li., 2015). Recientemente, se ha sugerido que IGF-1 regula la
actividad de la metaloproteinasa de matriz (MMP) a través de las vias PI3K y MAPK,
y que la via de sefializacion de IGF-1 interactta con la via de TGF-B (Lorenc, 2014).
Estas vias pueden estar estimulandose tanto en MCF-7 como en MDA-MB-231. De
acuerdo con lo reportado por Chen y col. (2013), se ha encontrado que cuando se
administra IGF-I, el IGF-IR puede inducir la fosforilacion de tirosina del sustrato del
receptor de insulina | (IRS-1), y luego activar respectivamente dos vias de
sefalizacion: las vias Ras-MAPK vy la via PI3K-Akt/PKB cuya respuesta final es el
aumento de la migracion e invasividad celular (Chen y col., 2013). En otro estudio
realizado por Kumar y col. (2006), se mostrd que la via PI3K-Akt/PKB juega un papel
principal cuando es inducida por IGF-I en las células de céncer de mama pues
promueve la migracion celular. De tal forma que la activacion de estas vias en ambas
lineas celulares, logran la respuesta migratoria positiva observada en nuestros

resultados.

Ademas de observar el efecto promigratorio del IGF-1 en ambas lineas celulares, en
las células MDA-MB-231 se cerr6 la herida mas rapido que en las células MCF-7, este
comportamiento diferencial en la velocidad de migracion entre cada linea celular se
explica por dos diferentes mecanismos, el primero, se sugiere que sea por la cantidad
de receptores IGF-1R expresados en MDA-MB-231 en contraste con los expresados
en MCF-7, pues las células MDA tienen mayor cantidad de receptores, por lo cual, al
estar presente el IGF-1, que es ligando natural, puede activarlos todos y asi generar
la migracién y posterior cierre de la herida en un tiempo mas corto que las células
MCF-7 que tienen mas receptores, esto también justifica el uso de una mayor cantidad
de IGF-1 en las células MDA-MB-231 (Rigiracciolo y col. 2020). ElI segundo
mecanismo se explica retomando los resultados reportados por Leal y col. (2022),

donde introduce un nuevo concepto en migracion celular, y es la capacidad de las
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células de cancer de mama MDA-MB-231 de generar vesiculas por la estimulacion
con IGF-1 (EV) a 10 nM, dichos resultados concluyen que hay una induccion previa
en la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), y sugieren fuertemente que IGF-1 juega
un papel importante en el proceso de invasion y metastasis en el cancer de mama a
través de la liberacion de EV de las células de cancer de mama ya que en el modelo
de células sanas, al colocar las vesiculas liberadas por IGF-1, que contienen factores
activadores, les otorga la capacidad de migrar a estas células no cancerigenas (MCF-
10A) (Leal y col., 2022).

El segundo grupo evalud el efecto sobre la migracion celular del AG1024, observando
gue tanto en células MCF-7 como en células MDA-MB-231, existe inhibicién de la
migracion celular respecto al control evitando el cierre de herida, donde solo se logré
el cierre del 25 % a las 24 horas (figuras 7 - 10). Estos resultados se esperaban pues
se sabe que el AG1024 impide la fosforilacion del IGF-1R causando el bloqueo de las
vias aguas abajo que incluye la via de Raf, MEK1/2 y ERK % que regulan la
supervivencia e invasividad tumoral, la via de PI3K-AKT que incrementa la produccion
de metaloproteasas y otras proteinas que favorecen la migracion celular (Heinrich y
col., 2000) y la cascada de JAK-STAT3 que promueve la proliferacién y migracion
celular, pues en un estudio realizado por Ma y col. (2020), se indic6 que la activacion
de la via IGF-1/STAT3 disminuye la producciéon KLF5 e incrementa la MMP9
(metaloproteasa 9 de matriz) en cancer de prostata.

Debido a que no hay informacion sobre la capacidad antimigratoria del AG1024 en
células de cancer de mama, nuestros resultados demuestran dicha capacidad anti-
invasiva en dos lineas de cancer de mama con caracteristicas genotipicas distintas,
representativas de un modelo responsivo a estrogeno (MCF-7) y otro mas diferenciado
(MDA-MB-231). Esta capacidad antimigratoria del AG1024 ha sido demostrada en
otras lineas celulares de cancer, por ejemplo, en un estudio realizado por Jones y col.
(2004) observaron que a una concentracion de 10 uM, el inhibidor de IGF-1R, AG1024
redujo significativamente (45%, P < 0,05) la capacidad migratoria de las células
DU145/TKI-R (células metastasicas de origen prostatico en el sistema nervioso

central), en comparacion con los valores de control. Estos antecedentes demuestran
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el efecto antimigratorio del AG1024 y respaldan los resultados obtenidos por nuestro

grupo de trabajo evaluando su actividad sobre lineas de cancer de mama.

El tercer grupo determind el efecto del 5-FU sobre la migracion celular en células MCF-
7 y MDA-MB-231, donde se observé un efecto similar al control en las células MCF-7
y en las células MDA-MB-231 en un tiempo de 24 horas donde la herida se cerré
completamente, es decir, el 5-FU no presentd un efecto antimigratorio a la

concentracion y tiempos de tratamiento evaluados.

Primeramente, el 5-FU actla sobre las células que se encuentran en proliferacion por
la adicion del mismo en el ARN vy la inhibicion de la TS, que detiene el ciclo de los
folatos, es decir, no tiene efecto en células en fase GO, por tanto, no se espera un
efecto sobre la migracion, ya que, en principio, las células solo se “mueven” para cerrar
la herida pero no se multiplican. Sin embargo, la intencion de evaluar su efecto sobre
la migracion es para corroborar si existe o no, inhibicién o activacion de alguna via
alterna que pudiera generar el efecto antimigratorio, pues este es un medicamento
gue se usa de primera linea para tartar al cancer y es de los primeros en recetarse
para tratar el cAncer de mama triple negativo. Este tratamiento es el mas recomendado
y este tipo de cancer es altamente invasivo, pero al observar los resultados obtenidos,
no existe un efecto antimigratorio del 5-FU, por el contrario, en las células MDA-MB-
231, se observa un cierre mas rapido de la herida respecto al control, por tanto, estos
resultados remarcan la importancia de investigar moléculas que puedan convertirse
en medicamentos que en conjunto o en solitario, no solo actien como antiproliferativos
0 proapoptéticos, sino que también disminuyan la migracién celular sobre todo en

canceres altamente invasivos.

No existen estudios que evallen el efecto del 5-FU sobre la migracién celular, pero,
de acuerdo con los antecedentes, existen estudios donde el 5-FU se administra en
conjunto con otras moléculas que inhiben la invasividad de las células cancerigenas
para que después el 5-FU pueda ejercer su efecto antiproliferativo mediante el arresto

del ciclo celular, ambos mecanismos en conjunto logran contrarrestar la progresion
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del cancer. Uno de estos estudios es el realizo por Proietti y col. (2021) donde
indicaron que los extractos de embrion de pez cebra (SL) tienen propiedades
antimigratorias y anti-invasivas por la presencia de factores morfogenéticos extraidos
gue en asociacion con 5-fluorouracilo (5-FU) logran inhibir la migracion y proliferacion
en células de cancer de mama metastasico (MDA-MB-231) logrando una mejora en la
reduccion de la progresion del cancer. Otro estudio realizado en lineas de cancer
(ZLDI-8) de cancer colorrectal, Li y col., (2018) demostraron que se mejora la terapia
con 5-FU al revertir la transicion de Notch relacionado a la transicién epitelio-
mesenquimal utilizando un inhibidor de ADAM17, el cual funge como antimigratorio.
Con estos antecedentes, mas lo reportado por nuestro grupo de investigacion, ha sido
demostrada la necesidad de moléculas con actividad antimigratoria, que disminuyan
la invasividad celular y que, a su vez, puedan potenciar el efecto de otros
medicamentos como el 5-FU que actian en la proliferacién celular, para que en

conjunto se mejore el prondstico del cancer.

El cuarto grupo corresponde al efecto de IGF-1 + AG1024 con la finalidad de probar
el efecto del inhibidor del AG1024 en condiciones donde el ligando IGF-1 se encuentra
expresado y disponible para las células cancerigenas, en representacion de lo que
puede pasar a nivel tumor. En este caso, se obtuvo un efecto similar al grupo donde
solo se encontraba el AG1024, es decir, se evita el cierre de la herida en un 35 %
aproximadamente tanto en células MCF-7 y MDA-MB-231. Con estos resultados
podemos inferir que, pese a la estimulacion del ligando IGF-1, el inhibidor AG1024
logra ocasionar una disminucion en la migracién celular, confirmando su efectividad y
la afinidad que tiene al bloquear el receptor aun con la union de su ligando natural. El
AG1024 al bloquear al receptor de IGF1 impide que se desencadenen las cascadas
aguas abajo, es decir, no importa si el ligando (IGF-1) esta circulando en el medio,
puede incluso llegar y unirse a su receptor, pero al estar presente el inhibidor,
podemos demostrar con estos experimentos, que bloquea la sefial efectivamente e

impide la migracion celular.

No existe informacion sobre la combinacion del IGF-1 (estimulante) y AG1024

(inhibidor) en la migracion celular, por tanto, estos resultados aportan conocimiento
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sobre la prevalencia de la inhibicion del AG1024 sobre el receptor de IGF-1R aun
cuando el IGF-1 se una. Estos resultados sugieren entonces, al AG1024 como un
inhibidor importante de la migracion celular que se use en conjunto de algun otro

anticancerigeno para mejorar la respuesta anticancerigena.

El quinto grupo evalla el efecto en la migraciéon celular de IGF-1 + 5-FU, donde se
obtiene que en las células MCF-7, a las 12 horas se logra el cierre de la herida,
teniendo ademéas un comportamiento similar al grupo con solo IGF-1, y para el caso
de las células MDA-MB-231, existe un comportamiento similar al grupo que tenia solo
IGF-1. Ademas, se puede inferir una mayor velocidad de migracién de las células
MDA-MB-231 sobre las células MCF-7. Este comportamiento se puede explicar por el
namero de receptores de IGF-1R presentes, que, como ya Se menciono
anteriormente, se expresan mas en las células MDA-MB-231 que en las células MCF-
7, logrando la activacibn de mas receptores que promuevan la migracion mas
rapidamente en contraste a las células MCF-7. Por otro lado, se comprueba, en ambas
lineas celulares, que no existe un efecto inhibidor del 5-FU en la migracion celular, ya
que no existe una diferencia significativa al grupo control, al contrario, las células de
ambas lineas celulares migran mas rapido, esto se explica por el mecanismo de accién

del 5-FU gue actua en células en reproduccion y no involucra accion en células en GO.

El sexto grupo corresponde al efecto del AG1024 +5-FU, donde se observd que en
ambas lineas celulares existe una diferencia respecto al control a las 24 horas, es
decir, se evita el cierre de la herida tanto en células MCF-7 y células MDA-MB-231,
ademas de observar un efecto similar al reportado por el grupo del AG1024 en
solitario. Con esta combinacion de buscaba un sinergismo entre el inhibidor AG1024
y el 5-FU, sin embargo, no se observa dicha sinergia, solo se observa el predominante
efecto del AG1024, el cual inhibe las vias aguas abajo implicadas en la migracion
celular, como ya se explico anteriormente, y se puede inferir que el 5-FU no interfiere
en el efecto antimigratorio ya que en combinacién como en solitario no presenta dicho
efecto, pues como ya se menciond, actla en células de reproduccioén rapida y no en

células en fase GO.
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El séptimo grupo fue la evaluacién de la combinacion de las tres sustancias, IGF-1 +
AG1024 + 5-FU, donde se observé que en ambas lineas celulares existe una
diferencia respecto al control a las 24 horas, es decir, se evita el cierre de la herida
tanto en células MCF-7 y células MDA-MB-231, ademas de presentar un
comportamiento similar al grupo que uso solo el AG1024. De igual forma, predomina
el efecto inhibidor del AG1024, ya que de manera individual y en combinacién solo
con el IGF-1 logré inhibir la migracién celular, esto por el bloqueo de vias de
sefalizacion aguas abajo, como se explica con anterioridad, evitando la activacion del
IGF-1R pese a la presencia de IGF-1. También se infiere que el 5-FU no patrticipa

dado que las células estan en fase GO.

9.3 Evaluacion de la angiogénesis mediante el modelo CAM

Se evaluo el impacto de las células MCF-7 y MDA-MB-231 en la angiogénesis del
embrion de pollo, asi como del IGF-1, AG1024 y del 5-FU, y sus combinaciones de
estas tres sustancias, utilizando el modelo de la CAM (figuras 11 — 14). Con nuestros
resultados demostramos que el 5-FU no actia modulando vias angiogénicas, mientras
que el IGF-1 es un agente proangiogénico y el AG1024 actia como inhibidor de la

angiogénesis, estos resultados se presentan a continuacion.

En MCF-7 existe un aumento en la formacion de vasos sanguineos estadisticamente
significativo con respecto al control, a partir del dia 7. De igual forma, en las células
MDA-MB-231. Este aumento en la angiogénesis se entiende porque es un proceso
vital para el crecimiento y diseminacion de canceres solidos, como lo es el cancer de
mama (Ayoub y col., 2022). Dentro de los factores pro angiogénicos mas importantes
en el cancer de mama, se encuentra el VEGF (Ribatti y col., 2016). La sobreexpresion
de VEGF ocurre con frecuencia antes de la invasion de células de cancer de mama,
es decir, los niveles séricos de VEGF se correlacionaron con una etapa avanzada del
cancer de mama (Ribatti y col., 2016). También se ha encontrado que la angiogénesis
en el carcinoma de mama esta regulada por VEGFR-2, VEGFR-3, VEGF-D y VEGF-

C (Eroglu y col., 2017). La expresion de VEGF-D se asocié con metastasis en los
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ganglios linfaticos en tejidos de cancer de mama (Eroglu y col., 2017). Ademas de
VEGF, el cancer de mama humano invasivo expresa multiples factores pro
angiogénicos, incluidos TGF-B1, pleiotrofina, FGF acido y basico, factor de
crecimiento placentario y PDGF (Ayoub y col., 2022). Debido a la naturaleza de las
células cancerigenas se espera un incremento en la angiogénesis como se demostro

estadisticamente con nuestros resultados.

En ambas lineas celulares se observa un aumento cerca del 25% en la formacion de
nuevos vasos sanguineos estadisticamente diferente respecto al control, y en una
mayor cantidad (cerca del 50%) que las células sin tratamiento. Esta diferencia se da
a partir del dia 7 en ambas lineas celulares al tratarse con IGF-1. Como ya se
menciond anteriormente, las células de cancer de mama propiamente secretan
factores que producen angiogénesis, sin embargo, al adicionar el IGF-1, este aumento
en la formacién de vasos es mayor, este efecto se explica retomando la actividad
estimulante del IGF-1 al actuar como un factor de crecimiento. Propiamente, el eje
IGF-1/IGF-1R y RAGE esta relacionado directamente con un aumento en la
angiogénesis (Emberley y col., 2004). De acuerdo con estudios realizados por Muoio
y col. (2021), la proteina de unién al calcio S100 A7 (S100A7), que pertenece a la
familia de proteinas S100, se expresa en diversos tumores, incluido el cancer de
mama Yy, aunque generalmente no se expresa en el epitelio mamario normal, los
niveles de S100A7 aumentan en las primeras etapas de progresion. En otro estudio
realizado por estos mismos autores, se elucidé el mecanismo de S100A7,
demostraron que actia como una molécula similar a la citocina que se une a su
receptor RAGE (Receptor para productos finales de glicacion avanzada), una proteina
transmembrana que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Muoio y col,
2021). Previamente, se ha demostrado que una via S100A7/RAGE activada promueve
los efectos angiogénicos y facilita la diseminacién de la metastasis mamaria (Nasser
y col., 2015). En una investigacion elaborado por Lapeire y col. (2014) demostraron
por primera vez, que el eje IGF-1/IGF-1R desencadena la activacion transcripcional
dependiente de STAT3 de S100A7, que actia como un mediador paracrino en el
microambiente del tumor de mama, es decir, la activacion dependiente de IGF1 de la
sefalizacion S100A7/RAGE induce la proliferaciéon de células endoteliales vasculares
51



humanas y su ensamblaje en estructuras similares a vasos sanguineos.

Por otro lado, se ha demostrado que, mecé&nicamente, otros factores como el IncRNA-
NR2F1-AS1 puede aumentar la expresion del factor de crecimiento similar a la
insulina-1 (IGF-1) a través de un efecto “esponja” donde se forma el miRNA-338-3p
en células de cancer de mama y luego, este compuesto activo al receptor de IGF-1
(IGF-1R) ocasionando una regulacion de sefal extracelular, por tanto, estos
resultados indicaron que INCRNA-NR2F1-AS1 podria promover la angiogénesis del
cancer de mama a través de la via IGF-1/IGF-1R/ERK (Zhang y col., 2020).

Tomando en cuenta estos antecedentes, se puede explicar el aumento en la
angiogénesis mediado por IGF-1 en ambas lineas celulares como se reporta en este

proyecto de investigacion.

El AG1024 logra disminuir la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir del dia
11 en células MCF-7 y MDA-MB-231. Si bien no existen reportes del efecto de AG1024
sobre la angiogénesis, se puede inferir que, dado que inhibe al receptor de IGF-1R,
las vias aguas abajo se ven reguladas negativamente, es por ello que, en caso de
angiogénesis, como se explicé anteriormente, el IGF-1 puede incrementar la
formacion de vasos sanguineos por la activacion de la via IGF-1/IGF-1R/ERK o por el
eje de IGF-1/IGF-1R/STAT3/S100A7RAGE, si se bloquea el receptor esta vias se
inhiben por consecuencia , generando un efecto de “stand by”, disminuyendo la

angiogénesis.

El 5-FU no muestra diferencia respecto al control, es decir no favorece la
angiogénesis, pero tampoco la inhibe, este comportamiento se observa en ambas
lineas celulares. Como se ha mencionado a lo largo de esta discusion, el 5-FU ejerce
Su accion citotoxica sobre las células en proliferacion mediante la inhibicion de la
timidilato sintasa (TS) y la incorporacion de sus metabolitos en el ARN y el ADN
(Longley y col., 2003). Adicional a estos mecanismos del 5-FU, se desconoce si alguno
se relaciona directamente sobre la angiogénesis. Sin embargo, se han sumado
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esfuerzos para desarrollar analogos del 5-FU con actividad antiangiogénica, en
estudio elaborado por Ooyama y col. (2008), examinaron la actividad antitumoral y
antiangiogénica de los farmacos a base de 5-fluorouracilo (5-FU) S-1 (tegafur, 5-cloro-
2,4-dihidroxipiridina y oxonato de potasio) y capecitabina en xenoinjerto de cancer
colorrectal, donde encontraron que ambos farmacos mostraron actividades
antitumorales significativas contra los xenoinjertos de COL-1 a una dosis subméxima
tolerada (sub-MTD), que fue inferior a la dosis maxima tolerada (MTD). En el sub-
MTD, observaron una reduccion significativa en el nUmero de microvasos y la mejora
de la apoptosis de células endoteliales de microvasos asociada a tumores en
xenoinjertos tratados con S-1. Ademds, encontraron que la expresion de
trombospondina-1 (TSP-1), que se sabe que es un mediador de los efectos
antiangiogénicos de la quimioterapia metronémica, estaba significativamente regulada
al alza en tejidos tumorales de xenoinjertos y plasma en animales tratados con S-1 en
un sub-MTD. La capecitabina también mostré una tendencia hacia la induccién de
TSP-1. Estos resultados sugieren que los farmacos basados en 5-FU inhiben la
progresion tumoral a través de diferentes mecanismos de accion, incluida la actividad
citotoxica derivada del 5-FU y la inhibicion de la angiogénesis a través de la induccion
de TSP-1 por sus analogos. En la actualidad no existen reportes suficientes que
demuestren la participacién del 5-FU en la angiogénesis, y en nuestro grupo de
estudio no hubo una diferencia significativa respecto al control en el nUmero de vasos

formados.

En el grupo IGF-1 + AG1024 se observé una disminucién en la formaciéon de vasos
sanguineos a partir del dia 13 en células MCF-7, en las células MDA-MB-231 se
observo esta disminucion a partir del dia 11. Retomando el mecanismo de accién del
AG1024, indicamos el bloqueo del receptor de IGF-1R, impidiendo la activacion de las
vias de sefalizacion aguas abajo que tienen efectos angiogénicos como la via IGF-
1/IGF-1R/ERK o por el eje de IGF-1/IGF-1R/STAT3/S100A7RAGE, lo importante a
resaltar, es que, pese a que se encuentra el ligando natural del receptor (IGF-1),
prevalece la accion inhibidora del AG1024., lo cual la convierte en una molécula
prometedora, pues en este grupo se busca simular las condiciones reales del cancer,
donde hay presencia de IGF-1 y dicha concentracion, respecto al estadio del cancer,
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va en aumento.

Para el grupo IGF-1 + 5-FU no existe una disminucién en la formacion de vasos
sanguineos, en células MCF-7 hay un incremento estadisticamente significativo
respecto al control a partir del dia 7, presentando un comportamiento similar al grupo
con IGF-1 en solitario, por otro lado, en los dias 7 y 9 incluso incrementa la formacion
de vasos sanguineos respecto al control en células MDA-MB-231, presentando un
comportamiento similar al grupo donde solo se habia colocado el IGF-1, para el dia
11 esta formacién de vasos seguia siendo mayor que el control pero menor al grupo
de IGF-1 en solitario, y ya para el dia 13, no hubo diferencia significativa con respecto
al control. Como se explicé anteriormente, el IGF-1 es un ligando pro angiogénico por
ende se espera un aumento en la formacion de vasos sanguineos, el cual se esperaba
mitigar con la presencia del 5-FU, sin embargo, no genera un efecto antiangiogénico,
ya que en solitario tampoco mostré actividad, los mecanismos de éste
guimioterapéutico no van enfocados a disminuir la formacién de vasos sanguineos, Si
No que ejerce su accion citotoxica en células en proliferacién, y justo por esta accién
en el dia 13 se “detiene” la formacidon de vasos, pero se sugiere que es debido al
efecto antiproliferativo que compite y reduce el nimero de células, mas no por una
accion directamente en la angiogénesis, ya que ademas este comportamiento no es

menor al reportado por el grupo control.

El siguiente grupo evaluo el efecto sobre la angiogénesis del AG1024 + 5-FU, donde
se observa una disminucion estadisticamente menor con respecto al control en el dia
13 en células MCF-7, y en células MDA-MB-231, esta disminucion se nota a partir del
dia 11. Dicha disminucién o arresto de la angiogénesis, se le atribuye al AG1024
Gnicamente (se propone el blogueo de las vias angiogénicas descritas con
anterioridad mediadas por IGF-1/IGF-1R), ya que no existe sinergismo con el 5-FU,
gue, como se reportd en los 2 grupos anteriores, no genero un cambio significativo en

la formacion de vasos sanguineos en ambas lineas celulares.

El altimo grupo evalué el efecto de IGF-1 + AG1024 + 5-FU donde en células MCF-7,
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se mostré una disminucion en la formacion de vasos sanguineos a partir del dia 13,
mientras que en las células MDA-MB-231, esta disminucion se presento desde el dia
11. Este arresto de la angiogénesis, se le atribuye al AG1024 Uunicamente (se propone
el bloqueo de las vias angiogénicas descritas con anterioridad mediadas por IGF-
1/IGF-1R), ya que no existe sinergismo con el 5-FU, y anteriormente en el grupo de
IGF-1 + AG1024, la accion inhibitoria predomind pese a la presencia del ligando

natural.
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10. CONCLUSIONES

. El' IGF-1 incrementa la proliferacion con respecto al control tanto en MCF-7 (100
ng/mL) como en MDA-MB-231 (150 ng/mL).

. EI AG1024 mostr6 un efecto inhibidor en la proliferacién celular tanto en MCF-7
(11.49 pM) como en MDA-MB-231 (17.18 uM). Ademas, el AG1024 es capaz de
inhibir la proliferacion celular con la adicion del IGF-1.

. ElI 5-FU disminuye la proliferacion celular en las lineas MCF-7 (52.52 uM) y MDA-
MB-231 (299.1 uM). El 5-FU logra mantener su actividad antiproliferativa aun en
presencia del IGF-1.

. En cuanto a la migracion celular, el IGF-1 actia como un agente pro migratorio en
las lineas MCF-7 y MDA-MB-231.

. Nuestros resultados son el primer antecedente que demuestra la capacidad
antimigratoria del AG1024. El AG1024 inhibe la migracién celular en la linea F-7 y
la linea MDA-MB-231, como en adicién con IGF-1.

. ElI'5-FU no present6 un efecto antimigratorio en las células MCF-7 (52.51 uM) y las
MDA-MB-231 (299.1 uM), y tampoco redujo el efecto pro migratorio del IGF-1.

. El IGF-1 induce la formacion de vasos sanguineos en el modelo CAM generado

con ambas lineas celulares.

. EI AG1024 inhibe la formacion de nuevos vasos sanguineos en el modelo CAM con
el injerto de células MCF-7 (10 uM) y MDA-MB-231 (15 uM).

. EI 5-FU no inhibe la angiogénesis, pero tampoco la favorece.
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ANEXOS

>

CONTROL 50 ng/mL 100 ng/mL 150 ng/mL 200 ng/mL 250 ng/mL

6 h

12h

24 h

Figura 15. Micrografias del ensayo herida para las células MCF-7. Se muestra el

efecto de IGF-1 sobre la migracion en la linea MCF-7 alas 0, 6, 12y 24 h de

exposicion.
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Figura 16. Efecto del IGF-1 sobre la migracion celular de MCF-7. Se muestra la media
+ SEM. ANOVA de dos vias con prueba post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 17. Micrografias del ensayo hen a para las celulas MDA MB 231 Semuestra
el efecto de IGF-1 sobre la migracion en la linea MCF-7 a las 0, 6, 12 y 24 h de

exposicion.
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Figura 18. Efecto del IGF-1 sobre la migracion celular de MDA-MB-231. Se muestra
la media £ SEM. ANOVA de dos vias con prueba post hoc Tukey (p<0.05).
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