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Resumen

El céancer de mama triple negativo (CMTN) es un subtipo agresivo de cancer de mama
(CM) asociado a un peor prondstico y representa entre el 15% y 20% de los casos CM
diagnosticados. Debido a la falta de blancos terapéuticos especificos, su tratamiento principal
es la quimioterapia, cuyo beneficio es limitado. Por otro lado, los microARNs (miARNs) son
pequeiias moléculas de ARN no codificantes que regulan la expresion génica mediante la
degradacion o la represion de la traduccion de ARN mensajeros (ARNm) y desempefian un
papel crucial en la oncogénesis. Previamente en el laboratorio, mediante un microarreglo de
expresion y andlisis bioinformaticos posteriores, se evidencid que el miARN let-7b-5p, se
encontraba disminuido tanto en el plasma de mujeres con alteraciones asociadas al sindrome
metabolico (AASM) como en el tejido tumoral de pacientes con CM basal-like. Esto resulto
de particular interés dado que el sindrome metabolico (SM) aumenta el riesgo y agresividad
del CM y presenta mayor prevalencia en el CMTN. A partir de esta informacion, el
laboratorio estudio el rol de let-7b-5p en el desarrollo y progresion del CMTN, asi como su
posible potencial terapéutico. Al evaluar el efecto terapéutico de let-7b-5p en un modelo
murino mediante el tratamiento con una unica dosis de este miARN, se observd una
disminucion en el tamafio de tumores derivados de la inoculacion con células tumorales
mamarias 4T1. Estos resultados representaron un avance prometedor en el desarrollo de
terapias para el CMTN mediante el uso de miARNSs. Sin embargo, los mimics son moléculas
sintéticas de ARN disefiadas para imitar la funciéon de los miARNs enddgenos que, en la
actualidad, tienen un costo elevado. Por eso, en el laboratorio se plantearon alternativas
terapéuticas, como el uso de farmacos que tengan como blanco la expresion de miARNSs o el
uso combinado de mimics con drogas de menor costo y baja toxicidad, con el objetivo de
reducir la dependencia y cantidad de miARNSs sintéticos necesarios en esquemas terapéuticos.
Este contexto llevo al laboratorio a identificar, mediante herramientas bioinformaticas, que la
metformina, una droga sintética de uso comercial, modula la expresion de let-7b-5p en
modelos de céncer de pancreas. Estos antecedentes, junto con el uso consolidado de la
metformina como tratamiento para la diabetes tipo II, una condicion estrechamente vinculada
al sindrome metabodlico (SM), abrieron nuevas lineas de investigacion sobre su potencial

terapéutico en CMTN. Asi, el objetivo general de esta Tesina fue analizar el rol de let-7b-5p
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en la sensibilidad y respuesta antitumoral de la metformina en modelos celulares de CMTN,

explorando su potencial como estrategia terapéutica combinada.

Como primer abordaje, se evalud el efecto de let-7b-5p en la linea celular de CM
MDA-MB-231 para consolidar su rol de supresor tumoral en CMNT, ademas, se estudid su
influencia modulando fenotipos relacionados con el crecimiento y progresion del CMTN
determinando la expresion de un panel de genes. A su vez, se analizo el efecto de la
metformina en la expresion de let-7b-5p, asi como en la expresion del miR-877-5p y
miR-28-3p, miARNs también identificados como alterados en el plasma de mujeres con
AASM vy en el tejido tumoral de pacientes con CM basal-like. Por ultimo, se explord el
potencial terapéutico de combinar metformina y let-7b-5p, ambos tratamientos de baja
toxicidad, para maximizar los beneficios antitumorales, validando previamente los efectos
antitumorales de la metformina en los modelos experimentales de CMTN del laboratorio.

Los resultados de esta Tesina son consistentes con un rol supresor tumoral de
let-7b-5p, al disminuir la viabilidad celular, la capacidad clonogénica y la migracion de
células de CMTN. Ademas, se evidencid que la sobreexpresion de let-7b-5p disminuyo la
expresion de E-Cadherina y aument6 la expresion de Vimentina. Sin embargo, este patron de
expresion es contrario al esperado, considerando que let-7b-5p disminuye la migracion de
cé¢lulas MDA-MB-231. No se observo una variacion significativa en el caso de los demas
genes estudiados, por lo que son necesarios mas estudios a futuro para dilucidar los
mecanismos moleculares por los cuales este miARN modula el CMTN.

Por otra parte, se encontrd que las dosis de metformina utilizadas no modularon la
expresion de let-7b-5p, el miR-28-3 y el miR-877-5p en la poblacion total de células de
CMTN. Ademas, se validaron algunos de los efectos antitumorales de la metformina ya que
se encontrd que, a altas dosis, reduce la viabilidad, migracion y capacidad clonogénica en los
modelos de CMTN utilizados en el Laboratorio.

Por ultimo, el tratamiento combinado de metformina y let-7b-5p no mostr6 un
sinergismo pero se observo un efecto aditivo en la reduccion de la viabilidad de células
MDA-MB-231, ya que el tratamiento conjunto con metformina 1 mM y la sobreexpresion de
let-7b-5p redujo la viabilidad celular a niveles similares a los observados luego del
tratamiento simple con metformina SmM. Sin embargo, este efecto aditivo no se observo en
células 4T1. Respecto a la capacidad de migracion, la combinacion de metformina y let-7b-5p

no mostrd sinergismo ni un efecto aditivo en la migracion de células MDA-MB-231 y 4T1.
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Finalmente, en cuanto a capacidad clonogénica, no se encontrd que el tratamiento combinado

resulte en una mayor disminucioén, por el contrario, se observd una interaccion negativa
significativa entre ambos tratamientos en la linea MDA-MB-231.

Los hallazgos obtenidos en esta Tesina destacan a let-7b-5p como supresor tumoral en
CMTN. Por otra parte, si bien el tratamiento combinado de let-7b-5p y metformina mostrd
resultados alentadores en la viabilidad de las células MDA-MB-231, se requieren mas
estudios para explorar el beneficio de combinar estos dos compuestos. Estos resultados son un
paso inicial hacia el desarrollo de terapias personalizadas que combinen mimics con farmacos
reposicionados, reduciendo costos y toxicidad, que permitan enfrentar la resistencia a

tratamientos convencionales y la alta recurrencia en este subtipo de CM.
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Abstract

Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive subtype of breast cancer (BC)
associated with a worse prognosis and represents between 15% and 20% of diagnosed BC
cases. Due to the lack of specific therapeutic targets, its main treatment is chemotherapy, the
benefit of which is limited. On the other hand, microRNAs (miRNAs) are small non-coding
RNA molecules that regulate gene expression by degrading or repressing the translation of
mRNAs and play a crucial role in oncogenesis. Previously in the laboratory, through
microarrays and subsequent bioinformatics analysis, it was shown that let-7b-5p was
decreased in the plasma of women with alterations associated with metabolic syndrome
(AAMS) and in the tumor tissue of patients with basal-like BC. Based on this information, the
laboratory studied the role of let-7b-5p in the development and progression of TNBC, as well
as its possible therapeutic potential. When evaluating the therapeutic effect of let-7b-5p in a
murine model by treatment with a single dose of this miRNA, a decrease in the size of tumors
derived from inoculation with 4T1 cells was observed. These results represented a promising
advance in the development of therapies for TNBC using miARNs. However, due to the high
cost of mimics, synthetic RNA molecules designed to mimic the function of endogenous
miRNAs. The Lab proposed other therapeutic alternatives, such as the replacement of
miARNs with drugs that target miARNs or the combined use of mimics with lower-cost and
low-toxicity drugs, with the aim of reducing the dependence and quantity of mimics needed in
therapeutic regimens. This context led the laboratory to identify, through bioinformatics tools,
that metformin modulates the expression of let-7b-5p in pancreatic cancer models. This
background, together with the consolidated use of metformin as a treatment for type II
diabetes, a condition closely linked to metabolic syndrome (MS), opened new lines of
research on its therapeutic potential in TNBC. Thus, the main aim of this Thesis was to
analyze the role of let-7b-5p in the sensitivity and antitumor response of metformin in cellular
models of TNBC, exploring its potential as a combined therapeutic strategy.

As a first approach, the effect of let-7b-5p was evaluated in the MDA-MB-231 cell
line to consolidate its role as a tumor suppressor in TNBC. In addition, its influence on
modulating phenotypes related to the growth and progression of TNBC was studied by
determining the expression of a panel of genes. In turn, the action of metformin on the

expression of let-7b-5p and other miARNs was studied in TNBC models. Finally, the
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therapeutic potential of combining metformin and let-7b-5p, both low-toxicity treatments, was

explored to maximize antitumor benefits, previously validating the antitumor effects of
metformin in the experimental TNBC models in the laboratory.

The results of this thesis are consistent with a tumor suppressor role of let-7b-5p, by
decreasing cell viability, clonogenic capacity and migration of TNBC cells. Furthermore, it
was found that overexpression of let-7b-5p decreased the expression of E-Cadherin and
increased the expression of Vimentin. However, this expression pattern is contrary to that
expected considering that let-7b-5p decreases the migration of MDA-MB-231 cells. No
significant variation was observed in the case of the other genes studied, so further studies are
necessary to elucidate the molecular mechanisms by which this miRNA modulates TNBC.

On the other hand, it was found that the doses of metformin used did not modulate the
expression of let-7b-5p, miR-28-3 and miR-877-5p in the total population of TNBC cells. In
addition, some of the antitumor effects of metformin were validated since it was found to
reduce viability, migration and clonogenic capacity in the TNBC models used in the
Laboratory.

Finally, the combined treatment of metformin and let-7b-5p did not show synergism,
an additive effect was observed in the reduction of MDA-MB-231 cell viability, as the
combination of 1 mM metformin and let-7b-5p overexpression decreased cell viability to
levels comparable to those achieved with 5 mM metformin alone, however, this additive
effect was not observed in 4T1 cells. In relation to the migration capacity, the combination of
metformin and let-7b-5p did not show synergism or an additive effect on the migration of
MDA-MB-231 and 4T1 cells. Finally, regarding clonogenic capacity, the combined treatment
was not found to result in a greater decrease, on the contrary, a significant negative interaction
between both treatments was observed in the MDA-MB-231 line.

The findings highlight let-7b-5p as a tumor suppressor in TNBC. On the other hand,
although the combined treatment of let-7b-5p and metformin gave encouraging results in the
viability of MDA-MB-231 cells, further studies are needed to explore the benefit of
combining these two compounds.

These results are an initial step towards the development of personalized therapies that
combine miRNA mimics with repositioned drugs, reducing costs and toxicity, and allowing to

address resistance to conventional treatments and high recurrence in this BC subtype.
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Abreviaturas

AASM = Alteraciones asociadas al sindrome metabdlico
AMPK = Proteina quinasa activada por AMP

ARNm = ARN mensajeros

BCS = Cirugia de conservacion de la mama

CM = Céncer de mama

CMTN = Céncer de mama triple negativo

CSC = Células madre cancerosas

EMT = Transicion epitelial a mesenquimatosa

ER = Receptor de estrogeno

HER2 = Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano
IGF-1 = Factor de crecimiento similar a la insulina 1

MAPK = Proteina quinasa activada por mitdogenos

miARNs = MicroARNs

NCEP = Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol
OncomiRs= miARNs oncogénicos

PI3K = Fosfatidilinositol-3-quinasa

PR = Receptor de progesterona

pri-miARN = miARNs primarios

REDD1 = Regulador en el dafio del ADN 1

RISC= Complejo complejo de silenciamiento inducido por ARN
ROS = Especies reactivas de oxigeno

SFB = Suero fetal bovino

SM = Sindrome metabdlico

TRH = Terapia de reemplazo hormonal

TsmiRs = miARNSs supresores tumorales
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Introduccion

1. Cancer de mama

1.1 Estadisticas y proyecciones a futuro

El cancer de mama (CM) representa un desafio significativo para la salud mundial. En
el afio 2022, se registraron aproximadamente 2,3 millones de casos de CM segun el
Observatorio Global del Cancer, siendo el primer cancer en incidencia y mortalidad en
mujeres en el mundo sin considerar a los cancer de piel no melanoma (Figura 1) (Bray et al.,

2024).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de los distintos tipos de cancer a nivel mundial en mujeres en 2022.

Extraida de (Bray et al., 2024).

En Argentina, segiin datos del Instituto Nacional del Cancer, se registraron 5.750
muertes por esta enfermedad en el afio 2022, lo que equivale a una tasa bruta de 24,4
defunciones por cada 100.000 mujeres (Instituto Nacional del Cancer, 2024). A su vez, el CM

es el cancer de mayor incidencia y mortalidad en mujeres en Argentina (Bray ef al., 2024).

A nivel global, para el afio 2040 se prevé que los diagnosticos de CM aumenten en
mas del 40%, hasta alcanzar unos 3 millones de casos cada afo. De igual manera, se estima
que las muertes por CM aumenten mas del 50%, de 685.000 en 2020 a un millén en 2040
(Figura 2) (Arnold et al., 2022).

Pagina 12 de 93



World

Very High HD1

High HD1

Medium HDI

Low HDI

U ADE Efecto de let-7b-5p en la sensibilidad y respuesta antitumoral de
la metformina en células de cancer de mama triple negativo Merizalde, Erick

INCIDENCE MORTALITY
+40.8% +51.9%
3185179 1040813
+30.0%
300 486
#53.6%
1079 480 380 129
+69.2%
Medium HOI “
24
+98.9%
Low HDI
116 501
1,000,000 2,000,000 3,000,000 0 250,000 500,000 750,000 1,000,000
Estimated number of new cases Estimated number of deaths
— e
— —E
2040 2040

Figura 2. Proyecciones de incidencia y mortalidad por CM previstas en 2040, por nivel de indice de

Desarrollo Humano (HDI). Extraida de (Arnold et al, 2022).

1.2 Clasificacion

Los CM son heterogéneos, ya que presentan distintas caracteristicas tanto
morfolégicas como bioldgicas, lo que resulta en comportamientos clinicos diversos y
respuestas diferentes a los tratamientos (Tsang et al., 2019). La primera clasificacion
desarrollada fue la histologica, la cual se basa en el patron de crecimiento y las caracteristicas
citologicas de las células tumorales, donde los CM se clasifican en carcinoma in situ y
carcinoma invasivo o infiltrante. Ambos, se subclasifican en ductal o lobulillar (Malhotra et
al., 2010). La clasificacion histoldégica ha sido una valiosa herramienta durante varias
décadas, sin embargo, no es capaz de mostrar la heterogeneidad en el comportamiento
biologico de estos tumores ni permite predecir con precision qué pacientes responderan mejor
a las distintas opciones de tratamiento (Irigoyen et al., 2011).

Debido a las limitaciones que presenta la clasificacion histologica surgio la
clasificacion molecular, donde mediante inmunohistoquimica se evalua la presencia de
marcadores moleculares en las células tumorales. Estos marcadores son: el receptor de
estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR), el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) y el marcador nuclear de proliferacién Ki-67. En funcion de la
presencia o ausencia de los marcadores moleculares mencionados, el CM se clasifica en

cuatro subtipos (Goldhirsch et al., 2013; Tsang et al., 2019):
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e [Luminal A: ER", PR">20%, HER2", Ki-67<20%

e Luminal B: ER", PR'<20% y/o HER2" y/o Ki-67 > 20%
e HER?2 positivo: ER”, PRy HER2"
e Triple negativo: ER", PR™ y HER2"

El subtipo de cancer de mama triple negativo (CMTN) se caracteriza por ser agresivo
y en general se asocia con un peor prondstico en comparacion con otros subtipos de CM. El
CMTN comprende entre el 15 y 20% de los CM diagnosticados y los pacientes no se
benefician de las terapias endocrinas y las terapias dirigidas son ineficaces debido a la
ausencia de ER, PR y HER2. El tratamiento principal suele ser la quimioterapia a pesar de su
limitado beneficio (Won et al., 2020; Yin et al., 2020).

Gracias a las tecnologias de alto rendimiento se ha corroborado la heterogeneidad de
los CM a nivel molecular. Estudios basados en los perfiles de expresion génica de 496 genes
clasificaron a los CM en cuatro subtipos intrinsecos: Luminal, HER2 positivo, basal-like (BL)
y normal-like (Perou et al., 2000). El subtipo luminal se caracteriza por perfiles de expresion
génica que se asemejan a las células epiteliales luminales normales de la mama y poseen una
alta expresion de genes asociados con la activacion de ER. Mientras que, el subtipo HER2
positivo se caracteriza por la sobreexpresion de genes asociados a la sefializaciéon de HER2 y
suelen seguir un curso clinico agresivo. Finalmente, los del subtipo basal-like estan asociados
con la expresion de genes de células basales mamarias normales y muestran sobreexpresion
de genes relacionados con la proliferacion, pero carecen de expresion de genes relacionados
con ER, PR y HER2 (Perou et al., 2000). Mas adelante, se desarrollaron distintos
clasificaciones basadas en la deteccion de genes, entre ellos PAMS50, MammaPrint y
OncotypeDX, que permiten clasificar el CM en distintos subtipos moleculares, aportando
informacion sobre el prondstico y la respuesta a distintos tratamientos (Prat et al., 2011). En
particular, PAMS50 clasifica los tumores de CM en los subtipos luminal A, luminal B, HER2
positivo y basal-like, en base al perfil de expresion de 50 genes especificos (Parker et al.,
2009). El subtipo intrinseco basal-like tiene una superposicion del 80 % con el CMTN, segliin
el panel de expertos de la 13th St Gallen International Breast Cancer Conference (Goldhirsch
et 1.,2013). Asimismo, un estudio reveld que el 84 % de los casos de CMTN corresponde al

subtipo PAMS50 basal-like (Asleh et al., 2023).
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Sin embargo, el costo y las complejidades técnicas limitan la aplicacion de los perfiles

de expresion génica en la practica diaria, por lo que, la clasificacion molecular basada en la
identificacion de los distintos marcadores moleculares mediante inmunohistoquimica continta

siendo la més utilizada en la clinica (Tsang et al., 2019).

1.3 Tratamientos

Los tratamientos que se usan actualmente en el CM se dividen en tratamientos locales
y en tratamientos sistémicos. Los tratamientos locales van dirigidos directamente al tumor
mientras que los sistémicos recorren todo el organismo (American Cancer Society,

Tratamiento para el cancer de seno, 2024).
1.3.1 Tratamientos locales
1.3.1.1 Cirugia

La cirugia es un tratamiento comin en el CM y puede tomar distintas formas en
funcién de cada caso especifico. Los dos tipos principales de cirugia para extirpar el CM son
la cirugia de conservacion de la mama (BCS) y la mastectomia. La BCS es una cirugia donde
se extirpa el tumor y parte del tejido normal circundante. Por otro lado, la mastectomia
consiste en una cirugia en la que se extirpa toda la mama, incluido todo el tejido mamario y a

veces otros tejidos cercanos (American Cancer Society, Cirugia contra el cancer de seno,

2024).
1.3.1.2 Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento que utiliza rayos o particulas de alta energia para
eliminar las células tumorales. Dependiendo del estadio del CM y de distintos factores, la
radioterapia se puede utilizar en varias situaciones, después de la BCS para evitar que el
cancer regrese en la misma mama o se disemine a los ganglios linfaticos cercanos. También se
utiliza después de una mastectomia, en particular cuando el tumor se encuentra en ciertos
margenes quirurgicos, como la piel o los musculos. La radioterapia de haz externo es el tipo
de radioterapia mas comun para mujeres con CM. Este enfoque consiste en la aplicacion de
radiacion desde una maquina externa al cuerpo, que se enfoca especificamente en el area

afectada por el cancer (American Cancer Society, Radioterapia para el cancer de seno, 2024).
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1.3.2 Tratamientos sistémicos

1.3.2.1 Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento con drogas farmacolodgicas citotdxicas que suelen
presentar mayor selectividad contra células de rapida division, como las tumorales (Mayo
Clinic, 2024). Puede administrarse por via intravenosa u oral. Este tratamiento se puede
emplear en diferentes momentos: después de la cirugia (quimioterapia adyuvante) para
destruir células cancerosas residuales y reducir el riesgo de recurrencia, antes de la cirugia
(quimioterapia neoadyuvante) para disminuir el tamafio del tumor y facilitar la extraccion de
este y en etapas avanzadas para tratar el cancer metastasico. Los efectos secundarios comunes
incluyen caida del cabello, fatiga, diarrea, aumento de la probabilidad de infecciones entre

otras (American Cancer Society, Quimioterapia contra el cancer de seno, 2024).
1.3.2.2 Terapia hormonal

Las células tumorales de CM del subtipo luminal poseen los receptores hormonales
ER y PR. La terapia hormonal busca bloquear esta interacciéon hormona-receptor para inhibir
el crecimiento y la propagacion del cancer. Este tipo de tratamiento se utiliza frecuentemente
como terapia adyuvante para reducir el riesgo de recurrencia o en algunos casos como terapia
neoadyuvante para reducir el tamafio del tumor previo a la cirugia. Existen varios tipos de
medicamentos utilizados en la terapia hormonal. Los moduladores selectivos de los receptores
de estrogeno, como el tamoxifeno y el toremifeno, impiden que el estrégeno interactie con
los receptores en las células tumorales. Por otro lado, los inhibidores de aromatasa
disminuyen la produccion de estrogeno en el organismo, lo cual puede ayudar a retrasar el
crecimiento tumoral o prevenir su reaparicion (American Cancer Society, Terapia hormonal

contra el cancer de seno, 2024).

1.3.2.3 Terapia dirigida

La terapia dirigida inhibe especificamente moléculas blanco que desencadenan vias de
senalizacion asociadas al crecimiento y supervivencia de las células tumorales. A diferencia
de la quimioterapia, la terapia dirigida minimiza el dafio a los tejidos sanos, lo que reduce los

efectos secundarios (Ye et al., 2023).
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En el subtipo HER2 positivo, se utilizan anticuerpos monoclonales disefiados para

adherirse al receptor HER2 de las células tumorales, bloqueando asi sefiales que promueven la
proliferacion o supervivencia. En el subtipo luminal, se han desarrollado inhibidores
especificos que bloquean proteinas clave en la regulacion del ciclo celular, como CDK4/6 y
mTOR, reduciendo asi la proliferacion celular tumoral (American Cancer Society, Terapia
dirigida para el cancer de seno, 2024).

En CMTN, se usan inhibidores de las enzimas PARP para las pacientes que presentan
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. Las PARP desempefian funciones cruciales en
muchos eventos celulares, incluido el proceso de reparacion del DNA, por lo que la inhibicion
de estas enzimas provoca la muerte de las células tumorales (Groelly et al., 2023). También se
utilizan conjugados anticuerpo-fairmaco, ¢éstos consisten en anticuerpos monoclonales
conjugados con un medicamento quimioterapéutico. En el caso del CMTN, los anticuerpos
estan dirigidos especificamente contra la proteina Trop-2 llevando el farmaco
quimioterapéutico a las células de este subtipo tumoral (American Cancer Society, Terapia

dirigida para el cancer de seno, 2024).
1.4 Factores de riesgo en CM

Existen varios factores relacionados con un mayor riesgo de desarrollar CM en
mujeres, estos incluyen factores hormonales, reproductivos, genéticos, de estilo de vida, entre

otros. A continuacion, se describen los mas importantes.

1.4.1 Factores hormonales

Numerosos estudios demostraron una asociacion entre el uso de pastillas
anticonceptivas orales y un mayor riesgo de desarrollar CM (Bhadoria et al., 2013; Dai et al.,
2009; Laamiri ef al., 2015). Sin embargo, un trabajo mostr6 que este riesgo disminuy6 entre 5
y 10 anos después de suspender su uso (Zolfaroli ef al., 2018). Del mismo modo, un estudio
epidemiologico demostrd que el uso de terapia de reemplazo hormonal (TRH) aumenta el
riesgo de desarrollar CM. Especificamente, se observd que el uso de hormonas sintéticas esta
asociado con un aumento tanto en la tasa de mortalidad como en el riesgo de desarrollar CM.
Ademas, se evidencid que las mujeres que usan una combinacion de estrégeno y progesterona

tienen un mayor riesgo respecto a aquellas que usan otros métodos de TRH (Beral, 2003).
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1.4.2 Factores reproductivos

Varios estudios han observado que una edad mas joven durante la primera
menstruacion (menarquia) aumenta el riesgo de CM (Bhadoria et al., 2013; Kim et al., 2015;
Laamiri et al., 2015). En particular, un estudio con casi 12 mil mujeres evidencidé que una
menarquia temprana se asocia con un mayor riesgo de desarrollar CM (Wu et al., 2006).
Asimismo, las mujeres que experimentaron una menopausia tardia (pasada los 50 afios) se

asociaron con un mayor riesgo de desarrollar CM (Momenimovahed & Salehiniya, 2019).

Por otra parte, se ha demostrado una asociacion entre no haber tenido hijos
(nuliparidad) y un mayor riesgo de CM. La disminucién de los niveles de estrogeno y
progesterona o la diferenciacion del tejido mamario debido al embarazo son mecanismos que
se han propuesto para explicar el efecto protector del embarazo en el riesgo de desarrollar CM
(Khalis et al., 2018). Por otra parte, un estudio reciente demostré que la lactancia materna es
un factor protector en el CM. En particular, se evidencio que la lactancia materna redujo en un
20% el riesgo de desarrollar CMTN y entre en un 22% y 50% en mujeres portadoras de
mutaciones BRCA1 (Stordal, 2023).

1.4.3 Factores genéticos y familiares

Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son factores de riesgo importantes en
el desarrollo de CM. Un estudio evidencidé que mutaciones en estos genes, que se heredan de
manera autosdmica dominante, son responsables de aproximadamente el 40% de los casos de
CM hereditario (Cobain et al., 2016). Las portadoras de la mutacion BRCA1 tienen un riesgo
del 55% al 65% de desarrollar CM a los 70 afios, mientras que las portadoras de la mutacion
BRCAZ2 tienen un riesgo del 45% (Momenimovahed & Salehiniya, 2019). Los antecedentes
familiares de CM también aumentan el riesgo a desarrollar la enfermedad, las mujeres
negativas en mutaciones BRCA con antecedentes familiares de la enfermedad presentan
aproximadamente 11 veces mas probabilidades de desarrollar CM (Momenimovahed &

Salehiniya, 2019).

1.4.4 Estilo de vida

El consumo en exceso de alcohol y el consumo de tabaco aumentan el riesgo de

desarrollar CM (Momenimovahed & Salehiniya, 2019). En particular, un estudio demostro
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que la exposicion al tabaquismo pasivo aumento6 el riesgo de desarrollar CM del subtipo

luminal (Tong et al., 2014).

Por otra parte, la obesidad y el sobrepeso, particularmente después de la menopausia,
aumentan el riesgo de desarrollar CM. El exceso de tejido adiposo facilita una mayor
conversion de precursores androgénicos en estrogeno, el cual puede estimular el crecimiento
de células cancerosas. A su vez, los altos niveles de insulina en sangre presente en las mujeres
con sobrepeso estd relacionado con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad
(Momenimovahed & Salehiniya, 2019).

Finalmente, el sindrome metabdlico (SM) también representa un factor de riesgo para
el desarrollo de CM. Es importante abordar este tema ya que tanto los miARNs estudiados en

esta Tesina como la metformina estan asociados al SM.
1.4.5 Sindrome metabdélico
1.4.5.1 Definicion

Existen diferentes criterios para su definicion, siendo los de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), el Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol (NCEP) y la
Federacion Internacional de Diabetes los mas utilizados. En particular, el NCEP, define el SM
como la presencia de tres o mas de los siguientes factores de riesgo en una mujer (Alberti et
al., 2009; «Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel
on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult
Treatment Panel III) final report.», 2002):

Obesidad abdominal: Circunferencia de cintura mayor a 88 cm (35 pulgadas).
Triglicéridos: Mayor o igual a 150 mg/dL.
Colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL): Menor a 50 mg/dL.

Presion arterial: Mayor o igual a 130/85 mmHg.

@wohk b=

Glucosa en ayunas: Mayor o igual 110 mg/dL.
1.4.5.2 Sindrome metabdlico y CM

Varios estudios han reportado una asociacion entre el SM y un mayor riesgo de

desarrollar CM en mujeres. En especial, las mujeres posmenopdausicas que poseen SM tienen
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un riesgo aun mayor a desarrollar CM (Bhandari et al., 2014; Capasso et al., 2010).

Asimismo, en numerosos estudios se ha observado que el SM aumenta la agresividad y
metastasis en CM (Bhandari et al., 2014; Cao et al., 2015; Capasso et al., 2010; Cleveland et
al., 2007; Reeves et al., 2007). Ademas, un estudio retrospectivo encontré que el SM es mas

prevalente en mujeres con CMTN respecto a otros subtipos de CM (Maiti et al., 2010).
2. Metformina

2.1 Generalidades

La metformina (1,1-dimetilbiguanida) es un medicamento oral antidiabético
ampliamente prescripto, considerado de primera linea para el tratamiento de la diabetes tipo 2
debido a su eficacia y perfil de seguridad favorable (Nathan ef al., 2009). Asimismo, figura en
la lista de medicamentos esenciales de la OMS, destacandose como una herramienta
fundamental en la gestion de esta patologia (Bailey, 2017). La metformina reduce los niveles
de glucosa en sangre principalmente a través de la disminucion de la gluconeogénesis
hepéatica y el aumento de la sensibilidad a la insulina (Heckman et al., 2017; Rena et al.,
2017).

Mas alla de su impacto en la regulacion de la glucosa, la metformina ha mostrado una
amplia gama de efectos pleiotrdpicos positivos. Se ha demostrado por ejemplo que disminuye
la disfuncion endotelial, reduce la morbilidad cardiovascular por insuficiencia cardiaca y
presenta propiedades antiinflamatorias (Salvatore ef al., 2020; Salvatore et al., 2021).

En 2005, se observd por primera vez que los pacientes con diabetes tipo 2 que
tomaban metformina presentaban un menor riesgo de desarrollar cancer, sugiriendo posibles
propiedades antitumorales de este farmaco (Evans et al., 2005). Desde entonces, multiples
estudios han informado una asociacién entre el uso de metformina y una reduccién en la
incidencia y mortalidad por céncer, lo que ha generado un gran interés en investigar su

potencial como agente anticancerigeno (Soranna et al., 2012; Gong et al., 2017).
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2.2 Metformina en el CM

2.2.1 Efecto protector de la metformina en el CM

En el caso del CM hay discrepancias acerca del efecto protector de la metformina en el
riesgo y la mortalidad del CM. Algunos estudios observaron un papel preventivo de la
metformina en el CM en mujeres posmenopausicas (Col et al., 2012; Chlebowski et al.,
2012). Estudios posteriores encontraron que no existe una reduccion significativa en la
incidencia de CM con el uso de metformina.

La mayoria de los estudios demuestran un impacto positivo de la metformina en la
mortalidad por CM (Kim et al., 2015; Tang G et al., 2018; Yang et al., 2015), sin embargo, es
necesario tener cuidado ya que estos estudios fueron observacionales y sus resultados son

heterogéneos.
2.3 Metformina en el tratamiento de CM

2.3.1 In vitro y en modelos animales

La metformina ha demostrado potenciar algunos tratamientos quimioterapéuticos y
revertir resistencia a farmacos en CM tanto en ensayos in vitro como en modelos animales
(Cufietal., 2012; Rocha et al., 2011; Hirsch et al., 2009; Lee J et al., 2019).

No obstante, el efecto de la metformina seria dependiente de las dosis utilizadas.
Mientras que estudios in vitro utilizando dosis comparables a las dosis utilizadas en humanos
para el tratamiento de la diabetes tipo II (“dosis bajas”, 0,1 mM) indican que la metformina
actuaria sobre la poblacion de células madre tumorales (CSC); otros estudios evaluando dosis
mas altas demostraron un efecto sobre las células tumorales totales.

Asi, la combinacion de metformina, a “dosis bajas”, con agentes quimioterapéuticos
como doxorrubicina, paclitaxel y carboplatino ha demostrado ser mas eficaz que la
quimioterapia sola para suprimir el crecimiento tumoral y prevenir la recaida en modelos de
xenotransplantes derivados de células de CM ER-Src, BT-474, MDA-MB-231 y MCF10A
ER-Src (Hirsch et al., 2009; Iliopoulos et al., 2011). Asimismo, estos estudios evidenciaron
que la combinacién de metformina con una dosis reducida de doxorrubicina (1 mg/kg) fue tan
eficaz como la dosis estdndar de doxorrubicina (4 mg/kg) para inhibir el crecimiento tumoral

y prevenir la recaida en modelos de xenoinjerto de raton. (Iliopoulos ef al., 2011). Ademas,
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este y otros estudios evidenciaron que a “dosis bajas” la metformina actia de manera

especifica sobre las CSC, en contraposicion con los agentes quimioterapéuticos que suelen ser
efectivos en las células tumorales totales disminuyendo su viabilidad (Hirsch et al., 2009;
Cufi et al., 2012; Iliopoulos et al., 2011). Por otra parte, el trabajo de Hirsch y colaboradores
demostrd que el tratamiento conjunto de “bajas dosis” de metformina junto con tamoxifeno
disminuyo la capacidad de migracion de células MCF10A ER-Src con respecto al tratamiento
con tamoxifeno como unica droga (Hirsch et al., 2009).

Por otro lado, varios estudios han evaluado el efecto de altas dosis de metformina in
vitro en distintos modelos de CM. En lineas celulares de CM HER2+ resistentes a
trastuzumab, el tratamiento combinado de metformina y trastuzumab redujo
significativamente la subpoblacion de CSC. Ademas, se evidencido que en modelos in vivo
utilizando xenoinjertos de JIMT-1, la metformina como agente Unico redujo
significativamente el volumen tumoral en comparacion con el grupo control y el grupo tratado
con trastuzumab. Ademas, la combinacion de metformina y trastuzumab resultd en una
reduccion aun mayor del volumen tumoral (Cufi et al., 2012). Sumado a ello, la metformina
también ha mostrado efectividad para superar la resistencia al cisplatino en CMTN, mediante
la regulacion negativa en la expresion de RADS51. En este estudio, la combinacién de una
dosis de 5SmM de metformina y cisplatino disminuy6 la viabilidad, migracion e invasion de
células de CMTN Hs 578T y MDA-MB-231 (Lee J et al., 2019). Ademas, en combinacion
con cisplatino la metformina inhibio significativamente la migracion e invasion celular en
comparacion con los tratamientos individuales. En un modelo murino inoculado con células
4T1, la combinacién de metformina y cisplatino redujo significativamente el volumen y el
peso del tumor en comparacion con el cisplatino solo (Lee J et al., 2019). Del mismo modo,
Alimova y colaboradores estudiaron el efecto de distintas concentraciones de metformina en
distintas lineas celulares de CM del subtipo luminal B (MCF-7/713 y BT-474), luminal A
(MCF-7) y HER2+ (SKBR-3). Este estudio demostré que la metformina inhibe la
proliferacion celular y capacidad clonogénica de manera dependiente de la dosis. A una
concentracion de 50 mM, la metformina disminuy06 la proliferacion celular en un 85% en las
lineas BT-474 y SKBR-3, mientras que en la linea celular MCF-7 disminuy6 en un 57% en
comparacion con los controles no tratados. En cuanto a la capacidad clonogénica, la

metformina redujo la formacion de colonias a concentraciones tan bajas como 2 mM. A la
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concentracion de 50 mM, la formacion de colonias se redujo en mas del 90% en comparacion

con los controles (Alimova et al., 2009).

A su vez, Liu y compaiiia estudiaron el efecto de distintas dosis de metformina en la
proliferacion y capacidad clonogénica en cuatro lineas celulares de CMTN (MDA-MB-468,
BT20, MDA-MB-231 y BT549). En los ensayos de proliferacion celular, la metformina
inhibid la proliferacion celular en las cuatro lineas celulares de CMTN. El IC50 fue inferior a
5 mM en tres de las cuatro lineas celulares y 10 mM en las células MDA-MB-231 (Liu B et
al., 2009). Este IC50 es mas bajo que el reportado previamente (=10 mM) en lineas celulares
de CM de otros subtipos (Alimova et al., 2009). En los ensayos clonogénicos, la
concentracion inhibitoria mas baja para células de CMTN MDA-MB-468 y MDA-MB-231
fue de 1 mM (Liu B et al., 2009). En conjunto, estos hallazgos demuestran el potencial de esta

estrategia de un tratamiento combinado.
2.3.2 Ensayos clinicos

Un estudio observacional realizado con 2529 pacientes con CM en etapa temprana tratados
con quimioterapia primaria, evalué el impacto de la metformina en la respuesta de las
pacientes a la terapia. Los resultados mostraron que los pacientes diabéticos que tomaban
metformina presentaron una tasa de respuesta patoldgica completa mayor (24%) en
comparacion con los pacientes diabéticos tratados con otros antidiabéticos (8%) y los
pacientes no diabéticos (16%) (Jiralerspong et al., 2009). Estos resultados sugirieron el
potencial de la metformina como un agente complementario en el tratamiento del CM,

desencadenando estudios clinicos para evaluar su efectividad.

En el tratamiento del CM en etapa temprana, un ensayo clinico en fase II investigo la eficacia
y seguridad del tratamiento neoadyuvante del trastuzumab en combinacién con metformina.
Si bien observaron una tendencia hacia una mayor probabilidad de respuesta completa en las
pacientes tratadas con metformina, no se observaron diferencias significativas. No obstante,
se demostré que la metformina en el esquema de tratamiento testeado fue bien tolerada y
segura para las pacientes (Martin-Castillo ef al., 2018). A su vez, otro ensayo clinico de fase
111, investigd el uso de metformina en mujeres no diabéticas con CM en estadio temprano en
un contexto adyuvante. Los resultados mostraron que las pacientes del subtipo HER2+

tratadas con metformina experimentaron mejoras en la supervivencia libre de enfermedad y
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en la supervivencia global (Goodwin, 2021). Del mismo modo, un estudio en pacientes con

CM del subtipo HER2+, que no logréo demostrar la superioridad de lapatinib y trastuzumab
con respecto a trastuzumab como tratamiento adyuvante, encontré un efecto positivo de la
metformina en la supervivencia libre de enfermedad, supervivencia libre de enfermedad a

distancia y en la supervivencia global en los pacientes ER+ (Sonnenblick ef al., 2017).

Sin embargo, no todos los resultados han mostrado efectos positivos de la metformina, por
ejemplo, un estudio que investigo la relacion entre el uso de metformina y la supervivencia en
pacientes diabéticos con CMTN que recibieron tratamiento adyuvante no observd impacto
significativo de la metformina. Si bien los pacientes que no usaron metformina mostraron un
mayor riesgo de desarrollar metastasis en comparacion con el grupo que tomaba metformina,
no se encontrd una relacion significativa entre el uso de metformina y la mortalidad especifica

por cancer (Bayraktar ef al., 2012).

Por otro lado, en el tratamiento de CM metastasico, los ensayos clinicos realizados no
observaron un efecto beneficioso de la metformina al combinarla con agentes
quimioterapéuticos estandar como la doxorrubicina, la ciclofosfamida o capecitabina (Nanni
et al., 2019; Pimentel et al., 2019). Asimismo, en un ensayo clinico de fase I que combind a la
metformina con un inhibidor del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en
pacientes con CMTN metastasico previamente tratados, no se observaron beneficios clinicos

significativos (Fenn et al., 2020).

A pesar de que los primeros ensayos clinicos con metformina no mostraron resultados
prometedores, es fundamental continuar con su estudio debido a los hallazgos obtenidos en
ensayos preclinicos, donde ha demostrado dirigirse selectivamente a las CSC. Estas células,
aunque menos abundantes que las células tumorales diferenciadas, desempefian un papel
crucial en la resistencia a tratamientos y la recurrencia del cancer, gracias a su capacidad de
autorrenovarse, diferenciarse en células progenitoras tumorales y evadir terapias
convencionales. La metformina ha demostrado inhibir la proliferacién, autorrenovacion,
metastasis y EMT de las CSC, reduciendo su capacidad invasiva y metastasica. Ademas,
puede sensibilizarlas a agentes quimioterapéuticos, revirtiendo la resistencia a estos
tratamientos y mejorando su eficacia. Estos efectos posicionan a la metformina como una

opcion terapéutica prometedora para prevenir la recurrencia del cancer y abordar tumores
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resistentes. Actualmente, se estan desarrollando varios ensayos clinicos para evaluar el

potencial de la metformina en combinacion con otros tratamientos, los resultados de estos
ensayos podrian abrir nuevas oportunidades para el tratamiento de tumores resistentes y la

prevencion de la recurrencia del CM (Samuel et al., 2020).
2.4 Mecanismos antitumorales de la metformina en CM

Se han propuesto numerosos mecanismos que explican la actividad antitumoral de la
metformina. Estos mecanismos se pueden clasificar en términos generales en efectos directos

y efectos indirectos (Figura 3):
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Figura 3. Mecanismos directos e indirectos de la metformina en células de CM. Extraido de (Cejuela

etal., 2022).

2.4.1 Mecanismos indirectos

Los mecanismos indirectos de la metformina se consideran dependientes de la insulina
y se basan en la reduccion de los niveles sanguineos de glucosa, insulina y del factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1). Estos factores son conocidos por promover el
riesgo y la progresion del cancer. Al disminuir los niveles circulantes de estos factores, la
metformina inhibe las vias de sefalizacion que estos desencadenan, entre las cuales se

encuentran las vias de la Fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y la via de las MAP quinasas
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(MAPK), ambas criticas en la proliferacion y supervivencia celular. Ademas, estas vias de

sefalizacion estdn comunmente desreguladas en las células tumorales, promoviendo la
invasion, desregulacion de la transicion epitelial a mesenquimatosa (EMT), angiogénesis,
entre otras (Cejuela et al., 2022).

Asimismo, se ha demostrado que la metformina regula negativamente otras moléculas
que estimulan el crecimiento tumoral, incluyendo factores de crecimiento, hormonas sexuales

y citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina-6 (Mallik & Chowdhury,

2018).

2.4.2 Mecanismos directos

Los mecanismos directos de la metformina se pueden dividir en dos: los dependientes

de la activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y en los independientes de

AMPK.

2.4.2.1 Mecanismos dependientes de AMPK

La metformina entra en las células a través de transportadores de cationes organicos,
lo que favorece su acumulacion intracelular. Mientras tanto, los transportadores de extrusion
de multiples farmacos y toxinas expulsan la metformina de la célula. Por lo tanto, se ha
demostrado que los niveles de expresion de estos transportadores determina la disposicion
celular de la metformina (Cai et al., 2019).

Una vez dentro de la célula, la metformina activa la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK). La activaciéon de AMPK resulta en la inhibicion de vias de sefializacion clave,
como resultado, se bloquea la actividad de proteinas efectoras como MAPK y mTOR,

cruciales para la proliferacion y supervivencia celular (Cejuela et al., 2022).

2.4.2.2 Mecanismos Independientes de AMPK

Una vez que la metformina ingresa a la célula, puede dirigirse directamente al
complejo respiratorio I de la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias,
inhibiendo su funcion. Esta inhibicion reduce los niveles de ATP y aumenta la relacion
AMP/ATP, lo que lleva a una activacion indirecta de AMPK. Sin embargo, la inhibicion del
complejo mitocondrial I también tiene efectos independientes de AMPK, como la induccion

de estrés metabdlico, que incrementa los niveles enddgenos de especies reactivas de oxigeno
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(ROS). Este aumento provoca un estrés oxidativo que puede conducir a la muerte de células

tumorales (Cejuela ef al., 2022).

Ademas de su accion sobre el complejo mitocondrial I, la metformina también regula
positivamente la expresion del regulador en el dano del ADN 1 (REDD1). REDDI es un
inhibidor de mTOR y su expresion aumentada por la metformina conduce a la inhibicion de
mTOR a través de la activacion del supresor tumoral p53. Esta inhibicion resulta en la

detencion del ciclo celular en la fase dependiente de la ciclina D (Cejuela et al., 2022).
3. Micro-ARNs

3.1 Biogénesis y mecanismo de accion de los miARNs

Los microARNs (miARNs) son moléculas cortas de ARN no codificante (20 a 23
nucleotidos), que regulan la expresion génica mediante la degradacion o la represion de la
traduccion de ARNms (Bartels & Tsongalis., 2009). Los miARNSs se generan a través de una
via altamente controlada y regulada (Figura 4). Se transcriben mediante las ARN polimerasas
IT o III en miARNSs primarios (pri-miARNSs), los cuales contienen estructuras de horquillas o
stem-loop (Borchert et al., 2006; Lee Y et al., 2004).

El procesamiento inicial de los pri-miARNs ocurre en el mismo nticleo y es mediado
por el complejo Drosha, que estd compuesto por Drosha, una ribonucleasa tipo ARNasa I1I, y
una proteina de unién al ADN. El complejo Drosha escinde las hebras 3'y 5' de la estructura
de stem-loop de los pri-miARNs, generando asi pre-miARNs. Estos pre-miARNs conservan
la estructura stem-loop y poseen aproximadamente 70 nucledtidos de longitud,
posteriormente, los pre-miARNs son exportados al citoplasma mediante la Exportina 5
(Bartels & Tsongalis., 2009).

En el citoplasma, el complejo enzimatico que incluye a Dicer, una endonucleasa de
tipo ARNasa III, escinde los pre-miARNs en un duplex de miARN-miARN (Takahashi et al.,
2015). En el duplex de miARNSs una de las hebras se denomina -5p y la otra -3p dependiendo
de en qué extremo con respecto al stem-loop se encuentren. Luego, una de las hebras maduras
de cadena simple del duplex de miARNSs es integrada al complejo complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) (Cullen, 2004; Hammond, 2015; O’Brien et al., 2018; Takahashi et
al.,2015). Qué hebra se asocia con RISC depende de varios factores, desde el contexto celular

hasta su secuencia. En algunos casos, una hebra puede asociarse con mayor afinidad por RISC
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mientras que la otra se degrada, sin embargo, también puede ocurrir que ambas hebras se

asocien a RISC (Han et al., 2006; Ro et al., 2007). La seleccion del miARN maduro que se

incorpora en el complejo RISC depende de dos factores principales: la estabilidad y la
estructura del duplex miARN-miARN. Usualmente, se selecciona el miARN maduro que
presenta menor estabilidad en su extremo 5', ya que su afinidad para incorporarse al complejo
RISC es mayor, lo cual facilita su posterior unién con el ARNm objetivo (Ro et al., 2007).

RISC regula la expresion de genes diana, uniéndose a secuencias complementarias de
los ARNs mensajeros blanco generalmente en la region 3" no traducida (UTR), ya sea
mediante represion traduccional o mediante degradacion del ARNm. La complementariedad
perfecta o casi perfecta entre la secuencia del miARN y el ARNm blanco da como resultado
la degradacion de este, mientras que, la complementariedad imperfecta parcial entre el
miARN y el ARNm objetivo provoca protuberancias y desajustes lo que da como resultado la
inhibicion de la traduccion (Bartels & Tsongalis., 2009; Hutvagner et al., 2012).

En contraste con el supuesto general de que los miARNSs son reguladores negativos de
la expresion génica a nivel post-transcripcional, existe evidencia que sugiere que algunos
miARNs podrian regular positivamente la expresion génica en tipos de células y condiciones

especificas (Vasudevan., 2012).
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Figura 4. Descripcion general de la via de procesamiento de miARNs. Extraido de (Bartels &

Tsongalis., 2009).
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3.2 Rol de los miARNSs en la oncogénesis y progresion del CM

Los miARNs desempefian un papel crucial en la regulacion de la expresion génica y su
expresion estrictamente controlada es fundamental para diversos procesos celulares. La
desregulacion de miARNSs se ha asociado con numerosas condiciones patologicas, incluido el
cancer (Figura 5) (Mufioz et al., 2023). En el contexto del cancer, ciertos miARNs pueden
actuar como oncogenes, conocidos como oncomiRs, contribuyendo activamente al desarrollo
tumoral. Los oncomiRs ejercen su funcion inhibiendo negativamente genes supresores de
tumores y facilitando asi el desarrollo del céncer. Estos miARNs estan involucrados en la
regulacion de la diferenciacion celular o del ciclo celular, y promueven la activacion de vias
de senalizacion de proliferacion, angiogénesis e invasion (Szczepanek & Tretyn, 2022;
Muioz et al., 2023). Existen numerosos miARNs reportados como oncomiRs en CM, tales
como el miR-10b, miR-21, miR-210, miR-155 y miR-183 (Mufioz et al., 2023).

Por otro lado, algunos miARNs actiian como supresores de tumores (tsmiRs) y pueden
inhibir la expresion de oncogenes que promueven la tumorigénesis. Su disminucion en la
expresion puede contribuir a la proliferacion celular descontrolada, la resistencia a la
apoptosis y la inestabilidad gendmica, lo que promueve el desarrollo y la progresion del CM

(Muhoz et al., 2023).
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Figura 5. Mecanismos de miARNs oncogénicos y supresores de tumores. Extraido de (Loh ef al.,

2019).

Los perfiles de expresion de miARNs pueden variar incluso dentro de los subtipos de
CM, estudios han demostrado que los diferentes subtipos tumorales exhiben patrones
particulares de expresion de miARNs (Muioz et al., 2018). Incluso el contexto celular es
importante, ya que en modelos de CMNT el miR-125p se reportd como un inhibidor del
crecimiento celular (Li Y ef al., 2018). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que el
miR-125b puede actuar como oncomiRs estimulando el crecimiento tumoral en CMTN (Nie

etal. 2019).

3.3 Terapias basadas en miARNSs para el tratamiento de CM

Las terapias convencionales, como la quimioterapia, la inmunoterapia y la terapia
hormonal, han mejorado significativamente la supervivencia de los pacientes con CM (Costa
et al., 2020). Sin embargo, las respuestas a estas terapias son heterogéneas, ya que algunos
pacientes se benefician significativamente mientras que otros muestran una respuesta

limitada. Esta variabilidad se debe en parte a que los diferentes subtipos de CM responden de
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manera diferente a cada tipo de tratamiento (Heiser ef al., 2012). Ademas de esta

heterogeneidad intrinseca de los subtipos tumorales, la resistencia a los medicamentos y la
recaida tumoral siguen siendo los principales desafios que limitan la supervivencia libre de
enfermedad en pacientes con CM. Estos desafios destacan la necesidad urgente de desarrollar
enfoques terapéuticos alternativos que aborden los factores moleculares especificos
involucrados en la formacién y progresion tumoral. En este contexto, los miARNs han
surgido como una opcion prometedora ya que pueden silenciar eficazmente genes blanco y
regular simultdneamente multiples vias genéticas implicadas en el céncer. Esta capacidad
multifuncional convierte a los miARNs en candidatos ideales para nuevas estrategias
terapéuticas.

Dado que los miARNs pueden actuar tanto como oncomiRs o tsmiRs, se han
propuesto varias estrategias para utilizarlos como posibles blancos terapéuticos en el
tratamiento del CM (Figura 6). La inhibicion de oncomiRs podria restaurar la expresion de
genes supresores de tumores e inhibir vias de sefializacion oncogénicas, suprimiendo asi el
crecimiento tumoral y la metéstasis (Santos-Carballal et al., 2015; Tang L et al., 2017). Por
otro lado, los miARNs supresores de tumores pueden ser restaurados mediante el uso de
imitadores de miARNs sintéticos (miRNA mimics). Reintroducir miARN supresores de
tumores puede suprimir vias de sefalizacion oncogénica aberrantes, lo que resulta en una
reduccion del crecimiento tumoral, aumento de la apoptosis y una mayor sensibilidad a la

quimioterapia (Mufioz et al., 2023).
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Figura 6. Estrategias terapéuticas basadas en miARNs contra el CM. Extraido de (Kaboli et al., 2015).

Hoy en dia las terapias candidatas con miARNSs se encuentran en desarrollo preclinico
o en ensayos clinicos de fase I y fase II. Sin embargo, atin no se han traducido en terapias

aprobadas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
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(Hanna et al., 2019). Esto debido a que su aplicacion clinica exitosa enfrenta varios desafios

importantes, por ejemplo, la posibilidad de que se produzcan efectos no deseados debido a la
administracion de los mismos. Ademas, la penetracion de los miARNs en los tumores ha
demostrado ser considerablemente ineficaz y las células tumorales exhiben una baja absorcion
de miARNs. Otro desafio importante es que los miARNs son inherentemente inestables y
propensos a ser degradados por nucleasas en el torrente sanguineo tras su administracion al
cuerpo. Para superar este desafio se estin explorando varias estrategias de administracion

diferentes, incluidos vectores virales, nanoparticulas y liposomas (Mufioz et al., 2023).

3.4. Metformina en la modulacion de la expresion de miARNs

Varios estudios han demostrado que la metformina puede ejercer sus efectos
anticancerigenos a través de la modulacion en la expresion de los miARNs, aumentando la
expresion de tsmiRs o reduciendo la expresion de oncomiRs en distintos tipos de cancer.

En lineas celulares de cancer de pancreas, se ha encontrado que la metformina regula
positivamente la expresion del miR-26a, miR-192 y let-7c. Donde la sobreexpresion de
miR-26a inhibid la proliferacion celular, la invasion y la migracion, ademas de aumentar la
apoptosis celular (Li W et al., 2012). Otro estudio mostré que en pancreatosferas derivadas de
células de cancer de pancreas sensibles y resistentes a la gemcitabina, la metformina aument6
la expresion de let-7a, let-7b, miR-26a, miR-101, miR-200b y miR-200c, que generalmente
estan suprimidos en las células de cancer de pancreas (Bao et al., 2012).

Asimismo, en céncer de pulmén de células no pequenas, se ha observado que la
metformina reduce la invasividad celular mediante la regulacion positiva de miR-381, un
miARN reportado como supresor tumoral en otros tipos de cancer (Jin ef al., 2020).

En particular, en células de CM humano, la metformina no solo reguld positivamente
la expresion de let-7a, un conocido miARN supresor de tumores, sino que también redujo la
expresion de miARN-181a, un oncomiR asociado con la progresidon tumoral

(Oliveras-Ferraros et al., 2011).
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4. Antecedentes

Previamente en el Laboratorio de Oncologia Molecular y Nuevos Blancos
Terapéuticos, mediante microarreglos de expresion se identificaron 23 miARNs alterados en
el plasma de mujeres con alteraciones asociadas al sindrome metabolico (AASM). Los
miARNs que se encontraron alterados modulan funciones clave en el desarrollo de cancer,
como el ciclo celular, vias de sefializacion oncogénicas, sefializacion por proteoglicanos y
componentes de la matriz extracelular (Moro et al., 2023). Asimismo, mediante estudios
bioinformaticos se encontré que el miR-28-3p y let-7b-5p, miARNs que se encuentran
disminuidos en el plasma de pacientes con AASM, estan también disminuidos en tumores
primarios de pacientes con CM, mientras que el miR-877-5p, que se encuentra aumentado en
plasma de pacientes con AASM, se encuentra también aumentado en tejido tumoral primario
de pacientes con CM con respecto al tejido mamario normal. Ademas, la expresion del
miR-877-5p se correlaciona con una menor supervivencia total de las pacientes con CM
(Moro et al., 2023). Al analizar la expresion del miR-877-5p y let-7b-5p en el tejido tumoral
de pacientes con CM PAMS50 basal-like, se observo que mientras que el primero se encuentra
aumentado, el segundo se encuentra disminuido con respecto al tejido mamario normal y al
tejido tumoral de los otros subtipos moleculares PAMS50 (Grinpelc, 2023; Moro et al., 2023).

A partir de esta informacion, el Laboratorio estudié el rol de let-7b-5p y miR-877-5p
en el desarrollo y progresion del CMTN, asi como su posible potencial terapéutico. Cabe
destacar que el estudio del rol de estos dos miARNs en el CMTN es novedoso ya que existen
pocos estudios que analicen su rol en CM y, en particular, en CMTN.

Asi, por ejemplo, el miR-877-5p tiene un rol de supresor tumoral en céancer
hepatocelular y géstrico (Guo et al., 2020; Wu et al., 2020; Xiong et al., 2018; Yang et al.,
2018) pero solo un trabajo analiz6 su funcion en CM. Liu y colaboradores propusieron un rol
supresor tumoral para el miR-877-5p en células de CM luminal MCF-7, al dilucidar el rol de
uno de sus genes blanco: cadena beta del fibrindgeno, en la proliferacion, crecimiento tumoral
y regulacion de genes relacionados con la EMT (Liu H ef al., 2022). Sin embargo, en dicho
estudio no se analizd el efecto directo de este miARN en dichos procesos, con lo cual debe
tenerse cautela al respecto de estos resultados. Por otro lado, un estudio reveld que el ARN
largo no codificante TRG-ASI, el cual actia como esponja del miR-877-5p inhibiendo su

funcion, se asocia con una menor incidencia de metastasis 0sea, una mayor supervivencia
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libre de enfermedad en pacientes con CM y una disminucién en la proliferacion e invasion

celular en células metastasicas de CMTN, MDA-MB-231 (Zhu et al., 2023).

Mientras que let-7b-5p en muestras de tejido mamario, una expresion elevada de este
miARN se asocia con un mejor prondstico clinico en pacientes con CM ER+ (Sun ef al.,
2016). Asimismo, niveles de expresion bajos de let-7b-5p se relacionan con una menor tasa de
supervivencia libre de enfermedad y una disminucidn en la supervivencia global en pacientes
con CM subtipo basal (Ju et al., 2020). Por ultimo, recientemente se demostro que células
MDA-MB-231 transfectadas con un inhibidor de let-7b-5p generaron tumores con mayor tasa
de crecimiento tumoral en comparacion con las células control, cuando fueron inoculadas en
ratonas (Li et al., 2023). No obstante, estos trabajos no estudiaron el uso de let-7b-5p como
agente terapéutico para el CMTN.

En el laboratorio se realizaron ensayos de proliferacion, adhesion y migracion de
células 4T1 de CMTN con el objetivo de estudiar el rol de estos miARNSs en estos procesos.
Ademas, se llevaron a cabo estudios in vivo utilizando como modelo animal ratones balb/c.

En el caso del miR-877-5p, se observo que al silenciar la expresion del miR-877-5p de
manera transiente mediante la transfeccion de un inhibidor especifico utilizando PEI,
disminuy¢ la viabilidad y adhesion celular pero no se observaron alteraciones en la capacidad
de migracién. Mas aun, el tratamiento con una dosis de un inhibidor del miR-877-5p indujo
una disminucion en el tamafio de tumores generados a partir de células 4T1, en comparacion
con aquellos inoculados con nanoparticulas de PEI conteniendo el control negativo (Grinpelc,
2023).

Por otro lado, la sobreexpresion transiente de let-7b-5p mediante la transfeccion con
un mimic de let-7b-5p, resulté en un aumento en la viabilidad de las células 4T1 (Figura 7A).
Ademas, se demostro que su capacidad de adhesion celular aumentd (Figura 7B) y la
capacidad de migracion disminuy6 (Figura 7C). Al evaluar el efecto terapéutico de let-7b-5p
en un modelo animal mediante el tratamiento con una unica dosis de este miARN, se observo
una disminucién en el tamafio tumoral derivado de la inoculacion con células 4T1 en ratonas

Balb/c (Figura 7D)(Grinpelc, 2023).
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Figura 7. Rol de let-7b-5p en el CMTN. Efecto de la sobreexpresion transiente de let-7b-5p en la
viabilidad celular (A), capacidad de adhesion (B) y migracion de las células 4T1 (C); (D) Efecto del
tratamiento con un miRNA mimic de let-7b-5p en el crecimiento de tumores derivados de células 4T1.

Adaptada de (Grinpelc, 2023).

Estos resultados representaron un gran avance para el laboratorio en el desarrollo de
terapias para tratar el CMTN mediante el uso de miARNs mimics o inhibidores especificos.
Sin embargo, los miARNs sintéticos siguen siendo herramientas costosas. Debido a esto, el
Laboratorio de Oncologia Molecular y Nuevos Blancos Terapéuticos busca explorar otras
alternativas terapéuticas, como por ejemplo reemplazar el uso de mimics por drogas cuyo
blanco de accidon sean los miARNs o el uso combinado de los mimics con drogas de menor
costo pero que también tengan baja toxicidad, de modo de lograr minimizar la cantidad de
mimic en un esquema terapéutico.

Una de esas alternativas terapéuticas es el reposicionamiento de drogas, un campo de
investigacion que no solo disminuye los costos, sino que también acelera el proceso de
transferencia de una terapia a la clinica. Recientemente se han desarrollado herramientas que

permiten identificar fairmacos que pueden tener como objetivo a distintos miARNs. Por
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ejemplo, la herramienta bioinformatica SM2miR, registra 2925 relaciones entre 151

moléculas pequenas y 747 miARNs de 17 especies, mediante la curacion manual de
aproximadamente 2000 publicaciones cientificas. Utilizando esta herramienta bioinformatica,
el laboratorio identificé que la metformina disminuye la expresion de let-7b-5p en un modelo
de cancer de pancreas. En particular, se demostrd que en pancreatosferas generadas a partir de
células de cancer pancreatico, la metformina reduce la expresion de genes relacionados con el
fenotipo de células madre y aumenta la expresion de varios miARNSs, entre ellos let-7b-5p
(Bao et al., 2012). Esto resultd de gran interés para el laboratorio, ya que previamente se
habia demostrado que let-7b-5p estd disminuido en el plasma de mujeres con AASM y en el
tejido tumoral primario de pacientes con CM basal-like. Ademas, la metformina es un
farmaco utilizado en el tratamiento de la diabetes tipo II, una patologia que esta relacionada
con el SM.

A partir de estos antecedentes, surgen diversas lineas de investigacion. Primero,
evaluar si la metformina modula la expresion de let-7b-5p y de otros miARNs de interés en
modelos de CMTN de manera similar a lo observado en cancer de pancreas.

Por otra parte, evaluar si el efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la linea celular
MDA-MB-231 es similar a lo mostrado en la linea 4T1 (Grinpelc, 2023), con el objetivo de
robustecer los resultados del rol de let-7b-5p en la progresion del CMTN. Ademas, investigar
los mecanismos moleculares por los cuales let-7b-5p modula in vitro fenotipos relacionados
con el crecimiento y progresion del CMTN determinando la expresion de un panel de genes.
De manera similar, aunque se ha demostrado que algunos miembros de la familia let-7
inhiben el fenotipo de células madre en CM (Bao et al., 2012), no se ha determinado si
let-7b-5p desempeiia un papel similar en CMTN. Por lo tanto, resulta relevante investigar si
let-7b-5p regula la expresion de genes asociados al fenotipo de células madre en CMTN.

Finalmente, otro aspecto interesante a estudiar es la posibilidad de combinar las dos
terapias: metformina y let-7b-5p, ya que ambos tratamientos presentan una baja toxicidad, lo
que podria ofrecer un mayor beneficio terapéutico en comparacioén con el uso individual de
cada tratamiento. Y para ello, en primer lugar es necesario validar el efecto reportado
previamente de la metformina en modelos de CMTN (Alimova et al., 2009; Lee J et al., 2019;
Kwon et al., 2019; Zakikhani et al. 2006; Liu et al., 2009; Kawakita et al., 2021) en los

modelos de CMTN que son utilizados en el laboratorio.
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Hipotesis

La hipotesis de este trabajo plantea que la metformina incrementa la expresion de
let-7b-5p en células de CMTN. Ademads, se propone que let-7b-5p posee un rol de supresor
tumoral en células de CMTN MDA-MB-231 modulando la expresion de genes asociados a la
proliferacion, adhesion, migracion, invasion y fenotipo de CSC. Por ultimo, en esta tesina se
propone que el tratamiento combinado de metformina y let-7b-5p resulta mas efectivo como
tratamiento antitumoral con respecto a cada simple tratamiento, reduciendo la proliferacion,

migracion y la capacidad clonogénica en células de CMTN.
Objetivo general

Evaluar el rol de let-7b-5p en la sensibilidad y respuesta antitumoral de la metformina

en células de CMTN.
Objetivos especificos

1. Determinar el rol de let-7b-5p en la proliferacion, adhesion, migracion y capacidad
clonogénica de células de CMTN MDA-MB-231.

2. Evaluar el efecto de la metformina en la expresion de miARNs en células de CMTN.

3. Validar y analizar el efecto de metformina en la proliferacion, adhesion, migracion y
capacidad clonogénica de células de CMTN.

4. Determinar si el tratamiento conjunto de metformina con un mimic para let-7b-5p
mejora la respuesta en cuanto a proliferacion, adhesion, migracion y clonogenicidad
de células de CMTN.

5. Determinar el efecto de let-7b-5p en la expresion de genes relacionados con la

proliferacion y progresion del CMTN.
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Materiales y métodos

1. Cultivo celular

1.1 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares comerciales 4T1 y MDA-MB-231, ambas modelos de
CMTN. La linea celular MDA-MB-231 fue establecida a partir de un derrame pleural de una
mujer caucasica de 51 afios con un adenocarcinoma mamario metastasico. Por otro lado, 4T1
es una linea celular de un adenocarcinoma del tejido de la glandula mamaria derivado de una
cepa de raton BALB/c. Esta linea celular se asemeja al CMTN humano en estadio IV.
También se utilizé la linea celular estable que sobreexpresa let-7b (MDA-MB-231-let-7b) y
su respectiva linea control (MDA-MB-231-pSGIPX). Estas lineas fueron generadas
previamente en el laboratorio mediante transduccion con particulas lentivirales conteniendo el
vector pSGIPX-let-7b, o bien, el vector control pLV-H1-SGIPX cedido gentilmente por el Dr.
Yan Cui (Leibniz Institute on Aging, Fritz Lipmann Institute). El protocolo de transduccion

utilizado fue el descripto previamente por Grinpelc (Grinpelc, 2023).

1.2 Condiciones de crecimiento

Para la linea celular MDA-MB-231 y sus derivadas, se utiliz6 medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y una mix de antibidticos compuesta por:
estreptomicina (100 ug/mL), penicilina (100 U/mL) y anfotericina (0,5 ug/mL). Ademas, para
la linea celular estable que sobreexpresa let-7b-5p (MDA-MB-231-let-7b) y su respectiva
linea control (MDA-MB-231-pSGIPX), se afadié puromicina en una concentracion de 4
pg/mL, como antibidtico de seleccion. Para la linea celular 4T1, se utiliz6 medio RPMI con la
misma suplementacion de SFB y mix de antibioticos. Todas las lineas celulares se

mantuvieron en una estufa humidificada a 37°C y con 5% de CO.,.

1.3 Cultivo de las lineas celulares

Todas las lineas celulares se mantuvieron en placas de 100 mm. Cuando las células
llegaban a condiciones de saturacion, aproximadamente un 80-90% de confluencia se
procedid a subcultivar para asegurar el crecimiento de las células. Para esto, se retir6 el medio

de cultivo y en cada placa se realizaron dos lavados con 5 mL de PBS (NaCl 137 mM; KCl
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2,68 mM; Na,HPO, 10,1 mM; KH,PO, 1,78 mM; pH=7.,4). Luego, en cada placa, se agreg6 1

mL de tripsina (2,5 mg/mL y 0,5 mM de EDTA) y se incub6 durante un minuto en la estufa
humidificada. A continuacion, se agregd 1 mL de medio de cultivo completo para neutralizar
la accion de la enzima. Finalmente, se descartd el medio de cultivo necesario para diluir la

concentracion celular 1/4 o 1/8 y se agregdé medio hasta alcanzar un volumen final de 6 mL.

1.4 Descongelado de las lineas celulares

Los criotubos fueron descongelados rapidamente a 37 °C y se transfirié el contenido a
un tubo tipo falcon de 15 mL que contenia 7 mL de medio de cultivo completo. A
continuacion, se centrifugd a 400 g durante 5 minutos para decantar las células. Se retir6 el
sobrenadante por volcado y se resuspendid el pellet obtenido con 1 mL de medio de cultivo
completo. Finalmente, se transfirié la suspension celular a placas de 100 mm conteniendo 6

mL de medio de cultivo completo y se incubaron en la estufa humidificada.

1.5 Conteo celular

Para determinar la concentracion de células en una suspension celular, se utilizd el
contador de células automatizado Countless II (Invitrogen). Para ello, después de cosechar las
células por tripsinizacion, se tomo una alicuota de la suspension celular y se sembraron 10 pL

en cada una de las cadmaras especificas para conteo automatico.
2. Drogas
2.1 Metformina

La metformina (ChemCruz) fue disuelta en agua para preparar una solucion madre 1
M. A partir de esta solucion madre, se realizaron distintas diluciones en medio de cultivo
completo para obtener las concentraciones requeridas para los distintos experimentos: 0,ImM,

ImM, 5SmM, 10mM y 20 mM.
2.2 Let-7b-5p mimic

El miRNA mimic de let-7b-5p (mirVana® miRNA mimic let-7b-5p, ThermoFisher
Scientific) y su respectivo control (Scramble NC1, ThermoFisher Scientific) se disolvieron en

agua libre de nucleasas a una concentracion de 100 uM.
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3. ARN

3.1 Extraccion de ARN total

En cada placa de 60 mm, se retir6 el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con
3 mL de PBS. Posteriormente, se afiadieron 500 uL de Tri Reagent (Genbiotech) y mediante
un raspador de células se recolectd por completo el lisado celular. Este lisado, se transfirio a
un tubo tipo eppendorf de 1,5 mL y se incub6 durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se agregaron 100 uL de cloroformo, se agit6 vigorosamente durante 15 segundos y se
incubd de 2-3 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, las muestras se centrifugaron a
12000 r.p.m durante 15 minutos a 4°C con el objetivo de separar la fase acuosa de la fase
organica. Posteriormente, se tom¢ cuidadosamente la fase acuosa (ARN) sin tocar la interfase
(ADN) y se la transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL libre de ARNasas. A
continuacion, en cada tubo, se agregaron 250 uL de isopropanol, se mezcld por inversion y se
incub6d a -20°C durante toda la noche con el objetivo de precipitar los miARNs. Al dia
siguiente, se centrifugd a 12000 r.p.m durante 10 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante.
Posteriormente, se realizaron dos lavados del pellet obtenido con 1 mL de etanol 75% y se
centrifugd a 7500 r.p.m durante 5 minutos a 4°C después de cada lavado. Luego, se descartod
el sobrenadante y se secd el pellet incubando las muestras a 60°C durante 5 minutos.
Finalmente, los pellets fueron resuspendidos en 150 uL de agua libre de ARNasas y se

rehidrataron incubando durante 10 minutos a 60°C. Las muestras se conservaron a -80°C.

3.2 Cuantificacion de ARN

La cuantificaciéon del ARN se realizé mediante la medicion de la absorbancia a una
longitud de onda de 260 nm utilizando el equipo NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific).
Ademas, la pureza de las muestras se evalué mediante las relaciones de absorbancia 260/280
y 260/230. La relacion 260/280 se utilizd para verificar la presencia de contaminantes
proteicos, mientras que la relacion 260/230 se empled para descartar la presencia de

cloroformo o etanol.
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3.3 Analisis de los niveles de expresion de miARNs

Para evaluar los niveles de expresion de miARNs se utilizd la técnica de Stem-loop
RT-qPCR, conocida por su capacidad para superar los desafios técnicos que conlleva analizar
la expresion de miARNs mediante PCR (Chen et al., 2005).

La técnica emplea una retrotranscripcion especifica que utiliza oligonucledtidos
stem-loop disefiados especificamente para cada miARN. Estos oligonucledtidos stem-loop, se
aparean a la region 3' de los miARNs ya que sus ultimos 6 nucledtidos son complementarios
al extremo 3" de cada miARN, permitiendo asi su retrotranscripcion especifica. EI ADNc
resultante se cuantifica mediante qPCR donde se emplea un oligonucledtido sentido
especifico para cada miARN y un oligonucleoétido antisentido universal, complementario a

una secuencia dentro del oligonucleotido stem-loop utilizado en la retrotranscripcion (Figura

1) (Chen et al., 2005).

Stem-loop RT primer

miRNA

Stem-loop RT l

PCR [
Forward

FEREEEEEERRRER R
Ap—

Reverse

Figura 8. Técnica Stem-loop RT-qPCR (Varkonyi-Gasic et al., 2007).

3.3.1 Retrotranscripcion

Para la retrotranscripcion, se utilizaron 100 ng de ARN en un volumen final de
reaccion de 20 pL. La reaccion incluyd: oligonucledtido stem-loop especifico para cada

miARN (0,05 uM), dNTPs (0,5 mM), buffer de reaccion (1X) y 200 U de la enzima M-MLV
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RT de Promega. En primer lugar, el ARN junto con el oligonucle6tido stem-loop especifico se

incubaron a 70°C durante 5 minutos en un volumen de 14 pL, con el objetivo de
desnaturalizar las estructuras secundarias del ARN. Luego, se afiadio la master mix
compuesta por los dNTPs, el buffer de reaccion y la enzima M-MLV RT, llevando la reaccion
al volumen final de 20 pL. A continuacidn, se incubaron las muestras durante 30 minutos a
16°C , seguido de 60 minutos a 42°C y finalmente durante 2 minutos a 70°C para inactivar la
enzima. Para cada linea celular se incluyé un control sin la enzima M-MLV RT, utilizando
como templado un pool de ARNs de cada linea celular. Los oligonucledtidos Stem-loop

utilizados en la retrotranscripcion especifica fueron:

miARN Secuencia del oligonucleotido Stem-loop

U6 GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAAAATAT
GG

Let-7b-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACAACCAC

miR-877-5p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACCCCTGC

mmu-miR-28a-3 [ GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCCAGC

p

miR-28-3p GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACTCCAGG

TABLA 1. Oligonucleo6tidos Stem-loop.

3.3.2 qPCR

Para determinar la expresion de los distintos miARNs se utilizé el equipo CFX96
Real-Time System (Bio-Rad). En un volumen final de reaccion de 10 pL, se afiadieron 1uL de
cDNA, primer sentido especifico de cada miARN (0,1uM), primer antisentido universal
stem-loop (0,1 uM) y la mix de Roche FastStart Universal SYBR Green master (1X). Los

oligonucleétidos usados en la qPCR fueron:

miARN Sentido Secuencia del oligonucleétido Temperatura de
oligonucledtido .
apareamiento
°C)
Universal Anti-sentido TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT -
stem-loop
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uo6 Sentido GGCGGCGCAAGGATGACACG 65
Let-7b-5p Sentido GGGCGGGTGAGGTAGTAGGTTG 60
miR-877-5p Sentido GGGCGGGTAGAGGAGATGGC 60
mmu-miR-28 Sentido GGCGGCACTAGATTGTGAGCT 65
_3p
miR-28-3p Sentido CGGGGGCACTAGATTGTGAGC 65

TABLA 1II. Oligonucle6tidos miARNSs.

Para la cuantificacion de los niveles de expresion se utilizaron los valores de C; (Cycle
Threshold), que se refiere al nimero de ciclos de PCR necesarios para que la fluorescencia
generada por el producto amplificado alcance un umbral preestablecido por el equipo, en el
cual todas la curvas de amplificacion se encuentran en fase exponencial. Los niveles de
expresion se determinaron por el método del AAC; considerando una eficiencia de los
oligonucledtidos del 100%. Los niveles de expresion génica se normalizaron utilizando los
niveles de expresion de U6 como control interno y con los niveles de expresion del grupo
control, lo que proporciond una referencia para evaluar los cambios en la expresion génica en
las distintas condiciones experimentales.

Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas. Ademas, en cada reaccion se
agregaron dos controles: uno contenia agua y otro el pool de ARNs donde no se agrego la
enzima M-MLV RT durante la retrotranscripcion especifica. Esto con el objetivo que durante
la gPCR tnicamente se amplifiquen y se cuantifiquen los cDNAs de interés. El protocolo de

ciclado utilizado con Bio-Rad CFX96 Real-Time System fue el siguiente:
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Temperatura (°C) Tiempo (min:seg)
50 2:00
95 10:00
95 0:15
Tanneating 0:15 40X
60 1:00
72 1:00
Curva de fusion

TABLA III. Protocolo de ciclado qPCR.
3.4 Analisis de los niveles de expresion de ARNm
3.4.1 Retrotranscripcion

Para la retrotranscripcion, se utilizé 1 pg de ARN en un volumen final de reaccion de
25 pL. La reaccién incluyo: Oligo dT (0,02 pg/ul), dNTPs (0,5 mM), buffer de reaccion (1X)
y 200 U de M-MLV RT de Promega. Previo a la adicion de la master mix, el ARN fue
incubado junto con el oligo dT en un volumen de 15 pL a 70°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se afiadié la master mix que contenia: el buffer de reaccion, los dNTPs y la
enzima, llevando la reaccion al volumen final. A continuacion, las muestras fueron incubadas
durante 1 hora a 42°C y una incubacioén final a 70°C durante 2 minutos. Ademas, por cada
linea celular se incluy6 una reaccion sin la adicion de la enzima M-MLV RT, utilizando como

templado un pool de ARNSs de cada linea celular.

3.4.2 qPCR

Para determinar la expresion de los distintos genes se utilizo el equipo CFX96
Real-Time System (Bio-Rad). En un volumen final de reaccion de 10uL, se afiadieron 1uL de
cDNA, primer forward (0,1uM), primer reverse (0,1 uM) y la mix de Roche FastStart
Universal SYBR Green master (1X). Los oligonucledtidos usados en la qPCR fueron los

siguientes:
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Gen Secuencia del Secuencia del Temperatura de
oligonucledtido oligonucledtido apareamiento (C°)
sentido anti-sentido

GAPDH CAGTCAGCCGCATC | ACCAGAGTTAAAAGC 60
TTCTTTTG AGCCCT

Ciclina D GCGGAGGAGAACA | TGAGGCGGTAGTAGG 60
AACAGAT ACAGG

Fibronectina GCTCATCCGTGGTT | TGGTCTGCTTGTCAA 58
GTATCAGG AGTGTCC

Vimentina GTGAAGTGGATGCC | CAATAGTGTCCTGGT 58
CTTAAAG AGTTAGC

Cadherina TATCGTCCCCGTCC | AGAACCACTGCCCTC 58
TGCCAATC GTAATCG

c-Myc TCAAGAGGTGCCA | TCTTGGCAGCAGGAT 60
CGTCTCC AGTCCTT

BRCA1 TGGAGATGACGAG | CAGGGCACAAGGGT 57
TCAGGGATGGG CCGCTAGG

CDKNI1A CCCTTGTGCCTCGC | CGTTTGGAGTGGTAG 60
TCAG AAATCTGTC

CTBP1 TGTACCATACCATC | CAGGGTGGAGTCTGC 60
ACACTGACCAG CGTTTCTTC

TABLA IV. Oligonucle6tidos ARNm.

Al igual que en los miARNS, los niveles de expresion se determinaron por el método
del AAC; considerando una eficiencia de los oligonucleétidos del 100%. Los niveles de
expresion génica se normalizaron utilizando los niveles de expresion de GAPDH como
control interno para la linea celular MDA-MB-231. Ademas, se normalizo con los niveles de

expresion del grupo control lo que proporcion6 una referencia para evaluar los cambios en la
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expresion génica en las distintas condiciones experimentales. El protocolo de ciclado fue el

mencionado anteriormente (TABLA III)
4. Ensayos in vitro

4.1 Ensayos de viabilidad celular

Las células fueron cosechadas y se determind la concentracion celular como se
menciond anteriormente. En una placa de 96 pocillos, se plaquearon 4,000 células por pocillo
en un volumen final de 150 pL de medio de cultivo completo. Seguidamente, se incubo6 la
placa en la estufa humidificada. Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo de cada pocillo
y se lo reemplaz6 con medio de cultivo suplementado con 1% de SFB durante 72 hs, o medio
de cultivo completo con distintas concentraciones de metformina durante 48 hs, en funcion de
las condiciones especificas establecidas para cada experimento. Después del tiempo de
incubacion, el medio de cultivo fue retirado cuidadosamente de cada pocillo. A continuacion,
en cada pocillo se anadieron 60 pL de medio de cultivo conteniendo 10 uL del reactivo
comercial MTS (Promega). Para cada ensayo se realizaron al menos 3 réplicas biologicas con
cuadruplicados técnicos. Ademas, se agregaron 2 pocillos que unicamente contenian esta
solucion que se usaron como blanco de reaccion. Finalmente, se incubd la placa en la estufa
entre 2 y 4 horas en oscuridad y se determind la absorbancia a 492 nm usando el lector ELISA
Multiskan FC (ThermoFisher Scientific). El calculo de las dosis inhibitorias 50 (IC50) se
realizo con el programa Combenefit v2.02 (Di Veroli et al., 2016).

4.2 Ensayo de proliferacion celular por conteo de células

Se prepararon placas de 24 pocillos conteniendo 200000 células por pocillo, en un
volumen final de 1 mL de medio de cultivo completo. A las 24 horas, se reemplazo el medio
de cultivo por medio con diferentes concentraciones de metformina. Al cabo de 48 horas, se
cosecharon las células de cada pocillo mediante tripsinizacion y se determiné la concentracion

celular como se indicd anteriormente.

4.3 Ensayos clonogénicos

Se sembraron células en placas de cultivo de 60 mm y 100 mm, 360 y 1000 células,

respectivamente. Las células en las placas de 60 mm se cultivaron en un volumen final de 3
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mL de medio de cultivo completo, mientras que las células en las placas de 100 mm se

cultivaron en un volumen final de 6 mL. En el caso de los ensayos con metformina, al dia
siguiente se reemplazo el medio de cultivo por medio de cultivo con diferentes dosis de esta
droga. Posteriormente, las placas se incubaron en la estufa humidificada realizando cambios
de medio de cultivo cada 5 dias aproximadamente. Las placas se incubaron en la estufa hasta
que los focos de células ocuparan un campo del microscopio a un aumento 200X o fueran
visibles a simple vista. Posteriormente, en cada placa, se realizaron dos lavados con 3 mL de
PBS, para las placas de 60 mm, o 5 mL, en el caso de las placas de 100 mm, y los focos
fueron fijados por incubacioén con 3 mL o 5 mL de metanol puro, dependiendo del tamafio de
la placa, durante 15 minutos. Seguidamente, se realizaron dos lavados con 3 mL de PBS, se
descartd el liquido y se dejé secar a temperatura ambiente. A continuacion, los focos
formados se tifieron con una solucidn de cristal violeta al 0,1% y metanol al 20% durante 10
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se descart6 la solucion de cristal violeta y se

lavaron las placas con agua destilada hasta que los focos se distingan con claridad.
4.4 Ensayos de migracion

En placas de 24 pocillos, se plaquearon 300000 células por pocillo en un volumen
final de 1mL de medio de cultivo completo. Cuando se alcanzo6 una confluencia del 100% en
los pocillos, se realizd una herida uniforme raspando el fondo de los pocillos con un tip. A
continuacion, se descartd el medio de cultivo y en cada pocillo se realizaron 2 lavados con
PBS. Luego, se agregdé medio de cultivo nuevo o medio de cultivo completo con distintas
concentraciones de metformina. Posteriormente, se incub6 la placa en la estufa humidificada.
El proceso de migracion se visualizd mediante la captura de imagenes a diferentes tiempos
utilizando un microscopio acoplado a una camara Q-Color5 Digital Camera (OLYMPUS). Se

tomaron imagenes al tiempo 0 y a las 18 horas.

4.5 Ensayos de adhesion

Tras cosechar las células y determinar la concentracion celular, en una placa de 96
wells, se sembraron 40000 células por pocillo en un volumen final de 150 pL de medio de
cultivo. Luego, se incubd la placa en la estufa durante 3 horas. Posteriormente, se descart6 el
liquido de cada pocillo y se realizaron dos lavados con 100 pL de PBS. A continuacion, las

células se fijaron con 100 pL. de metanol puro y se incub6 a temperatura ambiente durante 10
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minutos. A partir de esta etapa, se agregaron 2 pocillos que se usaron como blanco de

reaccion. Seguidamente, se descartd el metanol y se realizé un lavado adicional con PBS. Las
células se tifieron agregando 100 pL de una solucion de cristal violeta al 0,5 % en metanol
20% durante 10 minutos. A continuacion, se descartd el cristal violeta y se realizaron tres
lavados con 100 pL de agua destilada. El cristal violeta retenido por las células adheridas se
resuspendié agregando, en cada pocillo, 60 pL de una solucion de metanol. Finalmente, se
midi6 la absorbancia a 550 nm utilizando un lector de ELISA Multiskan FC (ThermoFisher

Scientific).
5. Generacion de células 4T1 con expresion transiente de let-7b-5p

Para la transfeccion transiente de células 4T1 con let-7b-5p (mirVana®
miRNA mimic let-7b-5p, ThermoFisher Scientific) o su control negativo correspondiente
(scramble NCI1, ThermoFisher Scientific). Primero, se descartd el medio de cultivo de los
pocillos en los cuales fueron sembradas las células y se realizaron dos lavados con PBS. A
continuacion, se preparo la solucion transfectante. Esta contenia una concentracion final, en
cada pocillo, de una cantidad de oligonucleétido tal que durante la transfeccion tenga una
concentracion 30nM y PEI en una proporcion de 5:1 (PEIL:oligo). La solucion se incubd
durante 8 minutos a temperatura ambiente. Luego, se agregé la solucion transfectante en cada
pocillo y se incubd durante 5 horas en la estufa. Transcurrido este tiempo, el medio fue
retirado y reemplazado por medio de cultivo completo que contenia distintas concentraciones

de metformina.
6. Analisis estadisticos y graficos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software SigmaPlot. Se evaluaron los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos analizados con el fin de
aplicar test estadisticos con un nivel de significancia a=0.05. En los casos donde dichos
supuestos no se cumplieron se realizaron analisis estadisticos con pruebas no paramétricas.
Por otro lado, los graficos presentados en esta tesina se elaboraron utilizando el software
GraphPad (version 9.4.2). El criterio utilizado para determinar la significancia fue un p<0,05.
En las figuras, los asteriscos indican un nivel de significancia de p, siendo * un valor de p <

0.05, ** un p <0.01 y *** representa un p< 0.001.
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Resultados

Rol de let-7b-5p en la proliferacion, adhesion, migracion y capacidad

clonogénica de células de CMTN

Previamente el Laboratorio demostrd que la sobreexpresion de let-7b-5p aumento la
viabilidad y adhesion de las células 4T1 y disminuy6 su capacidad de migracion (Grinpelce,
2023). Para robustecer los resultados y terminar de conocer el rol de let-7b-5p en CMTN, se
estudio el rol de este miARN en la linea celular MDA-MB-231.

Para ello, previamente en el laboratorio se generaron lineas celulares derivadas de
MDA-MB-231 con sobreexpresion de let-7b (MDA-MB-231-let-7b) o células control
(MDA-MB-231-pSGIPX) mediante la transduccion con particulas lentivirales conteniendo el
plasmido de expresion de este miARN (pSGIPX-let-7b) o el vector control (pSGIPX) (Vera
Sanchez, 2022).

1. Sobreexpresion de let-7b-5p en la linea celular estable MDA-MB-231-let-7b

En primer lugar, mediante Stem-loop-RT-qPCR se determino los niveles de expresion
de las células estables derivadas de MDA-MB-231 generadas previamente en el laboratorio.
Se observo que las células MDA-MB-231-let-7b presentaron una expresion de let-7b-5p
significativamente mayor respecto a las células control MDA-MB-231-pSGIPX (Figura 9).
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Figura 9. Sobreexpresion de let-7b-5p en células estables MDA-MB-231. Se determin6 la
expresion mediante Stem-loop-RT-qPCR. Los niveles de expresion se normalizaron con los niveles de

expresion de U6 como control interno y con las células de la linea celular control
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(MDA-MB-231-pSGIPX). Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas con duplicados técnicos. Para evaluar la

significancia, se realizé una prueba t paramétrica, donde * representa un p<0,05.

2. La sobreexpresion de let-7b-5p disminuyé la viabilidad celular de las lineas de

CMTN

Para estudiar el efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la viabilidad celular, se

utilizaron células MDA-MB-231-let-7b y células de la linea control, en el caso de 4TI, se

utilizaron células transfectadas con un mimic de let-7b-5p o con su respectivo control negativo

NCI1 (Ver Materiales y métodos). Las células se incubaron durante 72 horas con medio de

cultivo suplementado con 1% de SFB, o bien durante 48 horas en medio completo.

Posteriormente se realizd un ensayo de MTS para determinar la viabilidad celular. La

sobreexpresion de let-7b-5p no afect6 la viabilidad de las células MDA-MB-231 y 4T1 en

condiciones de deprivacion de suero. Sin embargo, en condiciones Optimas de cultivo,

let-7b-5p disminuy¢ la viabilidad de las células MDA-MB-231 y 4T1 (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la sobreexpresion de let-7b-Sp en la viabilidad de células de CMTN. Ensayos
de MTS incubando a las células MDA-MB-231 y 4T1 con medio de cultivo suplementado con 1% o
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10% de SFB. La figura correspondiente a la linea celular MD-MB-231 con 10% SFB corresponde al

mismo experimento mostrado en la Figura 20. Los resultados se normalizaron considerando una
viabilidad celular del 100% en la linea celular control (pSGIPX) para la linea MDA-MB-213 o bien
las células transfectadas con el control para la linea 4T1. Se utilizaron 6 réplicas bioldgicas en el caso
de MDA-MB-231 y 3 réplicas biologicas en 4T1, para ambos casos se hicieron cuadruplicados

técnicos. Se realiz6 una prueba t paramétrica para evaluar la significancia, donde **indica un p<0,01.

3. La sobreexpresion de let-7b-Sp disminuy6 la capacidad clonogénica de células

MDA-MB-231

Con el objetivo de estudiar el efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la capacidad
de formar focos de crecimiento en cultivo, se llevd a cabo un ensayo clonogénico.
Brevemente, se sembraron células a baja confluencia (ver Materiales y Métodos) y se
incubaron hasta que los focos formados fueran visibles a simple vista u ocuparan alrededor de
un campo de microscopio a un aumento 200X. Luego, las células fueron fijadas y los focos
formados se cuantificaron. Se observo que let-7b-5p disminuy¢ la capacidad clonogénica de

las células MDA-MB-231 (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la capacidad clonogénica de las células
MDA-MB-231. (A) Se cuantificaron los focos formados por células MDA-MB-231 con
sobreexpresion de let-7b-5p o células control (pSGIPX). Se realizaron 3 réplicas bioldgicas con
una unica réplica técnica. Para evaluar la significancia se realizo una prueba t paramétrica, donde

**indica un p<0,01. (B) Imagenes representativas del ensayo clonogénico.
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4. La sobreexpresion de let-7b-5p no afecté la capacidad de adhesion de las células

MDA-MB-231

Con el objetivo de evaluar si la sobreexpresion de let-7b-5p tiene un efecto en la
capacidad de adhesion de las células MDA-MB-231, se realizaron ensayos in vitro a partir de
las células con sobreexpresion estable de let-7b-5p o control. Se observo que Ila
sobreexpresion de let-7b-5p no afecto la capacidad de adhesion de las células MDA-MB-231
(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la capacidad de adhesion de las células
MDA-MB-231. Los resultados se normalizaron respecto a las células control (pSGIPX). Se utilizaron
6 réplicas biologicas con 4 réplicas técnicas. Para evaluar la significancia se realiz6 una prueba t

paramétrica.

5. La sobreexpresion de let-7b-5p disminuyé la migracion de las células

MDA-MB-231

Para evaluar el efecto de let-7b-5p en la migracion de las células tumorales, se realizé
un ensayo de cierre de herida utilizando la linea celular que sobreexpresa let-7b y su
respectiva linea control. Se cuantifico el area de migracion de las células mediante la captura
de imagenes al tiempo 0 y después de 18 horas. Se observo que la sobreexpresion de let-7b-5p

disminuy6 la migracion de las células MDA-MB-231 (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la migracion de las células
MDA-MB-231. (A) Se cuantifico el area de migracion en las distintas condiciones mediante la
captura de imagenes a distintos tiempos. Los resultados se normalizaron respecto a las células
control (pSGIPX). Se utilizaron 6 réplicas bioldgicas con 2 réplicas técnicas cada una. Para
evaluar la significancia se realiz6 una prueba t no paramétrica de Mann-Whitney, ** indica un
p<0,01. (B) Imagenes representativas del proceso de migracion de ambas lineas a tiempo 0 y a las

18 horas.

Efecto de la metformina en la modulacion de la expresion de miARNs en

células de CMTN

1. La metformina no modulé la expresion de let-7b-Sp, mir-28-3p y mir-877-5p en

lineas de cancer de mama triple negativo

Para evaluar si la metformina modula la expresion de distintos miARNSs, se incubaron
cé¢lulas MDA-MB-231 y 4T1 durante 48 horas con medio de cultivo completo con distintas
concentraciones de metformina (0,1 mM y 20mM). Luego, se extrajo el ARN total y se
realizéd una Stem-loop RT-qPCR para cuantificar la expresion de los distintos miARNs. Se
encontro que la metformina no modul6 la expresion de let-7b-5p, miR-28-3p y miR-877-5p
en las lineas de CMTN (Figura 14). En la linea celular 4T1, la concentracion de 20 mM
resultd en la muerte de las células, por lo que, no se midid la expresion de los miARNs en esta

condicion.
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Figura 14. Efecto de la metformina en la expresion de let-7b-5p (A), miR-28-3p (B) y
miR-877-5p (C) en las lineas MDA-MB-231 y 4T1. La expresion se determind mediante la
técnica Stem-loop RT-qPCR. Los niveles de expresion se normalizaron con los niveles de
expresion de U6 como control interno y con las células control de cada linea celular. Se realizaron
3 réplicas biologicas con duplicados técnicos. Para evaluar la significancia, se realizé un analisis

ANOVA de un factor para la linea MDA-MB-231 y una prueba t paramétrica para 4T1.
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Rol de la metformina en la proliferacion, adhesion, migracion y capacidad

clonogénica de células de CMTN

Como previamente se mencion6 en la Introduccion, existen varios trabajos previos que
han reportado la accion de la metformina en la viabilidad, migracion, adhesion y capacidad
clonogénica en lineas celulares de CM. Estudios han mostrado que una dosis baja de
metformina actuaria especificamente sobre la poblaciéon de CSC en CM (Hirsch et al., 2009;
Cufi et al., 2012; Tliopoulos et al., 2011). En particular, se demostr6é que en la linea celular de
CMTN, MDA-MB-468, una concentracion de 0,1mM disminuy¢6 significativamente las CSC
después de 48 horas de exposicion a la metformina (Hirsch et al., 2009).

Por otro lado, varios estudios han demostrado que la metformina, en concentraciones
mas altas, ejerce un efecto inhibitorio en la proliferacion, capacidad clonogénica, adhesion y
migracion de células tumorales en CM. En particular, se ha observado que una concentracion
de 20 mM reduce significativamente la viabilidad celular en las lineas MDA-MB-231 y 4T1,
tras 24, 48 o 72 horas de tratamiento (Alimova et al., 2009; Liu et al., 2009; Wang & Zhao,
2024). Ademas, se reportd que concentraciones como 1 mM y 5 mM, disminuyeron la
capacidad clonogénica en MDA-MB-231 (Liu et al., 2009). Asimismo, concentraciones de 20
mM y 50 mM mostraron una reduccion en la formacion de focos en la linea 4T1 (Shi et al.,
2022). En cuanto a la migracion celular, una dosis de 10 mM de metformina redujo la
migraciéon en ambas lineas de CMTN (Kawakita et al., 2021). Finalmente, respecto a la
adhesion celular, se observd que una dosis de 10 mM de metformina no afect6 la adhesion en
células MDA-MB-231 (Aftab et al., 2022), sin embargo, en la linea 4T1, concentraciones de 8
mM y 16 mM disminuyeron significativamente la adhesion celular en comparaciéon con
células no tratadas (Farahi et al., 2021).

Debido a este motivo, en esta Tesina elegimos las concentraciones de 0,1 mM y 20mM
como punto de partida en los distintos ensayos. Es importante aclarar que el objetivo de esta
parte del proyecto fue validar las dosis que ibamos a utilizar en ambos modelos de CMTN

respecto a lo reportado en la bibliografia.
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1. La metformina disminuy6 la viabilidad celular y la proliferacion en las lineas de

CMTN

Para evaluar el efecto de la metformina en la viabilidad de células de CMTN, las
mismas fueron incubadas durante 48 horas con medio de cultivo completo con distintas
concentraciones de metformina. La viabilidad celular se determindé mediante un ensayo de

MTS y también por conteo de células luego de cosechar las células tras ser incubadas con

metformina.
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Figura 15. Efecto de la metformina en la viabilidad celular de las lineas MDA-MB-231 y
4T1. Mediante un ensayo de MTS se determin¢ la viabilidad celular. Los resultados se
normalizaron considerando una viabilidad celular del 100% en el tratamiento control. (A) Ensayo
realizado en células MDA-MB-231 empleando 6 réplicas bioldgicas con triplicados técnicos. (B)
Ensayo de MTS con células 4T1 donde se utilizaron 3 réplicas bioldgicas con triplicados técnicos.
Para evaluar la significancia se realizé un analisis ANOVA de un factor, donde * indica un p<0,05,
** representa un p<0,01 y *** indica un p<0,001 respecto a las células control de cada linea

celular. (El experimento mostrado en (A) corresponde a las células control de la Figura 20).

Se evidencio que desde una concentracion de 5 mM se redujo significativamente la
viabilidad celular en la linea MDA-MB-231 (Figura 15A). En la linea celular 4T1, la
viabilidad celular disminuy6 a partir de una concentracion de 1 mM (Figura 15B). Asimismo,

se observd que una concentracion de 20 mM disminuy6 la proliferaciéon en ambas lineas
celulares de CMTN (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la metformina en la proliferacion celular en las lineas MDA-MB-231 y 4T1.
Se realiz6 un conteo celular de cada pocillo tras incubar las células durante 48 horas con las distintas
dosis de metformina. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas con duplicados técnicos. Para evaluar la
significancia se realiz6 un analisis ANOVA de un factor, donde ** indica un p<0,01 respecto al

tratamiento control. (A) Ensayo realizado en MDA-MB-231. (B) Ensayo realizado en células 4T1.

2. La metformina a altas dosis disminuyo la capacidad clonogénica en la linea

celular MDA-MB-231

Con el objetivo de evaluar el efecto de la metformina en la capacidad clonogénica de
cé¢lulas de CMTN, se realiz6 un ensayo clonogénico en las células MDA-MB-231. Para ello,
las células fueron incubadas durante 72 horas con medio de cultivo completo con distintas
concentraciones de metformina (0 mM; 0,1 mM y 20 mM). Luego, se reemplazoé el medio de
cultivo por medio completo sin metformina y se incubd hasta que los focos de células
ocuparan un campo del microscopio a aumento 200X. Se procedid a la fijacion y posterior
cuantificaciéon de los focos visualizados por tincién con cristal violeta (ver Materiales y
Métodos). Se observo que la metformina en una concentracion de 20 mM disminuy¢ la

capacidad clonogénica de las células MDA-MB-231 (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la metformina en la capacidad clonogénica de las lineas de CMTN. (A) Se

realizé un ensayo clonogénico en células MDA-MB-231 expuestas a las dosis indicadas de

metformina durante las primeras 72hs. Se cuantificéd el nimero de focos formados (N=3). Para evaluar

la significancia se realizo un anélisis ANOVA de un factor, donde *** indica un p<0,001 respecto a las

células control. (B) Imagenes representativas de los focos formados en las distintas condiciones en

MDA-MB-231.

3. La metformina no modulé la capacidad de adhesion de las células de CMTN a

las dosis testeadas

Con el objetivo de evaluar el efecto de la metformina en la capacidad de adhesion de

las células tumorales, se incubaron células de CMTN durante 48 horas con medio de cultivo

completo con distintas dosis de metformina (0; 0,1 mM y 20mM). Posteriormente, se

cosecharon las células y se realizd un ensayo de adhesion. Se encontrd que la metformina no

gener6 ningun efecto en la capacidad de adhesion de las células MDA-MB-231 y 4T1 (Figura

18). Sin embargo, es importante destacar que en el caso de las células 4T1 la concentracién 20

mM de metformina resulté en una fuerte reduccion de la viabilidad celular, por lo que no

pudo estudiarse la adhesion celular por falta de células al momento de cosechar.
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Figura 18. Efecto de 1a metformina en la capacidad de adhesion de las células. Se realizaron
ensayos de adhesion en células MDA-MB-231 (A) y 4T1 (B) tratadas con las dosis indicadas de
metformina. Los resultados se normalizaron respecto al tratamiento control. Se realizaron 3 réplicas
bioldgicas con cuadruplicados técnicos. La significancia se evalué mediante ANOVA de un factor para

la linea MDA-MB-231 y una prueba t paramétrica para la linea 4T1.

4. La metformina disminuyo la migracion de células 4T1 pero no de células

MDA-MB-231

Para estudiar el efecto de la metformina en la migracion de las células tumorales, se
realiz6 un ensayo de cierre de herida. Para ello, una vez trazadas las heridas, las células fueron
incubadas con distintas dosis de metformina durante 18 horas y se determino6 el area de
migracion como la diferencia entre el area inicial de la herida y el area luego de 18 horas. Se
observo que el tratamiento con metformina 0,1mM y 20mM disminuy6 la migracion de las

células 4T1 (Figuras 19C y 19D). Mientras que en la linea MDA-MB-231, no se observaron
cambios (Figuras 19A y 19B).
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Figura 19. Efecto de la metformina en la migracion de células de CMTN. Se cuantifico el area de
migracion de las células MDA-MB-231 (A) y 4T1 (C) en las distintas condiciones mediante la captura
de imagenes al tiempo 0 y a las 18 horas. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas con 2 réplicas técnicas.
Los resultados se normalizaron respecto al tratamiento control. Para evaluar la significancia se realizo
un analisis ANOVA de un factor, donde * indica un p<0,05 y *** indica un p<0,001 respecto a las
células control de cada linea celular. Imagenes representativas de las heridas de MDA-MB-231 (B) y

4T1 (D) al tiempo 0 y a las 18 horas.
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Tratamiento conjunto de metformina y let-7b-5p, respuesta en cuanto a

proliferacion, migracion y clonogenicidad de células de CMTN

1. El tratamiento con metformina 1 mM y let-7b-Sp disminuyé la viabilidad de

MDA-MB-231 atin mas que el tratamiento simple con esa dosis de metformina

Se evalud si el tratamiento conjunto de metformina y let-7b-5p mejora la respuesta en
cuanto a la proliferacion celular en la linea MDA-MB-231. Para ello células
MDA-MB-231-pSGIPX y MDA-MB-231-let-7b se incubaron durante 48 horas con medio de
cultivo completo con distintas concentraciones de metformina (0,ImM, ImM, SmM, 10mM y
20mM). Posteriormente, se realiz6 un ensayo de MTS para determinar la viabilidad celular.
Como se evidencié anteriormente, tanto la sobreexpresion de let-7b-5p como el tratamiento
con metformina disminuyeron la viabilidad de las células MDA-MB-231. No obstante, el
analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores no demostro una interaccion entre estos
dos tratamientos (Figura 20). La concentracion inhibitoria 50 (IC50) fue de 4,0 mM, en las
células MDA-MB-231-pSGIPX; en tanto que de 3,80 mM, en las células
MDA-MB-231-let-7b. A pesar de ello, se observdo que el tratamiento con 1 mM de

metformina resulté en una menor viabilidad celular cuando se sobreexpresa let-7b.

150 5
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Figura 20. Efecto del tratamiento conjunto del let-7b-5p y metformina en la viabilidad celular de
la linea MDA-MB-231. La viabilidad celular se determind mediante un ensayo de MTS. Los
resultados se normalizaron considerando una viabilidad celular del 100% para las células

MDA-pSGIPX tratadas con 0 mM metformina. Se utilizaron 6 réplicas bioldgicas con triplicados (0;
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0,1; 10; 20 mM) o duplicados técnicos (1 y 5 mM). Para evaluar la significancia se realizo un analisis

ANOVA de dos factores y un test Holm Sidak para el analisis de los efectos simples. # indica el efecto
de let-7b-5p respecto a la linea celular control MDA-pSGIPX, mientras que * representa el efecto de la
metformina respecto al tratamiento control de cada linea celular (0 mM metformina). Tanto * como #

representan un p<0,05, ** y ## indican un p<0,01 y finalmente *** y ### indican un p<0,001.

2. La transfeccion con el mimic de let-7b-5p no mejoré el efecto de la

metformina en la viabilidad de células 4T1

Con el objetivo de estudiar si tratamiento conjunto de metformina y un mimic de
let-7b-5p mejora la respuesta en cuanto a la viabilidad celular en la linea 4T1, se utilizaron
células transfectadas transientemente con el mimic let-7b-5p o con su respectivo control
negativo NC1 (ver Materiales y Métodos). Las células se incubaron durante 48 horas con
medio de cultivo completo con distintas concentraciones de metformina (0,1 mM; 1 mM; 5
mM; 10 mM y 20mM), posteriormente, mediante un ensayo de MTS se determind la
viabilidad celular. Se observd que tanto la metformina como el mimic de let-7b-5p
disminuyeron la viabilidad de las células 4T1, sin embargo, al igual que lo observado en
MDA-MB-213 no existi6 interaccion entre ambos tratamientos. Al analizar los efectos
simples, se evidencid6 que la metformina disminuy6 la viabilidad celular a partir de la
concentracion 1 mM tanto en las células transfectadas con el mimic como las células
transfectadas con el control negativo (Figura 21). Ademas, se observo que el mimic let-7b-5p
disminuy6 la viabilidad celular en la concentracion de 0,1 mM respecto a las células
transfectadas con el control negativo. Por ltimo, el IC50 de las células 4T1-NC1 fue de 1,94

mM; en tanto que de 2,47 mM, en las células 4T1 transfectadas con el mimic de let-7b.
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Figura 21. Efecto del tratamiento conjunto metformina y un mimic let-7b-5p en la viabilidad de
células 4T1. Mediante un ensayo de MTS se determind la viabilidad celular. Los resultados se
normalizaron considerando una viabilidad celular del 100% en las células transfectadas con el control
negativo (NC1) sin tratar con metformina. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas con triplicados (0; 0,1;
10; 20 mM) o duplicados técnicos (1 mM y SmM). Para evaluar la significancia se realizé un analisis
ANOVA de dos factores seguido y un test Holm Sidak para el analisis de los efectos simples. Donde #
indica el efecto del mimic let-7b-5p respecto a las células transfectadas con NC1. Mientras que *
representa el efecto de la metformina respecto al tratamiento control de cada grupo (0 mM

metformina) . Donde *** representa un p<0,001 y # indica un p<0,05.

3. La metformina y let-7b-5p modulan la capacidad clonogénica de MDA-MB-231

de manera independiente

Con el objetivo de evaluar si la combinacion de metformina y let-7b-5p disminuye la
clonogenicidad en células de la linea MDA-MB-231, se llevo a cabo un ensayo clonogénico.
Células MDA-MB-231-pSGIPX y MDA-MB-231-let-7b fueron incubadas durante 72 horas
en medio de cultivo completo con diferentes concentraciones de metformina, posteriormente,
el medio fue sustituido por medio de cultivo completo fresco. Al finalizar, los focos formados
se fijaron, se tifieron (ver Materiales y Métodos) y se cuantificaron. Como se vid previamente,
una concentracion de 20 mM de metformina (Figura 17) y let-7b-5p (Figura 11) disminuyeron
la capacidad clonogénica de las células (Figura 22). No obstante, no se encontré que el
tratamiento combinado resulte en una mayor disminucién en la capacidad clonogénica de las

células. De hecho, se observd una interaccion negativa significativa, lo que sugiere que
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debido al efecto tan marcado de cada tratamiento por separado, el tratamiento combinado

satura el efecto observado con cada tratamiento individual.
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Figura 22. Efecto del tratamiento combinado en la capacidad clonogénica de las células
MDA-MB-231. (A) Se cuantificaron los focos formados en las distintas condiciones experimentales.
Se utilizaron 3 réplicas biologicas con una unica réplica técnica. Para evaluar la significancia se
realizo un anélisis ANOVA de dos factores seguido de un test Holm Sidak para el analisis de los
efectos simples, donde # indica el efecto de la sobreexpresion de let-7b-5p en la clonogenicidad
respecto a la linea celular control MDA-pSGIPX. Mientras que, * indica el efecto de la metformina
respecto al tratamiento control de cada linea celular (0 mM metformina). ** y ## indican un p<0,01,

mientras que ### representa un p<0,001. (B) Imagenes representativas de los focos formados.

4. La combinacion de metformina con let-7b-5p no mejoro el efecto del tratamiento

simple de let-7b-5p en la migracion de células MDA-MB-231

Con el objetivo de estudiar si el tratamiento conjunto de metformina y let-7b-5p
mejora la respuesta respecto a los tratamientos simples en cuanto a la migracion de las células
tumorales, se realiz6 un ensayo de herida y se cuantifico el area de migracion de las células
MDA-MB-231 en las distintas concentraciones de metformina mediante la captura de
imagenes de los pocillos al tiempo 0 y después de 18 horas. Al analizar los efectos simples, se
evidencid que let-7b-5p disminuy¢ la migracion de células MDA-MB-231 en todas las dosis
de metformina utilizadas respecto a las células de la linea control. Sin embargo, se observo

que ninguna de las dosis utilizadas de metformina afecto la capacidad de migracion de las
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células MDA-MB-231 (Figura 23), tal como se observo previamente (Figura 19A). Sin

embargo, no se observo sinergismo entre ambos tratamientos.
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Figura 23. Efecto del tratamiento combinado de metformina y let-7b-5p en la migracion de

células MDA-MB-231. Se cuantifico el area de migracion mediante la captura de imagenes a los

pocillos al tiempo 0 y después de 18 horas (A). Los resultados se normalizaron respecto a las células

de la linea celular control (MDA-pSGIPX) tratadas con 0 mM metformina. Para evaluar la

significancia se realiz6 un analisis ANOVA de dos factores seguido de un test Holm Sidak para el

analisis de los efectos simples, donde # indica el efecto de let-7b-5p respecto a las células de la linea
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control MDA-pSGIPX. # indica un p<0,05, mientras que ## representa un p<0,01 y ### indica un

p<0,001. (B) Imagenes representativas del proceso de migracion.

5. El tratamiento combinado no redujo el area de migracion de las células 4T1 en
mayor medida que el tratamiento solo con let-7b-5p o con altas dosis de

metformina

Para evaluar si el tratamiento conjunto de metformina y un mimic de let-7b-5p genera
una mejor respuesta en cuanto la migracion de las células tumorales, se realizo un ensayo de
cierre de herida. Se cuantificd el area de migracion de las células 4T1 en las distintas
concentraciones de metformina mediante la captura de imagenes de los pocillos al tiempo 0 y
después de 8 horas. Se observd que tanto let-7b-5p y una concentracion de SmM de
metformina disminuyeron el area de migracion de las células tumorales en la linea 4T1. Sin
embargo, se evidencié que el tratamiento conjunto no redujo el drea de migracion de las
células 4T1 en mayor medida que el tratamiento solo con let-7b-5p o con metformina (Figura

24). Ademas, no se observo interaccion entre los tratamientos.
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Figura 24. Efecto del tratamiento conjunto metformina y un mimic let-7b-5p en la migracion de
células 4T1. Se cuantifico el area de migracion mediante la captura de imagenes a los pocillos al
tiempo 0 y después de 8 horas (A). Los resultados se normalizaron respecto a las células transfectadas
con el control negativo (NC1) y sin tratar con metformina (0 mM). Para evaluar la significancia se
realizo un analisis ANOVA de dos factores y un test Holm Sidak para el analisis de los efectos
simples, donde # indica el efecto del mimic de let-7b-5p respecto a las células transfectadas con el
control negativo. Mientras que *, indica el efecto de la metformina respecto al tratamiento control de
cada linea celular (0 mM metformina). # indica un un p<0,05, mientras que *** representa un

p<0,001.(B) Iméagenes representativas del proceso de migracion.
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Efecto de let-7b-5p en la expresion de genes relacionados con la

proliferacion, adhesion, migracion y fenotipo stem en células CMTN

Con el objetivo de estudiar el efecto de let-7b-5p en la expresion de genes
relacionados con proliferacion (Ciclina D, CDKNI1A, BRCA1l, CTBPI1), adhesion y
migracion (E-cadherina, Vimentina, Fibronectina) o fenotipo stem-cell (cMyc) en lineas de
CMTN, se utilizaron ARNs previamente obtenidos en el laboratorio a partir de la linea celular
estable que sobreexpresa let-7b-5p (MDA-MB-231-let-7b) y su respectiva linea control
(MDA-MB-231-pSGIPX). La expresion de los distintos ARNm se cuantifico mediante
RT-gPCR. Se observo que la sobreexpresion de let-7b-5p disminuyd la expresion de
E-Cadherina y aument6 la expresion de Vimentina en la linea celular MDA-MB-231, sin
embargo, no se observo una variacién significativa en la expresion de los otros genes

estudiados. (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de let-7b-5p en la expresion de distintos ARNm en las lineas
MDA-MB-231. La expresion se determind mediante la técnica RT-qPCR. Los niveles de
expresion se normalizaron con los niveles de expresion de GAPDH como control interno y con las

células de la linea control (pSGIPX). Para los genes Ciclina D y cMyc se usaron 4 réplicas

biologicas, para los demas genes se utilizaron 5 réplicas bioldgicas con duplicados técnicos. Se
realiz6 una prueba t pareada para evaluar la significancia, en el caso de la Fibronectina y BRCAI,

se realizo la prueba no paramétrica Wilcoxon. ** indica un p<0,01.
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Discusion y perspectivas a futuro

El objetivo de este trabajo de Tesina fue estudiar el rol de let-7b-5p en la sensibilidad y
respuesta antitumoral de la metformina en células de CMTN. Para ello, en primer lugar, se
profundizo el estudio acerca del rol de let-7b-5p en el CMTN, analizando su efecto en células
MDA-MB-231, efecto que previamente habia sido estudiado en el laboratorio en otra linea de
CMTN, 4TI1. Ademas, previamente el Laboratorio encontr6 que la metformina podria
modular la expresion de let-7b-5p utilizando la herramienta bioinformatica SM2miR
(http://www.jianglab.cn/SM2miR/) que es una base de datos curada orientada al
reposicionamiento de drogas, que contiene informacion sobre la relacion entre 151 moléculas
pequenias y 747 miARNs de 17 especies. Por ello, el siguiente objetivo de esta Tesina fue
estudiar si la metformina es capaz de modular la expresion de let-7b-5p en células de CMTN.
También se estudid si la metformina es capaz de modular al miR-877-5p y al miR-28-3p ya
que son miARNs que, al igual que let-7b-5p, el Laboratorio encontrd alterados tanto en el
plasma de mujeres con AASM como en el tejido tumoral mamario. Por otro lado, teniendo en
cuenta que tanto la metformina como las terapias basadas en miARNs representan terapias de
baja toxicidad, en el marco de esta Tesina, resultd interesante estudiar si un tratamiento
combinado de metformina y let-7b-5p mejora la respuesta en cuanto a proliferacion,
capacidad clonogénica y migraciéon en comparacién con ambos tratamientos por separado en
lineas de CMTN. Para ello, primero, se valido el efecto de la metformina en estos procesos
reportado previamente en bibliografia en células de cancer de mama. Por ultimo, para
comenzar a explorar los mecanismos moleculares que gatilla let-7b-5p se estudié el efecto de
let-7b-5p en la expresion de genes asociados al fenotipo Stem, proliferacion, adhesion y
migracion en células de CMTN. A continuacion, se discuten los resultados obtenidos de cada

uno de estos estudios.
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Rol de let-7b-S5p en la proliferacion, adhesion, migracion y capacidad

clonogénica de células de CMTN

Estudios previos realizados en el Laboratorio demostraron que let-7b-5p aumenté la
adhesion celular y disminuy6 la capacidad de migracion de las células 4T1. En cuanto a la
viabilidad celular, let-7b-5p pareci6 aumentarla, sin embargo, el protocolo utilizado no
permitia descartar que el efecto observado no se viera influenciado por la capacidad de
adhesion de las células. Ademas, la administracion de una unica dosis de nanoparticulas
conteniendo un mimic de let-7b-5p redujé significativamente el crecimiento tumoral en
modelos inducidos con células 4T1 (Grinpelc, 2023). Con el objetivo de profundizar el papel
de let-7b-5p en la progresion tumoral del CMTN y evaluar su potencial como tratamiento
terapéutico, en esta Tesina se analizd su efecto en diferentes procesos celulares en células
MDA-MB-231. Se observd que la sobreexpresion de let-7b-5p disminuyd la viabilidad
celular, la capacidad clonogénica y el area de migracion en células MDA-MB-231, sin
embargo, no se observaron cambios en la capacidad de adhesion celular.

En el caso de la viabilidad celular, ademas de analizar el efecto de este miARN en
células MDA-MB-231, se profundizoé el estudio en células 4T1 ya que, como se menciond, el
protocolo de ensayo de viabilidad utilizado por Grinpelc no permitia discernir si las
diferencias observadas en la viabilidad estaban influenciadas por el marcado efecto de este
miARN en la adhesion (Grinpele, 2023). En particular, en esta tesina se testeo la viabilidad de
células 4T1 de un modo mas directo, transfectando a las células directamente en pocillos de
placa de 96 y midiendo viabilidad celular por MTS, en tanto que Grinpelc plaqueaba las
células en los pocillos de placa de 96 luego de transfectar a las células. Se observd una
reduccion en la viabilidad de ambas lineas celulares cuando las células fueron incubadas
durante 48 horas en medio completo. Sin embargo, no se observaron cambios al utilizar
medio suplementado con 1% SFB durante 72 horas (Figura 10). La efectividad de este
miARN para inhibir la proliferacion podria ser dependiente del nivel de nutrientes y factores
de crecimiento disponibles en el medio. El medio completo al ofrecer un ambiente rico en
nutrientes y factores de crecimiento permite una mayor tasa de proliferacion celular. En estas
condiciones, let-7b-5p podria ejercer un efecto inhibidor mas notable, afectando procesos
como la proliferacion y supervivencia celular que son mas activos en presencia de abundantes

nutrientes. Mientras que en un medio con privacion de suero, la falta de nutrientes y factores
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de crecimiento genera un ambiente de estrés, lo que podria llevar a que las células no se

adhieran o entren en un estado de quiescencia y por lo tanto tengan una tasa de proliferacion
mucho mas baja. Esto podria afectar a que las células sean menos sensibles a los efectos
inhibitorios de let-7b-5p ya que su actividad metabdlica y proliferativa estd reducida por la
restriccion de nutrientes.

Por otro lado, en esta Tesina se observo que la sobreexpresion de let-7b-5p redujo la
capacidad para formar focos (Figura 11) y la migracion (Figura 13) en células MDA-MB-231
pero no afecto6 su capacidad de adhesion (Figura 12).

Los resultados obtenidos coinciden con el trabajo previo realizado por Li y
colaboradores, donde demostraron que la transfeccion transiente con un mimic de let-7b-5p
redujo la proliferacion, la capacidad clonogénica y la migracion celular en la linea
MDA-MB-231 (Li et al., 2023). Cabe destacar que si bien, este trabajo fue realizado con
anterioridad a esta Tesina de Licenciatura, nuestro resultado no solo confirma lo observado
por Li y colaboradores, sino que es una herramienta invaluable para, en el futuro analizar el
rol de este miARN en modelos animales. Del mismo modo, van en la misma linea de lo
previamente obtenido en el Laboratorio en la linea celular 4T1. Sin embargo, como se
menciond previamente, en la linea 4T1 se observé un aumento en la adhesion celular
(Grinpelc, 2023), mientras que en la linea MDA-MB-231 no se detectaron cambios. Si bien el
efecto de let-7b-5p parece ser dependiente de la linea celular, el hecho de que en ambas lineas
celulares let-7b-5p disminuya la adhesion celular apoya la idea de que este miARN podria
tener un papel previniendo la progresion tumoral. Por lo cual a futuro seria muy importante
evaluar su efecto sobre el desarrollo de metastasis en modelos animales. Ademas, en esta
Tesina se observd que la sobreexpresion de let-7b-5p aumento6 la expresion de Vimentina y
disminuy6 la expresion de E-Cadherina en células MDA-MB-231 (Figura 25), ambos
resultados van en contra del efecto de let-7b-5p en la migracion celular observado en este
trabajo. En futuros estudios seria interesante explorar tanto en la linea MDA-MB-231 como
en la linea 4T1, la expresion de otros genes asociados a la migracion que puedan explicar el
mecanismo molecular involucrado en el efecto observado de este miARN en la migracion de
células de CMTN.

Los resultados obtenidos en esta tesina en conjunto con los resultados previos,

robustecen y corroboran el rol de supresor de la proliferacion y de procesos relacionados con
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la progresion tumoral de let-7b-5p en lineas de CMTN y demuestran su potencial uso

terapéutico en CMTN.

Efecto de la metformina en la modulacion de la expresion de miARNs en

células de CMTN

Utilizando la herramienta bioinformatica SM2miR, el Laboratorio identifico
previamente que la metformina incrementa la expresion de let-7b en un modelo de cancer de
pancreas. En particular, Bao y colaboradores demostraron que la metformina disminuy?6 la
expresion de genes relacionados con el fenotipo CSC y moduld la expresion de algunos
miARNSs, entre ellos let—7b, en pancreatoesferas generadas a partir de células de pancreas.
Cabe destacar que la metformina es un firmaco de uso extendido en el tratamiento de la
diabetes tipo II, una patologia vinculada al SM. Este hallazgo, sumado a estudios previos
realizados por el Laboratorio, donde se evidencid que los miARNs let-7b-5p, miR-28-3p y
miR-877-5p se encuentran alterados tanto en el plasma de mujeres con alteraciones asociadas
SM como en tejidos tumorales mamarios, motivaron el analisis del efecto de la metformina
sobre estos miARNS.

Al analizar la expresion de let-7b-5p, miR-28-3p y miR-877-5p, se observd que las
concentraciones utilizadas de metformina (0,1 mM y 20 mM) no modularon la expresion de
estos miARNs en las lineas MDA-MB-231 y 4T1 (Figura 14). Este resultado pareciera no
concordar con lo observado en el trabajo previo realizado por Bao y colaboradores, donde se
demostrd que en pancreatosferas derivadas de células de cancer de pancreas sensibles y
resistentes a la gemcitabina, una concentracion de 20mM de metformina aumento la expresion
de let-7b y de otros miARNSs (Bao et al., 2012). Ademas, otro estudio previo reportd que la
metformina reguld positivamente la expresion de miARNs de la familia let-7 en células de
CM el subtipo luminal (Oliveras-Ferraros et al., 2011). En particular, este trabajo demostro
que concentraciones de 1 y 10 mM de metformina durante 48 horas aumentaron la expresion
de let-7a en la linea MCF-7, miARN reportado como supresor tumoral en CM
(Oliveras-Ferraros et al., 2011). Sin embargo, la metformina podria modular la expresion de
estos miARNs de forma especifica en la poblacion CSC y por lo tanto no puede verse
reflejado en la poblacion tumoral total. Tal como se observé en el trabajo realizado por Bao y

colaboradores, donde se determiné la expresion de los distintos miARNs en pacreatosferas
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(enriquecidas en CSC) y no en la poblacion total de células tumorales. Por lo que una

estrategia futura, podria centrarse en analizar la expresion de estos miARNs en mamosferas
generadas a partir de las lineas celulares de CMTN. Este enfoque resulta relevante, ya que la
familia let-7 desempefa un rol critico en la supresion de caracteristicas asociadas a CSC en
varios tipos de cancer (Sun et al., 2016; Sun et al., 2018). En particular, let-7b ha demostrado
reducir la expresion de genes caracteristicos de CSC e inhibir vias de sefializacion implicadas
en la proliferacion y autorrenovacion celular (Bao et al., 2012; Li et al., 2019; Huang et al.,
2021). Asi, la restauracion o aumento de la expresion de let-7b-5p en CSC mediante
metformina podria ser un mecanismo terapéutico prometedor contra el CMTN.

Por otro lado, la expresion de miARNs depende mucho del contexto celular,
previamente se ha reportado que el perfil de expresion de miARNs varia en funcion del
subtipo de CM y del contexto celular especifico. Este factor podria explicar por qué en la
linea celular MCF-7 la metformina fue capaz de modular positivamente la expresion de
miembros de la familia let-7 en la poblacion tumoral total, mientras que en las lineas de
CMTN utilizadas no se detectd dicha modulacion. Ademas, Oliveras-Ferraros y colaboradores
utilizaron concentraciones intermedias de metformina (1 y 10 mM), por lo que en un futuro
podria ser relevante explorar concentraciones intermedias para ver si existe un efecto
dosis-dependiente especifico en las lineas de CMTN utilizadas. Por ultimo, es posible que la
metformina module la expresion de otros miARNs supresores tumorales que no fueron
incluidos en este trabajo. Estudios futuros podrian ampliar el andlisis a un panel mas amplio
de miARNs para comprender mejor el impacto de la metformina en la regulacion de la

expresion de miARNs en células CMTN.

Rol de la metformina en la proliferacion, adhesion, migracion y capacidad

clonogénica de células de CMTN

Con el objetivo de evaluar si el tratamiento combinado de metformina y let-7b-5p
mejora la respuesta antitumoral, inicialmente se validaron los efectos de la metformina
previamente descritos en la bibliografia, utilizando las lineas celulares de CMTN empleadas
en este estudio. Se evidencid que la metformina disminuyé la viabilidad celular y la
proliferacion en las lineas de CMTN de una manera dosis dependiente (Figura 15). Asimismo,

se demostrd que una concentracion alta de metformina disminuy¢ la capacidad clonogénica
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de células MDA-MB-231 (Figura 17). Sin embargo, se evidencié que las dosis utilizadas de

metformina no modularon la capacidad de adhesion de las células de CMTN (Figura 18).
Finalmente, concentraciones de 0,1mM y 20mM disminuyeron la migracion de células 4T1,
pero no de células MDA-MB-231 (Figura 19)

Al analizar la viabilidad celular tras incubar las células durante 48 horas con distintas
dosis de metformina, se observd que a partir de una concentracion de SmM la viabilidad
celular se redujo en la linea MDA-MB-231(Figura 15A). Esto valida lo reportado
previamente por Lee y colaboradores, donde se observd que una concentracion de SmM
durante 48 horas redujo la viabilidad celular en la linea MDA-MB-231. Asimismo, numerosos
estudios demostraron que la metformina disminuy6 la viabilidad en células MDA-MB-231
tras ser incubadas con distintas concentraciones durante 72, 48 o 24 horas (Hadad et al., 2014;
Liu et al., 2009; Marinello et al., 2015). En la linea celular 4T1, se observo que la viabilidad
celular disminuy¢6 a partir de una concentracion de 1 mM (Figura 15B), validando el trabajo
realizado por Pham et al, donde se observd que dosis de 2 y 5 mM de metformina durante 48
horas redujeron la viabilidad de las células 4T1 (Pham et al., 2023). Sin embargo, en otro
trabajo se observo que la viabilidad de las células 4T1 disminuy6 luego de ser incubadas con
una concentracion 10 mM de metformina durante 24 horas (Wang & Zhao., 2024). Las
diferencias observadas se podrian deber al periodo de tiempo que las células estuvieron
expuestas a las distintas concentraciones de metformina, ya que al estar expuestas durante un
tiempo mas prolongado a la metformina las células pudieron verse afectadas con dosis mas
bajas.

Del mismo modo, en esta Tesina se observo que una concentracion de 20 mM durante
72 horas disminuyd notablemente la capacidad de formar focos de células en la linea
MDA-MB-231, mientras que en una concentracion de 0,1mM no se observaron cambios
(Figura 17). Validando lo reportado previamente por varios trabajos, donde observaron que
tras exponer a células MDA-MB-231 o MCF-7 durante 2 o 3 semanas a distintas dosis de
metformina, concentraciones a partir de 1 mM redujeron la capacidad clonogénica y altas
concentraciones de metformina (50 mM) mostraron un efecto notable reduciendo por
completo el nimero de colonias (Liu et al., 2009). El resultado también es compatible con lo
observado en un trabajo previo, donde una concentracion de 20 mM durante 14 dias
disminuy6 en mas del 60% la formacion de focos de células 4T1 en comparacion con las

células control (Shi et al., 2021). El efecto de la metformina sobre la capacidad clonogénica
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depende tanto de la concentracion de la droga como del tiempo de exposicion a la misma.

Dosis mas bajas de metformina tienen un efecto significativo si se prolonga el tiempo de
tratamiento, mientras que exposiciones mas cortas (72 horas), como las realizadas en esta
Tesina, pueden requerir concentraciones mas altas para observar efectos notables. Estos
resultados validan que la metformina disminuye considerablemente la formacion de colonias a
dosis elevadas; sin embargo, este efecto es menos pronunciado a bajas concentraciones.

Por otro lado, en esta Tesina se observo que las dosis de metformina utilizadas no
generaron ningun efecto en la capacidad de adhesion de las células de CMTN (Figura 18).
Los resultados validan lo obtenido en un trabajo previo, donde se demostr6 que una dosis de
10 mM de metformina durante 18 horas no alter6 la capacidad de adhesion celular en las
lineas MDA-MB-231 y MCF-7 (Aftab et al., 2022). En el caso de las células 4T1, un estudio
previo reportd que dosis de SmM y 20mM de metformina disminuyeron la adhesion celular en
células 4T1 cuando la exposicion fue de 24 horas (Farahi et al., 2021). Sin embargo, en esta
tesina, una concentracion 20 mM de metformina durante 48 horas resultd en una fuerte
reduccion de la viabilidad celular, lo que imposibilitd analizar su efecto en la adhesion. Al
estar expuestas a altas dosis de metformina durante un periodo de tiempo mas prolongado, la
mayoria de las células murieron, por lo que no se pudo analizar el efecto directo de esta dosis
en la capacidad de adhesion. Para evaluar adecuadamente si altas dosis de metformina durante
tiempos prolongados afectan la adhesion celular en la linea 4T1, serd necesario implementar
metodologias especificas que permitan distinguir entre la pérdida de viabilidad y los efectos
directos de la metformina sobre la adhesion celular. Los resultados sugieren que la
metformina no altera la adhesion celular en dosis bajas en lineas de CMTN, mientras que el
efecto de dosis altas esta limitado por la pérdida de viabilidad celular, lo que dificulta la
evaluacion directa de la capacidad de adhesion.

Por ultimo, en esta Tesina se evidencid que las concentraciones de 0,1 mM y 20mM
redujeron el area de migracion en la linea celular 4T1 (Figuras 19C y 19D), del mismo modo
que fue reportado en un trabajo previo (Kawakita ef al., 2021) donde se observé que una dosis
de 10 mM disminuy¢ la migracién de células 4T1. Asimismo, el resultado valida lo observado
por Pham et al, donde se demostré que la metformina disminuy6 la migracion de células 4T1
(Pham et al., 2023). En la linea MDA-MB-231, se encontr6 que las dosis de metformina
utilizadas no generaron ningln efecto en la migracion (Figuras 19A y 19B). Este resultado no

concuerda con lo reportado previamente por Kawakita y colaboradores donde se demostrd
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que la exposicion a una concentracion de 10mM de metformina durante 48 horas disminuy6

la migracion celular. Sin embargo, otro trabajo demostré6 que una dosis de 5 mM de
metformina durante 24 horas no redujo la migracion celular en la linea MDA-MB-231 (Lee J
et al., 2019). Las discrepancias observadas entre resultados se pueden deber al disefio
experimental que se siguio, ya que Kawakita y compaiia incubaron las células durante 48
horas con metformina y posteriormente cosecharon las células para realizar el ensayo de
migracion, lo que pudo ocasionar que el estrés celular y los cambios en la viabilidad afecten la
capacidad de migracion y por lo tanto migren menos. Mientras que, Lee y colaboradores
incubaron las células con medio de cultivo completo y una realizada la herida reemplazaron el
medio de cultivo por medio de cultivo con metformina, con el cual se incubd durante 24 horas
y se determind el area de migracion en ese tiempo (Lee J et al., 2019). En esta Tesina se
realizd un ensayo de migracion parecido al de Lee ef a/, mostrando un efecto mas directo de
la metformina en la migracién, ya que puede verse menos afectado por otras variables como
la adhesion o viabilidad de las células.

Los resultados obtenidos validan que la acciéon antitumoral de la metformina en
CMTN es dependiente de la dosis administrada, del tiempo de exposicion y del disefio
experimental llevado a cabo. En esta Tesina, se evidencié que una dosis baja de metformina
(0,1 mM), comparable a la utilizada en pacientes diabéticos, no muestra efectos significativos
en la reduccion de la proliferacion, migracion ni capacidad clonogénica de las células
tumorales. Sin embargo, se observd que dosis mas altas de metformina generan un efecto
antitumoral notable al reducir estos procesos. Los resultados obtenidos validan el potencial
preclinico observado de la metformina como agente terapéutico en el CMTN. En el futuro
seria muy interesante estudiar el efecto de la metformina en la poblacion de CSCs de estos

modelos de CMTN.

Tratamiento conjunto de metformina y let-7b-5p en células de CMTN

Con el objetivo de estudiar el rol de let-7b-5p en la sensibilidad y respuesta
antitumoral de la metformina en células de CMTN, se evaluo si el tratamiento combinado de
let-7b-5p y metformina mejora la respuesta en cuanto a proliferacién, migracion y
clonogenicidad de células de CMTN en comparacion con cada terapia por separado. Esto
debido a que ambos tratamientos son de baja de toxicidad y la combinacion de ambos podria

ser una terapia prometedora. En la linea MDA-MB-231, se observd que el tratamiento
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combinado disminuy¢ la viabilidad celular en mayor medida que el tratamiento Uunico con

metformina. En particular, se evidencié que una dosis de 1 mM vy let-7b-5p redujeron
notablemente la viabilidad respecto al tratamiento control (Figura 20). Estos resultados
demuestran el potencial del tratamiento conjunto con let-7b-5p, ya que se observé una
disminucién en la concentracion de metformina necesaria para observar un efecto tanto en la
viabilidad como en la migracion celular en esta linea de CMTN.

Por otro lado, en la linea celular 4T1, el tratamiento combinado de un mimic de
let-7b-5p y metformina no mostr6 un efecto aditivo en la viabilidad celular (Figura 21), en
comparacion con los tratamientos individuales. La metformina redujo significativamente la
viabilidad celular a partir de concentraciones de 1 mM, sin embargo, este efecto no se
potencid con la adicion del mimic de let-7b-5p.

Estos resultados sugieren, que tanto let-7b-5p cdmo concentraciones intermedias de
metformina ejercen efectos inhibitorios individuales marcados y que su combinacion alcanza
un limite de saturacion en los procesos evaluados, impidiendo un beneficio adicional. La
mayor sensibilidad a la metformina observada en la linea celular 4T1 respecto a la linea
MDA-MB-231, podria explicar por qué no se observa un efecto aditivo en el tratamiento
combinado.

En cuanto a la capacidad de migracion, en el modelo de MDA-MB-231, no se observo
un sinergismo al combinar metformina con la sobreexpresion de let-7b-5p, sino que, tal como
se discutié unicamente let-7b-5p moduld la migracion de estas células (Figura 23). Asimismo,
en el modelo de 4T1, tampoco se observo un beneficio en combinar estos tratamientos (Figura
24).

Respecto a la capacidad clonogénica, tanto una concentracion de 20 mM de
metformina como la sobreexpresion de let-7b-5p disminuyeron la capacidad clonogénica de
las células MDA-MB-231. Sin embargo, el tratamiento combinado no potenci6 este efecto, e
incluso se observd una interaccion negativa significativa entre ambos tratamientos (Figura
22). Esto al igual que lo observado en la viabilidad de las células 4T1, sugiere que el efecto de
ambos tratamientos por separado es tan marcado que la combinacidon no aporta un beneficio
adicional y podria incluso reducir los beneficios de los tratamientos individuales. Estos datos
sugieren que tanto la metformina y let-7b-5p actuan inhibiendo una misma via de sefializacion

que regula la clonogenicidad, por lo que, si ambos tratamientos inhiben fuertemente esta via
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por separado, la combinacion no produciria un efecto adicional, ya que la via ya estaria

saturada.

El tratamiento combinado de metformina y let-7b-5p podria ser beneficioso para
personas con CMTN que también padecen SM, especialmente considerando el uso regular de
metformina para controlar la hiperglucemia en estos pacientes. Sin embargo, para poder
afirmar que el tratamiento combinado seria util para estos pacientes, se necesitan estudios
adicionales que exploren el efecto de la metformina y let-7b-5p observados en esta tesina en
modelos animales que repliquen las condiciones del SM y el CMTN. Ademads, seria
importante estudiar la seguridad y eficacia del tratamiento combinado y la influencia del SM

en la respuesta al tratamiento con metformina y let-7b-5p.

Efecto de let-7b-S5p en la expresion de genes relacionados con la

proliferacion, adhesion, migracion y fenotipo stem en la linea MDA-MB-231

Por ultimo, se exploraron los mecanismos moleculares por los cuales let-7b-5p podria
modular la proliferacion, capacidad clonogénica y migracion de células de CMTN. Para ello,
se evaluo el efecto de let-7b-5p en la expresion de genes asociados a la proliferacion,
adhesion, y migracion de células de CMTN. Mediante un andlisis bioinformatico utilizando la
herramienta Diana miRPath se encontraron varios posibles genes blancos relacionados con
estos procesos y se analizd la expresion de los mismos mediante RT-qPCR. También, teniendo
en cuenta trabajos previos que demuestran un efecto de let-7b-5p en la poblacion de células
madre tumorales, se intentd evaluar la expresion de genes asociados a este fenotipo. No
obstante, es importante destacar que, si bien se intentd evaluar marcadores clasicos como
Nanog, OCT4, Sox2 y cMyc, solo pudo evaluarse este tltimo por problemas técnicos con los
oligos utilizados para evaluar los otros marcadores.

Se encontr6 que la sobreexpresion de let-7b-5p disminuy6o la expresion de
E-Cadherina y aumentd la expresion de Vimentina. También se observo una tendencia a
disminuir la expresion de Fibronectina.

La tendencia observada hacia una disminucion en la expresion de fibronectina
inducida por let-7b-5p (Figura 25) estd alineada con los resultados obtenidos previamente en
el laboratorio. En estos estudios, mediante analisis bioinformaticos la fibronectina fue
identificada como un blanco validado de let-7b-5p que esta aumentado en tejido tumoral

mamario en comparacion con tejido normal adyacente en pacientes con CM de la base de
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datos de TCGA BRCA. Ademas, una alta expresion de fibronectina se asocié con un menor

intervalo libre de progresion en estos pacientes (Farré ef al., 2020). Asimismo, en otro estudio
previo realizado en el laboratorio, al analizar la expresion de fibronectina en la linea celular
4T1 transfectada transientemente con un mimic de let-7b-5p, también se observd una
tendencia a una menor expresion en el grupo transfectado con miARN. Sin embargo, esta
diferencia no resultd significativa (Grinpelc, 2023). En esta Tesina, la variabilidad en la
expresion entre las muestras analizadas fue considerable, lo que pudo haber contribuido a la
falta de significancia estadistica en los resultados. Ademads, es importante tener en cuenta que
se realizo una prueba estadistica no paramétrica para evaluar la significancia, la cual, por ser
mas conservadora y dependiente del tamaiio de la muestra, pudo haber limitado la deteccion
de diferencias significativas. Para complementar estos resultados y validar a la fibronectina
como blanco de let-7b-5p en CMTN seria importante determinar si la disminucion en la
expresion de fibronectina inducida por let-7b-5p se traduce a nivel proteico mediante un
Western Blot.

Por otro lado, se observo que la sobreexpresion de let-7b-5p disminuy¢ la expresion de
E-Cadherina y aument6 la expresion de Vimentina. Estos dos hallazgos van en contra del
efecto de let-7b-5p sobre la migracion celular observado en esta Tesina, ya que E-cadherina es
un marcador de tejido epitelial, que suele ser menos invasivo, en tanto que Vimentina es un
marcador de tejido mesenquimal, que suele ser menos invasivo. Ademas, la regulacion
negativa en la expresion de E-cadherina mostrada en varios tipos de cancer se correlaciona
con un comportamiento agresivo y se considera un factor pronodstico asociado con una mala
supervivencia (Berx & Van Roy, 2009). Del mismo modo, la sobreexpresion de Vimentina se
correlaciona con un aumento de la migracion e invasion de las células de CM (Satelli & Li,
2011). Sin embargo, puede ocurrir que esta disminucién o aumento en la expresion de estos
genes inducido por let-7b-5p no se observe a nivel proteico, por lo que es necesario evaluar
los niveles de proteina de Vimentina y E-Cadherina mediante un Western Blot para confirmar
si se observa este mecanismo. Ademas, es crucial investigar otros marcadores relacionados
con la progresion tumoral que puedan explicar el efecto de let-7b-5p en la migracion celular.

Ademas, en esta Tesina se observo que la sobreexpresion de let-7b-5p no afecto la
expresion de genes asociados con la proliferacion celular, como Ciclina D1, CDKNI1A y
c-Myc (Figura 25). La sobreexpresion de ciclina D1 se observa en mas del 50% de los casos

de CM e impulsa tanto la proliferacion celular como la expansion de CSC, contribuyendo a la
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tumorigénesis, especialmente en tumores ER+ (Velasco-Velazquez et al., 2011). A su vez,

c-Myc desempefia un rol central en la progresion tumoral al modular el microambiente
tumoral, promover la angiogénesis, estimular la proliferacion y facilitar la evasion inmunitaria
(Gao et al., 2023).

Un trabajo previo demostré que la transfeccion con un mimic de let-7b disminuy6 la
expresion de Ciclina D1 tanto a nivel de la expresion del ARNm como a nivel proteico en
CSC derivadas de lineas de CM del subtipo luminal A (Li et al., 2019). Esto sugiere que
let-7b-5p podria reducir la expresion de estos genes de manera especifica en la subpoblacion
de CSC, lo cual podria explicar la falta de efecto observado en lineas no enriquecidas en estas
células. Respecto a c-Myc, aunque este gen ha sido reportado como un blanco potencial de la
familia let-7, no se han realizado estudios previos que validen a c-Myc como blanco de
let-7b-5p en lineas celulares de CMTN, siendo esta tesina la primera en realizarlo.

Por ultimo, se observo que let-7b-5p no afecto la expresion de CTBP1 y de BRCA1 en
la linea celular MDA-MB-231. Previamente en el laboratorio, se demostr6 que CTBP1
presenta un rol oncogénico en modelos de CMTN (De Luca et al., 2016; Farré et al., 2018). A
su vez, BRCALI es una proteina supresora de tumores que participa en la reparacion del DNA
y en la regulacion de la expresion génica, su reduccion o mutacion aumenta el riesgo de CM
(Romagnolo et al, 2015). No existen trabajos previos que hayan analizado la accion de
let-7b-5p sobre la expresion de estos genes en lineas celulares de CMTN, siendo este trabajo
el primero en evaluarlo.

Futuros estudios podrian enfocarse en evaluar los niveles proteicos en células
tumorales para determinar si let-7b-5p regula su expresion como blanco mediante la
inhibicion del proceso de traduccion, en lugar de provocar la degradacion del ARNm.
Adicionalmente, seria valioso analizar la expresion de estos genes en CSC derivadas de lineas
celulares CMTN para determinar si let-7b-5p induce la degradacion de estos genes solo en esa
subpoblacion celular. Asimismo, analizar la expresion de estos genes bajo diferentes niveles
de let-7b-5p podria aportar informacion sobre la relacion nivel de expresion-respuesta de este
miARN. Finalmente, también seria muy interesante poder ampliar este estudio analizando la

expresion de otros genes.
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Conclusiones

En primer lugar, los resultados obtenidos en esta Tesina demuestran que let-7b-5p
posee un rol de supresor tumoral en CMTN, su sobreexpresion disminuyd la viabilidad, la
capacidad clonogénica y la migracion en la linea celular MDA-MB-231. Estos hallazgos
coinciden con los resultados previos del laboratorio en la linea 4T1 y con otros estudios que
reportan a let-7b-5p como un supresor tumoral en diferentes tipos de cancer y resaltan su
posible potencial terapéutico. A su vez, el andlisis de la expresion génica reveld que let-7b-5p
podria modular la expresion de genes clave en la progresion del CMTN, particularmente en
genes implicados en la migracion celular. Ya que se observo una disminucion en la expresion
de E-Cadherina y una tendencia a la disminucidon de Fibronectina, mientras que la expresion
de Vimentina se encontré aumentada.

Por otra parte, contrario a lo esperado, no se observo un efecto de la metformina en la
modulacion de la expresion de let-7b-5p y de otros miARNSs en las lineas celulares estudiadas.
Sin embargo, se corroboré el efecto antitumoral de la metformina en las lineas celulares de
CMTN, observando una disminucion en la viabilidad, proliferacion y capacidad clonogénica,
validando los reportes previos de la literatura. Sin embargo, no se observo un efecto de la
metformina en la adhesion celular a las dosis testeadas.

Por ultimo, en cuanto al tratamiento combinado de metformina y let-7b-5p, se observo
un efecto aditivo en la reduccion de la viabilidad, ya que el tratamiento conjunto con
metformina 1 mM y la sobreexpresion de let-7b-5p redujo la viabilidad celular a niveles
similares a los observados luego del tratamiento simple con metformina SmM, efecto que no
se observo en la linea 4T1. Respecto al efecto del tratamiento combinado en la capacidad de
migracion, no se observd una interaccion ni un efecto aditivo en comparacion con los
tratamientos simples. En cuanto a la capacidad clonogénica, el tratamiento combinado mostro
una interaccion negativa significativa en la linea MDA-MB-231, sin lograr una disminucion
superior a los tratamientos individuales.

Estos resultados sugieren que el tratamiento combinado podria beneficiar a pacientes
con CMTN y SM, dado el uso frecuente de metformina para controlar la hiperglucemia. Sin
embargo, es necesario realizar estudios adicionales en modelos animales, que permitan
evaluar la seguridad, eficacia y el impacto del SM en la respuesta al tratamiento. Se requieren

estudios adicionales para comprender los mecanismos moleculares involucrados en la
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interaccion entre metformina y let-7b-5p. El desarrollo de terapias personalizadas que

integren miRNA mimics con farmacos reposicionados representa una via prometedora para
abordar los desafios asociados a la resistencia a tratamientos convencionales y la alta tasa de

recurrencia, ofreciendo alternativas mas efectivas, econémicas y de menor toxicidad.
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