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RESUMEN 

El cáncer de mama es un problema de salud pública a nivel mundial, de acuerdo 

con cifras de GLOBOCAN (2020) se reportaron 2 261 419 casos nuevos que 

representan el 47.8% del total de neoplasias en la población femenina y 684 996 

defunciones que representan el 13.6% de muertes por enfermedad neoplásica. 

Aunque es una enfermedad multifactorial, la obesidad es un factor de riesgo que 

incrementa 26% la probabilidad de desarrollar cáncer de mama en mujeres 

posmenopáusicas. Por otra parte, uno de los medicamentos utilizados para el 

control glucémico de pacientes con obesidad es la metformina, donde estudios 

retrospectivos han asociado un efecto protector contra el desarrollo de cáncer de 

mama que se presenta en el 30% de las usuarias. Aunque los estudios in vitro han 

demostrado un efecto antitumoral del fármaco, sobrepasan la concentración 

biodisponible en sangre, por lo que es poco probable que en el organismo el 

fármaco pueda presentar el mecanismo antitumoral descrito. Así el uso de la célula 

tumoral como biosensor de cambios sirvió como herramienta para la comparación 

de sueros humanos con diferentes características metabólicas y hormonales, 

afectando la vía IR/Akt/p70S6K por exposición al suero de mujeres con obesidad en 

comparación con mujeres eutróficas. Nuestros resultados mostraron que las células 

MCF-7 pueden ser consideradas como un biosensor robusto para la identificación 

de diferencias en moléculas séricas, por medio de la modulación de los niveles de 

fosforilación de Akt repercutiendo directamente en el incremento de la viabilidad y 

la migración celular bajo la estimulación con sueros de mujeres con obesidad. En 

particular, los sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad indujeron 

mayores tasas de proliferación asociadas al aumento en la fosforilación de Akt, 

efecto que fue revertido después del tratamiento con metformina en mujeres que 

presentaron resistencia a la insulina. Mientras en mujeres sin resistencia a la 

insulina el tratamiento con metformina resultó en la regulación negativa de la vía de 

NF-κB. 
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ABSTRACT 

Breast cancer is a public health problem worldwide, according to data from 

GLOBOCAN (2020), 2 261 419 new cases were reported representing 47.8% of all 

neoplasms in the female population, and 684 996 deaths, representing the 13.6% of 

deaths from the neoplastic disease. Although it is a multifactorial disease, obesity is 

a risk factor that increases the probability of developing breast cancer by 26% in 

postmenopausal women. On the other hand, one of the drugs used for glycemic 

control in obese patients is metformin, which retrospective studies have associated 

with a protective effect against the development of breast cancer, but that occurs in 

30% of users. Although in vitro studies have shown an antitumor effect of the drug, 

they exceed the bioavailable concentration in blood, so it is unlikely that the drug can 

present the described antitumor mechanism. Thus, the use of the tumor cell as a 

biosensor of changes as a tool for the comparison of human sera with different 

metabolic and hormonal characteristics, the IR/Akt/p70S6K pathway will appear due 

to exposure to the serum of obese women compared to eutrophic women. Our 

results showed that MCF-7 cells can be considered a robust biosensor for the 

identification of differences in serum molecules, through the modulation of Akt 

phosphorylation levels, directly affecting the increase in viability and cell migration 

under stimulation with sera from obese women. In particular, sera from obese 

postmenopausal women induced higher proliferation rates associated with 

increased Akt phosphorylation, an effect that was reversed after metformin treatment 

in women with insulin resistance. While in women without insulin resistance, 

metformin treatment resulted in downregulation of the NF-κB pathway. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 CÁNCER DE MAMA 
 

1.1.1 DEFINICIÓN DE CÁNCER DE MAMA 

 El cáncer de mama se define como un conjunto de enfermedades que se asocia 

principalmente a la sobreexpresión de estrógenos y a la capacidad de respuesta del 

tejido de la mama, que se caracteriza por el crecimiento descontrolado de células 

malignas en el epitelio de los lobulillos o conductos de la mama.  Al progresar la 

enfermedad presenta la formación de un tumor que pasa por extensión local, 

dispersión nodal o diseminación a órganos distantes como pulmón, riñón, aparato 

digestivo, hueso o cerebro (American Cancer Society (2021)) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desarrollo de Cáncer de Mama 
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1.1.2 ESTADÍSTICAS 

A nivel mundial el cáncer de mama es considerado como un problema de salud 

pública al representar el 47.8% del total de las neoplasias en la población femenina 

y ser la principal causa de mortalidad en mujeres por enfermedad neoplásica 

representando el 13.6% (GLOBOCAN, 2020). En 2020 en el mundo se reportaron 

2 261 419 casos nuevos de cáncer de mama y 684 996 defunciones por la misma 

enfermedad (GLOBOCAN, 2020) (Figura 2). 

 

 

Se estima que 1 de cada 8 mujeres desarrollara cáncer de mama, mientras que la 

probabilidad de morir por la misma enfermedad es 1 de cada 36 mujeres (American 

Cancer Society, 2021). Esta enfermedad presenta un riesgo absoluto que varía de 

acuerdo al grupo etario (Tabla 1) (BREASTCANCER.ORG, 2020):  

Tabla 1. Riesgo Absoluto de 

Cáncer de Mama por edad 

Grupo Etario Riesgo 

Absoluto 

30-39 años 0.44% 

40-49 años 1.47% 

50-59 años 2.38% 

60-69 años 3.56% 

0 400000 800000 1200000 1600000 2000000 2400000

Mama

Colorectal

Pulmón

Cervicouterino

Tiroides

Cuerpo Uterino

Estómago

Ovario

Hígado

Linfoma No-Hodgkin

Incidencia

Mortalidad

Figura 2. Número estimado de casos de incidentes y muertes por cáncer en mujeres en todo el 
mundo. Modificado de GLOBOCAN (2020) 
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Además de presentar diferencias por etnia, donde las mujeres caucásicas 

presentan una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad, mientras las 

mujeres con ascendencia africana son más propensas a morir por cáncer de mama 

(American Cancer Society, 2021). 

Para 2020, en México el cáncer de mama representó el 28.2% del total de 

neoplasias en mujeres y el 17.2% de muertes por la misma enfermedad, con 29 929 

casos nuevos y 59 442 muertes por la misma. Esto lo posiciona en el octavo lugar 

en incidencia y el noveno en mortalidad entre 24 países latinoamericanos 

(GLOBOCAN, 2020) (Figura 3). 

 

 

En los últimos años se ha modificado la distribución de casos por grupos etarios, 

por lo que la edad de aparición es más temprana al presentar un aumento del 45.5% 

del total de casos nuevos a la edad de 35 años (CNEGSR, 2017). 

1.1.3 CLASIFICACIÓN 

Al ser una enfermedad heterogénea, el cáncer de mama presenta características 

variables, permitiendo su clasificación de diferentes formas. 

- Forma Celular al microscopio (American Cancer Society, 2021) (Figura 4): 

o Carcinoma: son tumoraciones originadas por las células del epitelio 

mamario.  

Figura 3. Número estimado de casos de incidencia y mortalidad por cáncer en mujeres mexicanas. 
Modificado de GLOBOCAN (2020) 
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o Sarcomas: tumoraciones que se originan de las células del músculo, 

grasa o tejido conectivo del seno. 

o Cáncer Inflamatorio: en este tipo de cáncer no se presenta una sola 

protuberancia o tumor, debido a que es producto del bloqueo que 

producen las células cancerosas en los vasos linfáticos de la piel del 

seno, generando rubor, calor y dolor en la piel de la mama. 

 

- Localización (American Cancer Society, 2021) (Figura 5): 

o In situ: las células no han invadido los tejidos adyacentes a los 

conductos o lobulillos de la glándula mamaria. 

▪ Ductal: el crecimiento tumoral se presenta dentro de los 

conductos de la mama, sin atravesar la pared del conducto. 

▪ Lobulillar: el crecimiento de las células tumorales se da dentro 

de los lobulillos de la mama, sin atravesar la pared del lobulillo. 

Figura 4. Clasificación de cáncer de mama por forma celular al microscopio 
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o Infiltrante: las células cancerosas se han propagado a tejidos 

circundantes a través de los conductos de la mama, las cuales pueden 

presentar la capacidad de generar metástasis hacia otros órganos a 

través del sistema linfático y torrente sanguíneo. 

 

 

- Expresión Inmunohistoquímica: basada en la reacción antígeno-

anticuerpo y permite la identificación de marcadores presentes en las células 

tumorales (American Cancer Society, 2021) (Figura 6): 

o Luminal A: su patrón inmunofenotípico es similar al componente 

epitelial luminal de la glándula mamaria, al expresar citoqueratinas, 

receptores hormonales como estrógenos y progesterona, y genes 

asociados a su activación como LIV1 y CCND1. No expresan el 

receptor Her-2 y presentan baja expresión de genes relacionadas con 

la proliferación (Fragomeni et al, 2018). Corresponde al 67% de los 

tumores mamarios (Selitrennik & Lev, 2015). 

o Luminal B: presenta niveles más bajos del receptor de estrógenos y 

mayor nivel del receptor de progesterona, expresa niveles más altos 

de genes de proliferación. Son negativos a la expresión del receptor 

Her-2 (Fragomeni et al, 2018). 

o Luminal Her-2: además de expresar bajos niveles del receptor de 

estrógenos y altos niveles del receptor de progesterona, presenta 

expresión del receptor Her-2 y expresa citoqueratinas CK9 y CK10 

(Fragomeni et al, 2018). 

Figura 5. Clasificación de cáncer de mama por localización. 
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o Her-2+: sobreexpresa genes ubicados en el cromosoma 17q como: 

EGFR-2 y GRB7, además de sobreexpresar genes de proliferación. 

Se asocia a tumores altamente agresivos y de mal pronóstico 

(Fragomeni et al, 2018). Representan entre el 10 al 15% del total de 

los tumores mamarios (Selitrennik & Lev, 2015). 

o Triple Negativo: no presenta expresión de los receptores de 

estrógenos, progesterona y Her-2. Expresa citoqueratinas de alto 

peso molecular como CK5 y CK17, expresa genes asociados a células 

mioepiteliales cuyo inmunofenotipo corresponde a c-kit, factores de 

crecimiento de hepatocito e insulina, calponina 1, caveolina, integrina-

β4 y laminina. Suelen presentar alteraciones en genes como BRCA1 

y P53 (Fragomeni et al, 2018). Representa entre el 2 al 18% del total 

de los tumores mamarios (Costa et al, 2018). Presenta alta 

heterogeneidad por lo que se agrupa en:  

▪ Basaloide 1 (Basal-like 1): presenta alta expresión de genes 

del ciclo celular por lo que incrementa las tasas de proliferación 

y tiene alteraciones en genes de reparación de ADN. 

▪ Basaloide 2 (Basal-like 2): presentan un incremento en la 

señalización de factores de crecimiento como: EGFR, MET, 

WNT e IGF. 

▪ Inmunomodulador: presenta alteraciones en genes 

involucrados en procesos de inmunidad celular. 

▪ Mesenquimatoso: tienen alteraciones en genes relacionados 

con la movilidad celular, diferenciación y activación de vías de 

receptores que interactúan con la matriz extracelular. 

▪ Mesenquimatoso tipo “MLS”: presentan procesos biológicos 

similares a los tumores mesenquimatosos, pero con la 

señalización de factores de crecimiento y enriquecimiento de 

genes asociados a la transición epitelio-mesénquima. 

▪ Receptor de Andrógenos Positivo: tiene alta expresión de 

genes relacionados con la señalización del receptor de 
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andrógenos como: DHCR24, ALCAM, FASN, FKBP5, APOD, 

PIP, SPDEF y CLDN8 (Zaharia & Gómez, 2013). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Microarreglos (García et al, 2015): 

o Luminal: representa del 60-80% 

▪ Luminal A 

▪ Luminal B 

o Similar a basal: representa del 10-20% 

o Similar a normal 

o Her-2+: representa del 15-20% 

Figura 6. Clasificación de cáncer de mama por inmunohistoquímica. Modificado de 
Rivenbark et al (2013). 
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o Bajo en Claudina  

- Pronostico por expresión Génica (Fragomeni et al, 2018): 

o Neoplasias de bajo grado: expresan receptor de estrógeno y receptor 

de progesterona e incluye a: 

▪ Luminal A 

▪ Luminal B 

▪ Luminal Her-2 

o Neoplasias de alto grado: no presentan expresión de los receptores de 

estrógenos y progesterona, pero si sobreexpresan Her-2. Incluye: 

▪ Basal 

▪ Her-2+ 

▪ Tipo Normal 

- Etapa de Desarrollo (TNM): toma en consideración el tamaño del tumor y el 

grado de diseminación a ganglios linfáticos y diseminación metastásica a otras 

partes del cuerpo (American Cancer Society, 2021) (Figura 7): 

o Etapa 0: las células cancerosas se encuentran localizadas únicamente 

en el interior de los conductos mamarios y no presentan carácter invasivo, 

denominado carcinoma in situ. 

o Etapa 1: se presenta una tumoración inferior a los 2 cm de diámetro. 

▪ IA: tumor menor a 2 cm de ancho y sin diseminación a ganglios 

linfáticos. 

▪ IB: tumor de menos de 2 cm de diámetro y presenta diseminación 

de células cancerosas en ganglios linfáticos. 

o Etapa 2: tumor con un tamaño menor a 2 cm con diseminación axilar. 

▪ IIA: tumoración menor a 2 cm con diseminación a ganglios 

linfáticos de la axila. 

▪ IIB: tumoración mayor a 2 cm y menor a 5 cm, que presenta 50% 

de probabilidad de diseminación a ganglios linfáticos axilares. 

o Etapa 3: el tumor presenta un tamaño menor a 5 cm, con extensión a las 

axilas. 

▪ IIIA: tumor menor a 5 cm de diámetro con diseminación a ganglios 

linfáticos del esternón, sin diseminación a ganglios linfáticos 

axilares. 
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▪ IIIB: la tumoración puede presentar cualquier tamaño y presenta 

diseminación a la pared torácica, el pecho puede presentar 

inflamación, con o sin diseminación a ganglios linfáticos de la axila 

o detrás del esternón.  

▪ IIIC: tumoración de cualquier tamaño con diseminación a ganglios 

linfáticos detrás del esternón y axila, o encima y debajo de la 

clavícula. 

o Etapa 4: el tumor puede presentar cualquier tamaño y presenta 

diseminación a otros tejidos y órganos del cuerpo (metástasis). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Clasificación de cáncer de mama por etapa de desarrollo. 
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1.1.4 TRATAMIENTO 

El tratamiento multidisciplinario del cáncer de mama depende del tamaño, ubicación 

del tumor y la diseminación. El tratamiento se encuentra dividido en (American 

Cancer Society, 2021): 

- Terapia Locorregional: eliminación de cualquier tumoración visible por medio 

de: 

o Cirugía Conservadora 

o Cirugía No Conservadora 

- Terapia Sistémica: tiene como objetivo el control y tratamiento de la 

enfermedad, reduciendo el riesgo de recaída y la eliminación de células 

cancerosas que pudieran persistir después de la remoción del tumor. Está 

dividida en: 

o Neoadyuvante: la administración de la terapía sistémica se genera 

previo a la resección tumoral, principalmente utilizada para mujeres en 

etapas IIA y IIB que reúnen criterios para cirugía conservadora. 

o Adyuvante: la terapía sistémica es administrada después de la cirugía 

de resección, con el objetivo de eliminar la posible existencia de 

enfermedad residual y de esta forma reducir el riesgo de recaída local o 

metástasis.  

- Radioterapia: elimina las células tumorales por medio de la utilización de 

radiación ionizante, disminuyendo el tamaño tumoral y facilitando la cirugía 

conservadora en tumores operables. Además, es utilizada cuando los ganglios 

axilares están comprometidos reduciendo el riesgo de recurrencia (American 

Cancer Society, 2021). 

- Quimioterapia: utiliza fármacos basados en la capacidad de interferir con la 

rápida tasa de proliferación de las células tumorales, promoviendo la 

citoreducción. Se utiliza para el tratamiento de tumores menores a 2 cm, con 

ganglios axilares comprometidos y se utiliza principalmente como terapia 

preoperatoria en mujeres con cáncer de mama triple negativo que pueden ser 

candidatas a cirugía conservadora o pacientes que presentan metástasis 

(American Cancer Society, 2021). Dentro de este grupo se encuentran: 



13 
 

o Agentes Alquilantes: inducen daño al ADN al incorporar grupos alquilo, 

disminuyendo la proliferación, en este grupo se encuentran: Clorambucil 

y Melfalan. 

o Antimetabolitos: son sustancias análogas a compones celulares 

naturales: Metotrexato, 6-Mercaptorina y 5-Flurouracilo. 

o Alcaloides de la vinca inhibidores de microtúbulos: Etopósido, 

Tenipósido, Vincristina y Vinblastina. 

o Entrecruzadores e inductores de radicales libres derivados de 

Platino: Carboplatino y Cisplatino. 

o Antraciclinas alquilantes: generan daño en el ADN disminuyendo la 

proliferación de células tumorales.  Incluyen: Doxorrubicina y Epirrubicina. 

o Alcaloides activadores de microtúbulos: estimulan el ensamblaje de 

tubulina en microtúbulos estables inhibiendo su polimerización, 

disminuyendo la mitosis. Incluye a Docetaxel. 

- Hormonoterapia: debido a la alta dependencia hormonal que presentan la 

mayoría de los tumores mamarios, este tipo de tratamiento disminuye la acción 

generada por las hormonas en las células tumorales y se utiliza para el 

tratamiento de tumores del subtipo luminal. Se divide en (American Cancer 

Society, 2021): 

o Tratamientos Competitivos: 

▪  Antiestrógenos: actúan como agonistas del receptor de 

estrógenos, disminuyendo la proliferación de las células tumorales. 

Entre los que se encuentran: Tamoxifeno, Toremifeno y 

Fulvestrant. 

▪ Progestágenos: presentan un efecto antiproliferativo en tumores 

positivos al receptor de progesterona, al regular de forma indirecta 

la activación del receptor de estrógenos como 

Medroxiprogesterona y Megestrol. 

o Inhibidores de aromatasa: bloquean la actividad de la enzima 

aromatasa del tejido adiposo en mujeres posmenopáusicas, 

disminuyendo la conversión de andrógenos en estrógenos. Sin embargo, 

no pueden bloquear la producción de estrógenos por parte de los ovarios, 

razón por la que no son efectivos en mujeres premenopáusicas. Dentro 
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de este grupo se encuentra: Letrozol, Anastrozol y Exemestano 

(American Cancer Society, 2021). Divididos en: 

▪ Tipo I: derivados de la androstendiona. 

▪ Tipo II: inhibidores no esteroideos. 

- Terapia Biológica: generación de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la 

proteína Her-2 (American Cancer Society, 2021), en este grupo se encuentra: 

o Trastuzumab: es un anticuerpo monoclonal que inhibe la activación de 

Her-2, acelerando su internalización y degradación, además recluta a 

células inmunes que eliminan a la célula tumoral y regula a la baja el factor 

de crecimiento endotelial y otros factores angiogénicos (Carreto, 2002).  

o Pertuzumab: inhibe la señalización intracelular de Her-2 a través de las 

vías PI3K y MAPK (Vademecum, 2020). 

- Terapia con moléculas pequeñas TKI: 

o Lapatinhib: inhibe el sitio de unión de ATP del dominio cinasa de Her-2, 

por lo que disminuye su señalización (American Cancer Society, 2021). 

 

1.1.5 FACTORES DE RIESGO 

Un factor de riesgo se define como cualquier elemento que incrementa la 

probabilidad de contraer una enfermedad. Para el cáncer de mama no se ha 

identificado una causa directa por la cual se desarrolla la enfermedad, pero han sido 

identificados factores de riesgo que en combinación con variables ambientales y 

genéticas contribuyen a su aparición, tales como (American Cancer Society, 2021): 

- Hormonales: como el cáncer de mama es un tumor hormono-dependiente, 

cualquier factor que incremente la exposición a estrógenos representa un factor 

de riesgo. 

o Menarquía Temprana: en mujeres que presentaron su primera 

menstruación antes de los 12 años se incrementa ligeramente el riesgo 

de desarrollar cáncer de mama. 

o Menopausia tardía: mujeres que presentan la menopausia después de 

los 52 años tienen un riesgo doble de padecer cáncer mamario, como 

consecuencia del tiempo de exposición a estrógenos y progestágenos. 
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o Uso de anticonceptivos orales: se ha reportado un ligero incremento en 

el riesgo de desarrollar cáncer de mama en mujeres que emplean 

anticonceptivos orales.  

o Terapia Hormonal: el uso prolongado de estrógenos y/o progesterona 

aumenta ligeramente el riesgo de presentar cáncer de mama. 

- Edad: la probabilidad de desarrollar cáncer de mama incrementa a medida que 

la mujer envejece, con una edad promedio de aparición de 54 años (American 

Cancer Society, 2021). 

- Primera gestación tardía: mujeres que presentaron su primer embarazo entre 

los 30-35 años presentan un riesgo 5 veces mayor de desarrollar una tumoración 

mamaria (American Cancer Society, 2021). 

- Reproductivos: se presenta una disminución del 7% en el riesgo de desarrollar 

cáncer de mama por cada embarazo, al que se añade una reducción del 4.3% 

por cada 12 meses de lactancia (Aguilar et al , 2012). 

- Tejido mamario denso: el exceso de tejido glandular y menor cantidad de tejido 

graso en la mama, genera un aumento en el riesgo de desarrollar cáncer de 

mama (American Cancer Society, 2021). 

- Enfermedad mamaria previa: la presencia de cambios fibroquísticos y lesiones 

benignas como: fibroadenoma complejo, hiperplasia moderada florida, 

hiperplasia ductal o lobulillar atípica; aumenta 4 a 5 veces el riesgo de cáncer de 

mama (American Cancer Society, 2021). 

- Antecedentes de carcinoma de endometrio. 

- Genéticos: antecedentes familiares de cáncer de mama incrementan de 2-4 

veces el riesgo de desarrollar cáncer de mama. Además, se tiene un 60% de 

probabilidad de presentar la enfermedad antes de la menopausia (American 

Cancer Society, 2021). 

o Mutación en el gen BRCA1: la presencia de mutaciones en el gen 

BRCA1 aumentan 60% el desarrollo de cáncer de mama heredable. 

o Mutación en el gen BRCA2: la mutación en el gen BRCA2 se asocia con 

un incremento del 60-85% el riesgo de desarrollar cáncer de mama. 

- Estilo de vida: factores de estilo de vida pueden contribuir al desarrollo de 

cáncer de mama (American Cancer Society, 2021): 
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o Actividad Física: el ejercicio moderado protege contra la aparición de 

cáncer de mama. 

o Alcohol: la ingesta de alcohol incrementa 7 al 10% el riesgo de 

desarrollar cáncer de mama. 

o Tabaquismo: las mujeres fumadoras presentan un incremento en la 

probabilidad de desarrollar cáncer de mama. Sin embargo, en mujeres 

posmenopáusicas se ha reportado una disminución asociada al efecto 

antiestrogénico del tabaco. 

o Síndrome Metabólico: incrementa 1.6 veces el riesgo de presentar una 

tumoración en la mama (Agnoli et al, 2015) 

o Obesidad: después de la menopausia, la presencia de obesidad 

aumenta el riesgo de desarrollar cáncer de mama (Kosalka et al, 2019). 

En los últimos años estos dos últimos factores de riesgo han tomado gran interés 

en la investigación, pues en estudios prospectivos se ha demostrado que confieren 

una mayor probabilidad de desarrollar cáncer de mama en un 30 a 50%. Mientras 

la mortalidad en mujeres con obesidad (IMC>40 kg/m2) es tres veces mayor en 

comparación con mujeres delgadas (Barone et al, 2020).  

1.2 RELACIÓN OBESIDAD-CÁNCER DE MAMA 

1.2.1 OBESIDAD 

La obesidad es definida como un estado de desequilibrio energético consecuencia 

del exceso en la ingesta de energía y el poco gasto energético, que conduce a un 

aumento en la masa del tejido adiposo, tanto por el número como por el tamaño de 

los adipocitos. Finalmente, este tejido adiposo presenta disfunción adipocitaria 

favoreciendo una mayor acumulación de triglicéridos y alteración de su función 

endócrina (Goossens, 2017). Todo esto es promovido por una dieta poco saludable, 

sedentarismo, factores genéticos, endocrinos, neurales y microbiota (Amin et al 

(2019), Blüher (2019), Izquierdo & Crujeiras (2019), Caslin & Hasty (2019)). En la 

obesidad se ha documentado la presencia de cambios funcionales dentro del tejido 

adiposo, cerebro, hígado, páncreas, músculo esquelético e intestino, por lo que se 

considera una enfermedad crónica progresiva (Blüher (2019), Caslin & Hasty 

(2019)). 
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Existen múltiples parámetros para diagnosticar la obesidad entre los que se 

encuentran (Tabla 2) (National Institutes of Health, 2014) : 

 

Pese a la existencia de múltiples parámetros que diagnostican la obesidad, el índice 

de masa corporal (IMC) siguen siendo el más utilizado (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Parámetros utilizados para la determinación de obesidad 

Parámetro Descripción 

Índice de Masa Corporal (IMC) Se calcula con base en el peso y estatura del 
individuo (Peso/talla2). Clasificado en: 
- Obesidad Grado I o moderada de 30-34.9 

kg/m2. 
- Obesidad Grado II o severa de 35 a 39.9 

kg/m2. 
- Obesidad Grado III o mórbida ≥40 kg/m2 

Índice cintura/cadera (ICC) Mide la relación existente entre el perímetro 
de la cintura y el perímetro de la cadera. Mide 
la grasa abdominal (cintura/cadera).  Un valor 
superior a 0.8 en mujeres se considera 
obesidad 

Índice cintura/talla (ICA) Relaciona el perímetro de la cintura con la 
talla. Un valor superior a 0.5 se considera 
obesidad (cintura/talla). 

Índice de grasa corporal Cantidad de grasa respecto al peso total del 
cuerpo. Mayor a 32% es considerado 
obesidad (IMC+edad+sexo-5.4) 

Índice de grasa visceral Distingue entre la cantidad de grasa periférica 
y la cantidad de grasa visceral evaluada por 
medio de la bioimpedancia. 

Índice de volumen corporal (IVB) Relaciona el volumen corporal total con el 
volumen del abdomen. 

Figura 8. Clasificación de obesidad por índice de Masa Corporal (IMC). 
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Para 2016, la Organización Mundial de la Salud reportó que aproximadamente el 

13% de la población mundial adulta era obesa, por lo que más de 1900 millones de 

adultos mayores a 18 años tenían sobrepeso. De los cuales 650 millones 

presentaban algún grado de obesidad, en donde el 39% de los hombres y el 40% 

de las mujeres tenían sobrepeso (Biganzoli et al, 2017). 

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) de 2018, en 

México se presenta una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en adultos 

del 75%, donde las mujeres tuvieron una prevalencia de 76.8% y los hombres de 

73%. 

Específicamente la obesidad central se asocia con un mayor riesgo de mortalidad 

de forma independiente al IMC, presenta una mayor asociación con la resistencia a 

la insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia e inflamación (Sun et al, 2019). 

Además, la presencia de obesidad en un individuo se considera un factor de riesgo 

para enfermedades como: enfermedades cardiovasculares, diabetes, trastornos del 

aparato locomotor y algunos cánceres que incluyen cáncer de endometrio, colón y 

mama (Moreno, 2012). 

1.2.2 OBESIDAD Y CÁNCER DE MAMA 

Existe evidencia en metaanálisis sobre un aumento del 12% en el riesgo absoluto 

de desarrollar cáncer de mama por cada 5 kg/m2 de aumento en el IMC, mientras 

en mujeres posmenopáusicas el riesgo aumenta un 46% (Barone et al, 2020). 

La asociación entre obesidad y el riesgo de desarrollar cáncer de mama depende 

del estado menopáusico y el subtipo de cáncer mamario (Allott & Hursting, 2015). 

Se ha observado un aumento de 1.82 veces en la probabilidad de desarrollar cáncer 

de mama del subtipo luminal A en mujeres posmenopáusicas que presentan 

obesidad. Mientras en mujeres premenopáusicas la presencia de obesidad se 

asoció con un efecto inverso de 0.86% en la incidencia de cáncer, por lo que se 

asocia como un factor “protector” pese a que en algunos reportes se ha demostrado 

que esta población presenta mayor probabilidad de presentar tumores mamarios 

del subtipo triple negativo (Amadou et al (2013), Allott & Hursting (2015), Trestini et 
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al (2018), Mutschler et al (2018)) (Figura 9). En tanto para tumores de los subtipos 

luminal B y Her-2+, existe poca evidencia que vincule la presencia de obesidad con 

un incremento en el riesgo de desarrollar este tipo de tumores (Allott & Hursting 

(2015), Arnold et al (2016)). 

  

Aunque el IMC es el principal criterio para determinar la presencia de obesidad y el 

criterio en el cual se fundamentan las tasas de asociación con el cáncer de mama, 

actualmente se ha descrito que la relación cintura-cadera incrementa 1.5 veces el 

riesgo de desarrollar cáncer de mama en mujeres posmenopáusicas, mientras en 

mujeres premenopáusicas se presenta un riesgo de 0.92 veces (Amadou et al, 

2013). En ambos grupos se observa una mayor probabilidad de presentar tumores 

del subtipo triple negativo, con tumoraciones más grandes y detección en etapas III 

y IV (Sun et al, 2015). Si bien sigue habiendo discusión sobre cuál es la mejor 

medida para describir la obesidad, todas las que se han empleado a la fecha han 

mostrado una clara asociación entre obesidad y cáncer de mama. 

Pese al efecto protector asociado a la obesidad en mujeres premenopáusicas, se 

han reportado edades de aparición de cáncer de mama más tempranas en mujeres 

con obesidad, aproximadamente de 31 vs 55 años en comparación a mujeres 

eutróficas (normopeso) (Aguilar et al, 2011). Lo anterior a su vez se asocia con una 

relación de cáncer de mama hereditario, ya que el 50% de mujeres con sobrepeso 

Figura 9. Incidencia de Cáncer de mama ajustado por IMC en mujeres Premenopáusicas y Posmenopáusicas. 
Modificado de Chen et al (2016) 
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y el 33% de mujeres con obesidad presentan antecedentes de cáncer de mama, 

respecto al 16.7% de las mujeres eutróficas (Aguilar et al, 2012). 

Por otra parte, la presencia de obesidad se ha asociado con un mayor riesgo de 

mortalidad por cáncer de mama, con la reducción del 11% de la sobrevida, tanto en 

mujeres pre y posmenopáusicas. Con un riesgo de 1.18 veces en menor 

supervivencia libre de progresión y un riesgo de 1.13 veces en supervivencia global 

en comparación con mujeres normopeso, pero se ha observado que las mujeres 

premenopáusicas presentan peor supervivencia libre de progresión y supervivencia 

global en comparación con mujeres con posmenopáusicas (Azrad & Demark-

Wahnefried (2014), Arce et al (2014), Arnold et al (2016), Allott & Hursting (2015), 

Bergom et al (2016), Sánchez et al (2019), Lee et al (2019), Modzelewska et al 

(2019)) (Figura 10).  

  

 

Lo anterior se debe a múltiples factores como: disminución de un 10-20% en las 

tasas de detección temprana, detección de tumores de mayor tamaño, positividad 

de ganglios linfáticos, aumento de 1.4% en el riesgo de recidiva, tasas de 

recurrencia más tempranas, menores dosis de tratamiento de quimioterapia que 

Figura 10. Tasa de sobrevivencia global y sobrevivencia libre de progresión ajustado por IMC. 
Modificado de Arce et al (2014) 
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limitan su efectividad, mayor riesgo de efectos adversos de la quimioterapia, 

reducción en la eficacia de la terapia endocrina, inducción de radio-resistencia por 

activación de Chk1 y un aumento del 46% de desarrollar metástasis  (Azrad & 

Demark-Wahnefried (2014), Allott & Hursting (2015), Widschwendter et al (2015), 

Raman et al (2016), Biganzoli et al (2017), Björner et al (2017), Lee et al (2019), 

Trestini et al (2018), Lehuédé et al (2019), Sánchez et al (2019), Amin et al (2019), 

Chen & Du (2019)). En los tumores triple negativo el incremento en la mortalidad se 

asocia a una respuesta patológica completa disminuida a la quimioterapia, mientras 

para tumores Her-2+ un IMC más alto promueve un pronóstico desfavorable cuando 

las pacientes son tratadas con trastuzumab por la secreción de factores solubles 

(Trestini et al (2018), Lehuédé et al (2019)).  

Existen diferencias en la supervivencia global utilizando ambos índices de obesidad, 

mientras el IMC se asocia a peores resultados en mujeres con cáncer triple 

negativo, la relación cintura-cadera presenta mayor influencia en la mortalidad de 

mujeres con cáncer de mama luminal (Sun et al, 2015). 

Sumado a la presencia de obesidad se debe considerar que en su mayoría estas 

pacientes también presentan síndrome metabólico que es definido como una 

agrupación de problemas de salud que pueden aparecer de forma simultánea o 

secuencial, que incluye alteraciones metabólicas como: resistencia a la insulina, 

obesidad abdominal, cambios proinflamatorios, dislipidemias, predisposición a 

diabetes tipo 2, aterosclerosis e hipertensión (Stern et al, 2004).  Para determinar 

que un individuo presenta síndrome metabólico debe presentar 3 o más de las 

alteraciones previamente descritas. La presencia de síndrome metabólico se asocia 

con un riesgo absoluto de desarrollar cáncer de mama de 1.67 veces, en donde las 

mujeres posmenopáusicas presentan un riesgo de 3.12 en comparación con 

mujeres premenopáusicas que presenta mayor asociación con la alteración de 

glucosa en ayuno (Agnoli et al (2015), Bitzur et al (2016)).  
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1.2.2.1 MECANISMOS DE ASOCIACIÓN ENTRE OBESIDAD Y CÁNCER 

DE MAMA 

Aunque la asociación entre obesidad y cáncer de mama se ha descrito desde hace 

más de 20 años, el mecanismo por el que la obesidad promueve el desarrollo de 

cáncer de mama sigue sin ser comprendido del todo debido al gran número de 

moléculas que se alteran en forma directa o indirecta por el tejido adiposo 

disfuncional y la complejidad de sus interacciones que pueden aumentar la carga 

tumoral, proliferación y metástasis a través de la regulación de sellos distintivos del 

cáncer como: inestabilidad genómica, cambios metabólicos en el tejido, alteración 

de la matriz extracelular, inhibición de la apoptosis, aumento de la angiogénesis, 

alteración del sistema inmune y diseminación metastásica (Chen & Du (2019), 

Sánchez et al (2019)). A pesar de esto se han propuesto algunos mecanismos que 

se describen a continuación y se resumen en la Tabla 3 y Figura 11. 

Tabla 3. Mecanismos de asociación entre obesidad y cáncer de mama 

Molécula Mecanismo Efecto Biológico Referencia 

Insulina/IGF-1 ↑ Glucosa 
↑ Insulina o IGF-1 
Activación de MAPK, HIF-
1α 
Amplificación de Her-2 
↑ Bcl-1, Bcl-XL 
↓ Bax 
 

 
Proliferación 
Inhibición de 
Apoptosis 
Activación RE 
Angiogénesis 

Sun et al (2016) 
Caslin & Hasty 
(2019)) 
Amin et al (2019) 
Choucair et al (2019) 
Björner et al (2017) 
Sánchez et al (2019) 
 

Hormonas 
Sexuales 

↑ Estrógenos  
↓ SHBG 
Activación de GRP30 
Activación de Scr, PI3K y 
MAPK 

Proliferación 
Viabilidad 
Inhibición de 
Apoptosis 
ROS 
Ca2+ 
Daño al ADN 

Amin et al (2019). 
Choucair et al (2019) 
Lei et al (2018) 
Wei et al (2014) 

Adipocinas ↓ Adiponectina 
Activación de PTP1B y 
AMPK 
↑ Leptina 
Activación de PI3K/Akt 
MAPK, JAK2/STAT3, RE 
↑ Ciclina D, p53, survivina, 
c-myc, p21, c-jun, ERG-1, 
SOCS3, IL-1, E-caderina, 
VEGF, Nanog, SOX2 y 
OCT4 
↑ CCL2 y CCL5 

Proliferación 
Insensibilidad a 
Trastuzumab 
Células madre del 
cáncer  
Transición 
epitelio-
mesénquima 
Migración celular 
 

Sánchez et al, (2019) 
Amin et al (2019) 
Chen & Du (2019) 
Modzelewska et al 
(2019) 
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Lípidos ↑ HDL, LDL-C, ApoA1 y 
ApoB 
↑ mediadores inflamatorios 
↑ Proteína C-Reactiva, 
amiloide-A, haptoglobina y 
PAI-1 
↑ Aldehídos Lipídicos 

Resistencia a la 
insulina 
Ataque 
nucleofílico de 
cadenas laterales 
en residuos de 
Lys, His y Cys 
Estrés en retículo 
endoplásmico 
ROS 
Ca2+ 
 

Amin et al (2019) 
Borguist et al (2016) 
Allott & Hursting 
(2015) 
Hauck et al (2019) 
Salvestrini et al 
(2019) 

Citocinas 
Proinflamatorias 

↑ COX-2, TNF-α, IL-6, 
MCP-1, IL-1β y 
prostaglandinas 
↓ GSHS-transferasa A4, 
peroxiredoxina 3 y GHS 
peroxidasa 4 
↑ TNF-α  
Inhibición de lipoproteína 
lipasa 
↑ estrógenos 
↑ IL-6 
↑ IL-8  
Activación de RE y EGF, 
HIF-1α y HDAC-1 
↑ IL-1β 
↑ VEGF 
↑ TGF-β 

Resistencia a la 
insulina 
ROS 
Disfunción 
mitocondrial 
Proliferación 
Migración celular 
Quimioresistencia 
Angiogénesis 
Transición 
epitelio-
mesénquima 
Metástasis 

(Caslin & Hasty, 
2019) 
Allott & Hurting 
(2015) 
Sánchez et al (2019) 
Trestini et al (2018) 
Hauck et al (2019) 
Amin et al (2019) 
Tangvarasittichai et 
al (2016) 
King et al (2017) 
Tang et al (2017) 
Luey & May (2016) 

ROS y RNS ↑ ROS y RNS Acortamiento de 
telómeros 
Peroxidación 
lipídica 
Daño al ADN 

Salvestrini et al 
(2019) 

 

Además, la presencia de obesidad incrementa el desarrollo de microbiota intestinal 

del tipo sacarolítico, lo que aumenta la digestión e incrementa el consumo de 

energía y el mayor depósito de grasa, lo que contribuye al aumento de peso (Baiden 

& Tuyaerts, 2019).  

Sumado a los mecanismos antes descritos, la obesidad interfiere en mecanismos 

de reparación de ADN, consecuencia de la alteración de patrones de metilación de 

genes involucrados en la reparación (Salvestrini et al, 2019). Se ha demostrado en 

tumores de pacientes con obesidad, el incremento en la expresión de 62 genes y 

un decremento en 50 genes, que regulan 59 procesos biológicos como: la 
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señalización de insulina, la inflamación, metabolismo de glucosa, vías biosintéticas, 

transición epitelio-mesénquima y metástasis (Fuentes-Mattei et al, 2014). 

Por otra parte, se ha identificado la generación de exosomas derivados de 

adipocitos, los cuales contribuyen al desarrollo de resistencia a la insulina mediante 

la activación de macrófagos y la posterior producción de citocinas proinflamatorias 

(Khalyfa et al, 2018). 

Como se describió previamente, varias de las moléculas desreguladas en la 

obesidad convergen en la regulación positiva de la vía PI3K/Akt. 
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 Figura 11. Mecanismos de asociación entre obesidad y el desarrollo de cáncer de mama (Cada color representa un mecanismo). 
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1.3 VÍA DE SEÑALIZACIÓN PI3K/Akt 

Además de representar un papel importante en la relación entre obesidad y cáncer 

de mama, la vía de señalización PI3K/Akt tiene un papel preponderante en la 

carcinogénesis a través de su función anabólica dependiente de la activación del 

ribosoma. A esto se suma una desregulación en más del 70% de los tumores 

mamarios por lo que incrementa la proliferación, metabolismo y metástasis (Ye et al 

(2016), Costa et al (2018)). 

La activación anómala de la vía PI3K/Akt ocurre por la mutación o amplificación de 

los genes que codifican PI3K o Akt y por la pérdida, inactivación o mutación de 

PTEN, mutación o sobreexpresión de Her-2 o GPCR (Ye et al, 2016). 

Son muchos los factores implicados en la activación la vía PI3K/Akt, dentro de los 

cuales el eje IR/IGF-1 presenta un papel importante en la proliferación y 

diferenciación celular (Belfiore et al (2018), García et al (2015)). Sumado a su papel 

como uno de los principales mediadores en la asociación entre obesidad y cáncer 

de mama debido a la sobreproducción de insulina e IGF-1.  

La presencia de insulina, IGF-1 e IGF-2 promueven la activación de los receptores 

IR e IGF-R en las células tumorales de cáncer de mama, que presentan 

sobreexpresión de estos receptores, que a su vez se encuentran activos de forma 

constitutiva por la producción autocrina de IGF-2 por parte de la célula tumoral 

(Belfiore et al (2018), García et al (2015)).  

Una vez que los ligandos de los receptores IR o IGF-R se une, estos sufren un 

cambio conformacional que permite que su dominio cinasa pueda producir una 

autofosforilación. En este estado activado el dominio cinasa cataliza la fosforilación 

de residuos de tirosina en la región C-terminal y yuxtamembrana del propio receptor. 

Posteriormente proteínas como IRS que carecen de actividad cinasa intrínseca se 

unen a algunas de estas fosfotirosinas. Una vez unidas el dominio cinasa fosforila 

al IRS, que sirve como proteína acopladora para moléculas de señalización 

intracitosólicas como PI3K (Bastarrachea et al (2008), Ikink & Hilkens (2017)) 

(Figura 12). 

PI3K es un heterodímero compuesto por una subunidad reguladora (p85) y una 

subunidad catalítica (p110), las cuales presentan una regulación transcripcional por 
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STAT3 (Rädler et al (2017), Costa et al (2018)). Una vez que PI3K se une a IRS 

fosforila fosfoinositidos de membrana, lo que lleva al reclutamiento y activación de 

PDK1, PDK2 y Akt (Dey et al, 2015) (Figura 12). 

La traslocación a la membrana de PDK1, PDK2 y Akt permite la fosforilación y 

activación de esta última, la cual es una molécula que sirve como centro de 

integración de una gran cantidad de vías que regulan la tumorigénesis por inducción 

de la traducción, supervivencia, apoptosis, regulación metabólica y ciclo celular, 

particularmente por la subsecuente activación de mTOR (Dey et al, 2015) (Figura 

12). La proteína Akt presenta tres isoformas que tienen un papel en la 

carcinogénesis, Akt-1 induce la proliferación y un efecto inverso en la metástasis, 

mientras Akt-2 incrementa la migración celular (Ye et al (2016), Rädler et al (2017)).  

Akt activa fosforila a TSC2 inhibiendo su función, lo que permite la liberación de la 

GTPasa Rheb que fosforila a mTOR (Sonnenblick et al, 2019). mTOR es un 

importante regulador anabólico que controla procesos biosintéticos de 

macromoléculas como la traducción de proteínas, transcripción de ARNm, 

biosíntesis ribosomal, biogénesis de lípidos, autofagia, función mitocondrial, 

respuesta inmune y metabolismo de glucosa (He et al, 2016). Entre las moléculas 

blanco de mTOR se encuentran p70S6K, HIF1-α, c-Myc y SREBP-1 (Cantor & 

Sabatini, 2012). Por otra parte, existe una regulación cruzada entre la señalización 

de mTOR y RE, en donde mTOR activa transcripcionalmente a RE y este activa a 

mTOR, lo que contribuye a la resistencia endocrina (Bostner et al, 2018) (Figura 12). 

El complejo mTOR activo fosforila a p70S6K, aumentando su actividad cinasa para 

fosforilar a 40SrpS6 y eIF4B que junto a la fosforilación de 4E-BPs por mTOR, 

permiten la formación del complejo eIF4F que interactúa con la tapa 7-

metilguanosina presente en el extremo 5’ de todos los ARNm y media el 

reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal al ARNm, promoviendo la traducción 

de proteínas que incluyen factores de crecimiento, activadores del ciclo celular, 

factores angiogénicos e inhibidores de la apoptosis (Dowling et al, 2007) (Figura 

12). Como bucle de retroalimentación positiva, mTOR y p70S6K pueden fosforilar a 

IRS, lo que resulta en la activación de Akt y el mantenimiento de la señalización 

(Zakikhani et al, 2010). 



28 
 

Mientras la fosforilación de c-Myc por medio de mTOR, estimula la expresión de 

genes implicados en la captación de glucosa, glucólisis, transporte del piruvato 

glucolítico, transportadores de glutamina, biogénesis mitocondrial, glutaminólisis, 

metabolismo de serina/glicina y la ácido graso-sintasa (Cantor & Sabatini, 2012) 

(Figura 12). 

Por otra parte, la activación de SREBP por acción de mTOR, induce la 

desregulación en la síntesis de lípidos de novo, que son necesarios para la 

producción de membrana para la proliferación celular sostenida (Cantor & Sabatini, 

2012) (Figura 12). 

Además, la activación de la PI3K/Akt/mTOR estabiliza y preserva la reparación de 

rotura de la doble cadena de ADN, al interactuar con el complejo de recombinación 

homóloga, genera resistencia a la terapia endocrina por activación del RE en 

tumores luminales, promueve la resistencia a trastuzumab en tumores Her-2+ y en 

tumores triple negativo induce quimioresistencia (Ye et al (2016), Belfiore et al 

(2018), Costa et al (2018), Yamamoto et al (2019), Lei et al (2018)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Señalización de la vía IR/PI3K/Akt. Puntos rojos representan 
fosforilaciones activadoras en residuos de Tyr. Puntos anaranjados 

representan fosforilaciones activadoras en residuos Ser-Thr. 
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Para el tratamiento de cáncer de mama se han desarrollado varios inhibidores para 

diferentes puntos de la vía de señalización como son: SAR245408, Taselisib, PX-

866 y BKM120 para PI3K, Ipatasertib para Akt y Everolimus para mTOR (Yamamoto 

et al (2019), Bostner et al (2018), Costa et al (2018)). A partir del año 2019 la FDA 

aprobó Alpelisib como tratamiento contra PI3K en pacientes con cáncer de mama 

avanzado hormono dependiente (ER+, PR+ y Her-2-) (amp.cancer.org).  Todas son 

terapias que no han tenido éxito debido a la falta de especificidad lo que genera 

altos perfiles de toxicidad, por lo que se han buscado nuevas alternativas de 

tratamiento como es el fármaco metformina.  

1.4 METFORMINA 

La N-N-dimetilbiguanida o mejor conocida como metformina está compuesta por 

dos moléculas de guanidina unidas por la eliminación de un radical amino formando 

un catión protonado (Foretz et al (2014), An & He (2016)). Es un fármaco empleado 

para el tratamiento de la diabetes y en algunos casos para el control metabólico en 

pacientes con obesidad (Rena et al, 2013). Debido a su acción antihiperglucemiante 

genera la reducción en la producción de glucosa hepática y el aumento de la 

utilización de glucosa, además no actúa como hipoglucemiante (An & He, 2016). 

Para su función antihiperglucemiante su principal mecanismo de acción es la 

inhibición en la producción hepática de la glucosa por medio de la activación de 

AMPK que inhibe la expresión de genes gluconeogénicos y lipogénicos, disminuye 

la lipotoxicidad e incrementa la sensibilidad a la insulina en el hepatocito lo que 

reduce la gluconeogénesis (Bastarrachea et al, 2008). Además, la metformina activa 

AMPK en el músculo esquelético estimulando la captación de glucosa 

(Bastarrachea et al, 2008). 

Por mecanismos que se desconocen, la metformina no estimula la secreción de 

insulina, disminuye la absorción de glucosa a nivel intestinal, aumenta la captación 

y utilización de glucosa por músculo esquelético y tejido adiposo, potencializa la 

acción de insulina endógena aumentando la síntesis de glucógeno en músculo 

esquelético, disminuye la oxidación de ácidos grasos, mejora la función endotelial y 

disminuye los niveles de ROS (Foretz et al (2014), An & Le (2016), Rena et al 

(2013)). 
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La metformina se administra por vía oral y se absorbe en el intestino delgado de 

forma incompleta y lenta, no se une a proteínas plasmáticas por lo que su 

distribución a tejidos periféricos es rápida, (Bastarrachea et al, 2008). Su vida media 

plasmática oscila entre 1.5 a 5 hrs, no se metaboliza en el hígado y se elimina 

inalterada por el riñón en un 90% en un plazo de 12 hrs (Bastarrachea et al (2008), 

Graham et al (2011)). 

Por otra parte, el uso de metformina en pacientes con obesidad con o sin síndrome 

metabólico ha mostrado cambios en moléculas séricas como (Tabla 4): 

Tabla 4. Moléculas en pacientes con obesidad alteradas por el tratamiento con 
metformina 

Molécula Referencia 

↓ Insulina y Acetato Mueller et al (2021) 

↓ Fractalquina y E-selectina Schinzari et al (2020) 

↓ factor diferenciador del crecimiento 15 Day et al (2019) 
↓ Ácidos Grasos Libres Li et al (2012) 

↓ Proteína C-Reactiva He et al (2012) 

↓ Colesterol total, Colesterol HDL, colesterol LDL, Triglicéridos 
↑ Globulina Fijadora de Hormonas Sexuales 
 

Worsley et al (2015) 

 

1.4.1 METFORMINA Y CÁNCER DE MAMA 

Evans et al (2005) fueron los primeros en encontrar una posible asociación entre el 

uso de metformina y la reducción en la incidencia de cáncer, desde entonces al 

menos 17 estudios epidemiológicos han examinado esta asociación. En donde se 

ha reportado que, en usuarios de metformina en comparación con otras terapias 

para el control de la diabetes, se presenta una disminución del 30% en la incidencia 

de todos los cánceres y en específico las mujeres presentaron una incidencia más 

baja de cáncer de mama invasivo, razón por la que se ha sugerido que la metformina 

presenta un potencial papel como agente anticancerígeno (An & He, 2016). Estos 

efectos se han limitado a pacientes con cáncer de mama que presentan resistencia 

a la insulina, un IMC mayor a 30 kg/m2 y/o diabetes, por lo que es probable que su 

efecto sea por un mecanismo indirecto (Col et al (2012), Allott & Hursting (2015), 

Bao et al (2014), Giles et al (2018)). 

Particularmente, algunos estudios reportan diferencias en la asociación entre el uso 

de metformina y el subtipo de cáncer de mama. Uno de ellos informó la disminución 
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en la incidencia de tumores luminales A, luminales B y Her2+, otro reporta una 

disminución en tumores Her-2+ y otro reporta la reducción en la incidencia de 

tumores luminales A y B (Allot & Hursting (2015), Berstein et al (2011), DeCensi et 

al (2014), Fuentes et al (2014), DeCensi et al (2015)). A pesar de estas 

discrepancias, en todos los casos resulta consistente que la metformina presenta 

una mejor respuesta antineoplásica en pacientes con niveles elevados de 

triglicéridos y estrógenos.  

1.4.2 MECANISMO DE ACCIÓN ANTITUMORAL DE METFORMINA 

El papel antitumoral de la metformina en el cáncer de mama se ha descrito por dos 

mecanismos principales, así como mecanismos no canónicos, los cuales se 

describe a continuación y se encuentran resumidos en la Tabla 5 y Figura 13: 

Tabla 5.  Mecanismos de acción antitumoral de metformina en cáncer de mama 

Mecanismo Moléculas Efecto Biológico Referencias 

Efecto 
Indirecto 

↓ Activación de IR 
↓ PI3K, Akt, MEK, ERK1, Scr 
↓ TNF-α, IL-6 y VEGF 

↓ Proliferación 
↓ Angiogenesis 

Bao et al (2014) An & 
He (2016)  
Menéndez et al (2016) 
Dowling et al (2012) 
Brown et al (2010) 
Green et al (2011)  
Ma et al (2013) 
Caslin & Hasty (2019) 

Efecto Directo Internalización del fármaco 
por OCT 1/2 
Unión al complejo I de 
Cadena respiratoria 
↓ ATP 
↑ ROS y RNS 
Activación de PKC, LKB1 y 
AMPK, p53 
Alteración de AMP:ATP 
Inhibición de TSC2 
↓ Ki67, Akt, c-Myc, ciclina D, 
VEGF 
Inhibición de HIF-1α 
 
 

Inhibición de la cadena 
respiratoria por: 

1- Acumulación 
2-  Alteración de 

Ca2+ 
↓ Lipogénesis y 
Gluconeogénesis 
Detención del ciclo 
celular en G1 

Zakikhani M et al (2010) 
Foretz et al (2014) Rena 
et al (2013) 
El-Mir et al (2000) 
Schäfer G (1976) 
Green et al (2011) 
Miller & Birnbaum 
(2010) 
Piwkowska et al (2010) 
Kane et al (2010) 
Logie et al (2012) 
Bost et al (2012) 
Andrzejewski et al 
(2014)   
Bao et al (2014)  
An & He (2016) Dowling 
et al (2007) 
Viollet et al (2012) 
Obara et al (2015) 
Hatoum & McGowan 
(2015)  
Dowling et al (2012)  
Zhang et al (2017) 
Li et al (2017) 
Brown et al (2010) 
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Zhuang & Miskimins 
(2008) 
Kalender et al (2010) 
Hadad et al (2015) 
Queiroz et al (2014) 
Marinello et al (2016) 
Gollavilli et al (2015) 
Al-Zaidan et al (2017) 
Liu et al (2012) 
Syed et al (2019) 

No Canónico ↑ miR-200c ↓ Akt-2 y Bcl-2 
↑ p21cip y p27Kip e inhibición 
de CDK2/Ciclina E 
↑ Bax 
Traslocación p53 a núcleo 
por AMPK 
↓ Akt-FOXO3 por AMPK 
↓ Antioxidantes ↑ p53 y TGF-
β 
↓ potencial de membrana 
mitocondrial 
↓ RE 
Inactivación de IRS-1 
Activación de AMPK por ATM 
Inhibición de mTOR por 
fosforilación de RAG  
Inhibición de la degradación 
de DEPTOR 
Inhibición de MPAK por 
desplazamiento de RAS 
mediado por PCK 
↓ c-Myc por ↑ miR-33ª 
Unión de Metf ADN ↓ miRNAs 

Apoptosis 
↓ Transición Epitelio-
Mesénquima 

Zhang et al (2017) 
Zhuang et al (2008) 
Hadad et al (2015) 
Green et al (2011) 
Queiroz et al (2014) 
Marinello et al (2015) 
Li et al (2017) 
Giles et al (2018) 
Zakikhani M et al (2010) 
Grossmann et al (2015) 
Dowling et al (2012) 
Obara et al (2015) 
Iglesias et al (2013) 
Pulito et al (2017) 
Mondal et al (2018) 

 

Los mecanismos canónicos (Directo e indirecto) antes descritos son los más 

aceptados y habían demostrado que el efecto antitumoral de la metformina requería 

la presencia de LKB1 o TSC2 (Dowling et al, 2007).  
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 Figura 13. Mecanismos de acción antitumoral de metformina en cáncer de mama. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Varios estudios in vitro ponen de manifiesto el efecto anticancerígeno de la 

metformina, pero las concentraciones utilizadas son mayores en comparación a la 

concentración biodisponible en sangre. Por otra parte, el efecto “protector” contra el 

desarrollo de cáncer se reporta en el 30% de los usuarios de metformina. Nosotros 

proponemos que el efecto antitumoral de la metformina en este 30% de las 

pacientes puede asociarse a la regulación de componentes séricos (adipocitocinas 

y metabolitos) relacionados al uso continuo de fármaco por más de 2 meses (10 

semanas), los cuales afectan la vía de señalización de IR/Akt/p70S6K.  Así, el uso 

de células tumorales como biosensores de estos cambios en la composición sérica 

ofrece una herramienta para identificar cambios en la fosforilación de moléculas de 

la vía IR/Akt/p70S6K. La utilización de este ensayo in vitro permitiría identificar al 

subgrupo de mujeres que se beneficiarían por el tratamiento con metformina. 

 

3. HIPÓTESIS 

En un subgrupo de pacientes con un IMC mayor a 30 kg/m2 que responden 

diferencialmente al tratamiento con metformina habrá cambios en la composición 

sérica de adipocitocinas (adipocinas, citocinas proinflamatorias y hormonas, entre 

otras). En conjunto estos componentes séricos serán reconocidos por las células de 

cáncer de mama, generando patrones de fosforilación específicos de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K relacionados con una posible disminución del metabolismo 

anabólico. Estos resultados in vitro podrían explicar el efecto citostático y citotóxico 

asociado a la disminución en el desarrollo de cáncer de mama en usuarias de 

metformina. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar el perfil de fosforilación de cinasas de la vía de señalización de 

IR/Akt/p70S6K producido por la exposición a sueros de pacientes con IMC mayor a 

30 kg/m2 a 0 y 10 semanas de tratamiento con metformina en células MCF-7.  

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

- Determinar las condiciones óptimas de cultivo para la evaluación de sueros 

humanos. 

- Determinar las líneas de cáncer de mama que pueden ser utilizadas como 

biosensores para evaluar diferencias en la concentración de moléculas séricas 

(Selección del Biosensor). 

- Caracterización de los perfiles de fosforilación de moléculas de la vía 

IR/Akt/p70S6K producido por el suero de mujeres con diferentes características 

metabólicas y hormonales (Validación de Modelo). 

- Evaluar la viabilidad de las células MCF-7 en presencia del suero de pacientes con 

IMC mayor a 30 kg/m2 tratadas con metformina.  

- Evaluar sí el suero de pacientes con IMC mayor a 30 kg/m2 tratadas con 

metformina presentan un efecto diferencial sobre las fosforilaciones de los sistemas 

IR/Akt/p70S6K, NF-κB y ERK en células MCF-7.  
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5. SUJETOS, MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1 Muestras de Sueros Humanos 

Fue un estudio prospectivo controlado, no aleatorizado con cegamiento simple. Se 

recolectó la sangre de mujeres eutróficas o con obesidad sanas bajo el protocolo 

BQO-2044-16/20-1 aprobado por los Comités de Investigación y de Ética del 

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ) y 

se realizó de acuerdo con la Declaración de Helsinki y buenas prácticas clínicas. Se 

obtuvo el consentimiento informado antes de la participación, todas las muestras y 

los datos de los donantes se codificaron para mantener la confidencialidad. Las 

mujeres con obesidad posmenopáusicas fueron tratadas con 2550 mg/día de 

metformina durante 10 semanas. El IMC se calculó y las donantes se agruparon 

según la categoría de IMC (eutrófico 20-24.9 kg/m2 u obesidad ≥30 kg/m2). Se 

obtuvieron 30 ml de sangre de cada donante y las muestras sanguíneas fueron 

centrifugadas a 3000 rpm durante 30 min a 4 °C. Del centrifugado se colecto el 

suero, el cual fue etiquetado y preservado a -70 °C hasta su utilización. 

5.2 Procedimientos para SFB y SNP 

Para algunas pruebas fueron utilizados sueros con o sin inactivación por calor, por 

lo que el SFB y el suero SNP fueron puestos a baño maría a 56 °C durante 30 min, 

con agitación cada 10 min. 

La dislipidación de los sueros SFB y SNP se realizó por la adición de carbón 

activado en agitación constante “over night”. Posteriormente, se eliminó el carbón 

activado y el suero fue centrifugado a 3000 rpm a 4 °C durante 30 min y se decantó 

en un tubo nuevo, repitiendo esta acción hasta la eliminación completa de carbón 

activado. Posteriormente el suero fue filtrado por una membrana de 0.20 µm para 

su esterilización. 

5.3 Ultracentrifugación de sueros humanos 

Los sueros humanos fueron sometidos a ultracentrifugación durante 16 hrs a 110 

000 g a 8 °C, posteriormente se obtuvieron tres fracciones, la fracción superior e 

intermedia fueron unidas como una sola fracción a la que se denominó 

“sobrenadante” , mientras el pellet fue resuspendido en 200 µl de PBS estéril. Las 

fracciones fueron mantenidas a 4 °C hasta su utilización. 
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5.4 Líneas Celulares 

Se utilizaron las líneas celulares MCF-7, MCF-7-GFP, T47-D, ZR-75-30, BT-474, 

SKBR-3, MDA-MB-231, MDA-MB-468, PC3, HCT15, A549, HEK-293 y HeLa del 

ATCC. Las líneas BT-474R y SKBR-3R se generaron para la resistencia a 

trastuzumab y las líneas DSG-BC1, DSG-BC2, ECL-1 fueron obtenidas de cultivos 

primarios de mujeres mexicanas con cáncer de mama y diferentes IMC. Cada una 

de las líneas se mantuvo en medio de cultivo RPMI-1640, excepto las líneas BT-

474 y BT-474R que se mantuvieron en medio de cultivo Hybri-Care y las células 

SKBR-3 y SKBR-3R en medio de cultivo McCoy 5A. En todos los casos, el medio 

de cultivo fue suplementado con 10% de SFB y las células fueron mantenidas a 36 

°C al 5% de CO2. 

5.5 Reactivos y Anticuerpos 

El medio de cultivo RPMI-1640, el medio de cultivo DMEM bajo en glucosa y el 

suero fetal bovino fueron de Gibco-Thermo Fisher Scientific. El medio de cultivo 

McCoy 5A fue de Caisson Labs. El medio de cultivo Hybri-Care fue de ATCC. Medio 

de cultivo RPMI sin glucosa y sin rojo fenol, medio RPMI-1640 sin rojo fenol y 200 

mM de glucosa fueron de Invitro S.A. Medio RPMI-1640 sin rojo fenol, cloruro de 

sodio, cloruro de potasio, fosfato disódico, fosfato monopotásico, Nonidet 40, SDS, 

Na3VO4, PMSF, NaF, cóctel cOmplete 25x, wortmanina, genisteína, cristal violeta, 

azul de coomasie, EDTA, metanol, glicina, Tris- Base, NaOH, glutaraldehído, ácido 

acético, beta-mercaptoetanol, azul de bromofenol, glicerol, MTT, persulfato de 

amonio, TEMED, Tween-20, Clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida (metformina) 

fueron de Sigma Aldrich. Bortezomib fue de Sandoz. TNF-α humano recombinante 

de R&D Systems. Solución de acrilamida/bisacrilamida al 30% y Quick Start 

Bradford Protein Assay Dye Reagent de Biorad. Insulina humana recombinante de 

acción rápida de PiSA (100 lU/ml). 2-desoxi-D-glucosa tritiada (5-10 Ci/mmol) de 

Perkin Elmer Inc. Anticuerpos contra IR-β (sc-81465), pIR-β (Tyr 1162-1163) (sc-

25103-3), LKB1 (sc-8185), LKB1 Ser 428 (sc-32245), Akt-1 (sc-1618-R), pAkt Ser 

473 (sc-81433), pAkt Ser 473 (sc-514032), p70S6K (sc-8418), pp70S6K (Thr 389) 

(sc-8416), Akt-2 (sc-81148), Erk (sc-271269), pp38 (Tyr 182) (sc-166182), p38 (sc-

7972), p65 (sc-372) y β- actina (sc-47778) eran de Santa Cruz Biotechnology. 

Anticuerpo contra pAkt-1 Ser 473 (#9018), pAkt-2 Ser 474 (#8599) y Akt-3 (#14982), 
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pp65 (Ser 536) (#93H1) y pErk (Thr 202-Tyr 204) (#4370) de Cell Signaling 

Technology. Anticuerpo IKB-α (610690) de BD Transduction Laboratory. 

Anticuerpos secundarios contra ratón y conejo de Invitrogen-Thermo Fisher 

Scientific. Oligos para RT-PCR fueron sintetizados por Integrated DNA 

Technologies (IDT). 

5.6 Protocolos de Reducción de Suero Fetal Bovino 

Fueron probados un protocolo sin reducción de SFB y dos con reducción de SFB. 

El protocolo 1 fue de acuerdo con lo informado por Arellano-Plancarte et al (2010), 

en donde las células se sembraron con medio RPMI-1640 con 10% de SFB durante 

24 hrs, luego el cambio se realizó con medio RPMI-1640 con 2% de SFB durante 

16 hrs, después de este tiempo el cambio se realizó con medio RPMI-1640 sin rojo 

fenol con 0% SFB durante 4 hrs antes de comenzar los experimentos. En el 

protocolo 2 las células se sembraron con medio RPMI-1640 con 10% de SFB 

durante 24 hrs, luego el cambio se realizó con medio RPMI-1640 con 8% de SFB 

durante 4 hrs, después de este tiempo el cambio se realizó con medio RPMI-1640 

con 5% dejando 4 hrs, luego el cambio se realizó con medio RPMI-1640 con 2% de 

SFB durante 16 hrs, después de este tiempo el cambio se realizó con medio RPMI-

1640 sin rojo fenol con 0% SFB durante 4 hrs antes de comenzar los experimentos. 

5.7 Ensayos de Proliferación 

Para las líneas MCF-7, DSG-BC1, DSG-BC2, BT-474, BT-474R, SKBR-3 y SKBR-

3R, se sembraron 15 000 células/cm2. Las líneas T47-D, ZR-75-30, MDA-MB -231, 

MDA-MB-468 y ECL-1 fueron sembradas a 10 000 células/cm2. Después del 

proceso de reducción de SFB, el medio se reemplazó con medio RPMI-1640 sin 

rojo fenol suplementado con 10% SFB, 5% SFB o 5% de suero humano. Para las 

pruebas con las fracciones de sueros ultracentrifugados el medio fue suplementado 

con 5% del sobrenadante o 5% del pellet resuspendido, en ambos casos esta 

dilución fue equivalente a un promedio de 2.5 µg/µl (0.5) de proteína. En la curva 

dosis respuesta de metformina, además de la suplementación con los diferentes 

tipos de suero se adicionó 5, 10, 20 o 40 mM del fármaco. Realizado el cambio con 

los diferentes estímulos se dejó el ensayo durante 48 hrs. Pasado este tiempo las 

células se fijaron con medio DMEM al 1% SFB-2% de glutaraldehído durante 15 

min, luego se tiñeron con cristal violeta al 0.5% durante 15 min. El tinte absorbido 
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por las células fijadas se disolvió en ácido acético al 10% y su densidad óptica se 

determinó a 595 nm (OD595) en placas de 96 pozos en un lector Skan It RE. 

5.8 Electroforesis SDS-PAGE de Sueros ultracentrifugados 

Después de la ultracentrifugación se realizó una dilución seriada de las fracciones 

obtenidas y sus respectivos inputs iniciando con una dilución de 1:40 hasta una 

dilución 1:320. Posteriormente se midió la concentración proteica de las muestras 

por el método de Bradford (reactivo de colorante de ensayo de proteína de Biorad). 

Las muestras en concentración de 30 µg de proteína fueron sometidas a 

electroforesis en geles SDS-PAGE de acrilamida al 12%. Posteriormente, los geles 

fueron teñidos por el método de azul de Coomasie. Las imágenes se obtuvieron 

usando el fotodocumentador Fusion Fx de Vilber Lourmant. 

5.9 Western Blot 

Las células se sembraron en cajas de cultivo celular de 100 mm con la misma 

densidad celular descrita en el ensayo de proliferación y se sometieron al protocolo 

de reducción de SFB ya descrito. Después de la privación de suero, se añadió medio 

RPMI-1640 sin rojo fenol con 0.5 lU/ml de insulina durante 10 o 60 min, 5% de 

sueros humanos (eutróficos u obesos) durante 5, 10, 30 o 60 min (dependiendo de 

la prueba). En la prueba con las fracciones de sueros ultracentrifugados el medio 

se suplemento con 5% del sobrenadante o 5% del pellet-resuspendido, en la prueba 

con suero dislipidado o inactivado se empleó una dilución del 5%, respectivamente 

durante 10 min. Para el ensayo de inhibidores, las células se incubaron previamente 

durante 30 min con Genisteína 200 mM, Wortmanina 100 nM o Bortezomib 80 nM. 

En el ensayo con metformina se adicionó 5 mM del fármaco. Para la señalización 

de NF-κB se utilizaron 10 ng de TNF-α como control positivo de activación, durante 

10 o 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de estimulación, se realizó la extracción 

de proteínas utilizando el tampón de lisis RIPA con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas. La concentración de proteína se midió por el método de Bradford. Las 

muestras se sometieron a electroforesis en geles SDS-PAGE de acrilamida al 8 o 

12% y se transfirieron a membranas Immobilon-P PVDF de Merck Millipore en un 

sistema de transferencia húmeda. Las membranas transferidas se bloquearon 

durante 1 h con leche, después se incubaron durante la noche a 4 °C con los 

anticuerpos primarios: 
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Anticuerpo Dilución PM (kDa) 

pIR ((Tyr 1162-1163) 1:500 
95 

IR total 1:1000 

LKB1 Ser 428 1:1000 
52 

LKB1 total 1:1000 

pAkt (Ser 473) 1:500 Akt-1 62 
Akt-2 56 
Akt-3 60 

Akt total 1:10000 62 

pp70S6K (Thr 389) 1:1000 
70 

p70S6K total 1:1000 

pAkt-1 (Ser 473) 1:1000 62 

pAkt-2 (Ser 474) 1:1000 
56 

Akt-2 total 1:1000 

Akt-3 total 1:1000 60 

pp65(Ser 536) 1:500 
65 

p65 total 1:2000 

IKK-α 1:2000 38 
pErk 1/2 (Thr 202-Tyr 204) 1:2000 Erk-1 44 

Erk-2 42 

Erk total 1:1000 44 

pp38 (Tyr 182) 1:500 
38 

pp38 total 1:500 

β-actina 1:2000 43 

 

Posteriormente, los anticuerpos secundarios fueron incubados a temperatura 

ambiente durante 1 h. Las bandas fueron reveladas utilizando el kit Super Signal 

West Pico PLUS de Thermo Scientific. Las imágenes se obtuvieron usando el 

fotodocumentador Fusion Fx de Vilber Lourmant y la densitometría fue cuantificada 

por el programa Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EUA). 

5.10 RT-PCR 

Las células se sembraron como se describe en el ensayo de proliferación y se 

sometieron al protocolo de reducción de SFB descrito anteriormente. La 

estimulación con 5% de sueros humanos en RPMI-1640 sin rojo fenol se llevó a 

cabo durante 5, 10, 30 o 60 min. Después del tiempo de estimulación, se aisló el 

ARN total utilizando Tripure Isolation Reagent (Roche) y se cuantificó en el 

espectrofotómetro Skan It RE. La integridad del ARN se determinó mediante un gel 

desnaturalizante de formaldehído-agarosa. La transcripción inversa se realizó con 

el sistema de transcripción inversa M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) que 

duró 5 min a 70 °C y 45 min a 42 °C. La PCR se realizó utilizando el Hot Start Master 

Mix Kit en un termociclador Peltier Thermal Cycler-100 (MJ Research) comenzando 



41 
 

a 95 °C durante 15 min, seguido de 30 seg a 94 °C, 1 min a 52 °C y 1 min a 72 °C 

por ciclo, finalmente a 72 °C durante 10 min. Las secuencias de los cebadores son 

las siguientes: 

Oligo Secuencia TM # 
Ciclos 

Amplicón 
 

Akt-1 sentido 5’-TCAAGAATGATGGCACCTTCATTG-3’ 52° 32 1008 

Akt-1 antisentido 5’-CCTCCATGAGGATGAGCTCAAAAA-3’ 

Akt-2 sentido 5’-ATGAATGAGGTGTCTGTCATCAAAG-3’ 52° 32 856 
Akt-2 antisentido 5’-CTTTGTCCAGCATGAGGTTTT-3’ 

Akt-3 sentido 5’-TTGTGAAAGAAGGTTGGGTTCAG-3’ 52° 32 552 

Akt-3 antisentido 5’-CTTCATCCTTTGCAATAATGACTTC-3’ 

PPIA sentido 5’-GTTTACCCCTGATCGTGCAGCAG-3’ 52° 32 475 

PPIA antisentido 5’-CGAGTTGTCCACAGTCAGCAATG-3’ 

 

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1.5% en TAE, se 

empaparon con bromuro de etidio y se utilizó el marcador de pares de bases 

pUCmix. Las imágenes de los genes se obtuvieron utilizando un fotodocumentador 

Fusion Fx de Vilber Lourmat y las bandas se cuantificaron mediante el programa 

Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU.). 

5.11 Formación de Esferoides 

Fueron sembradas 50, 000 células en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de 

SFB, 5% de sueros humanos, 5% del sobrenadante de sueros humanos o 5% del 

pellet resuspendido de sueros humanos en microplacas Corning para esferoides 

ULA de 96 pozos y se dejó el cultivo durante 72 hrs. Pasado este tiempo se tomaron 

imágenes fotográficas. Para el ensayo de MTT, el medio fue reemplazado con 

medio RPMI-1640 sin rojo fenol con el reactivo de MTT como lo describe el 

fabricante y se incubo durante 4 hrs a 36 °C, posteriormente el medio fue eliminado 

y se adicionaron 100 µl de PBS y 100 µl de isopropanol. Se tomaron 100 µl de la 

solución anterior y su densidad óptica se determinó a 570 nm (OD570) en placas de 

96 pocillos detectadas en un lector Skan It RE. 
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5.12 Ensayo de Migración 

Las células MCF-7 transfectadas con GFP se sembraron en placas “Transwell” de 

24 pozos a una densidad de 15 000 células/cm2 y se sometieron al proceso de 

reducción de SFB descrito anteriormente. La prueba comenzó con el cambio del 

medio del fondo del pozo por medio RPMI-1640 sin rojo fenol suplementado con 

suero humano al 5% (eutrófico u obeso) o 5% del sobrenadante o pellet 

resuspendido de cada tipo de suero y el medio del inserto del pozo fue reemplazado 

por medio RMPI-1640 sin fenol rojo sin suplementación. El ensayo duró 48 hrs, 

después de ese tiempo, los pocillos de la placa con las células transfectadas con 

GFP que migraron se fotografiaron en un microscopio confocal Nikon A1R + 

STORM. El número de células migradas fue determinado utilizando el programa Fiji 

(NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU.). 

5.13 Captación de Glucosa  

Las células MCF-7 se sometieron al mismo procedimiento de reducción de suero 

descrito anteriormente, excepto en el cambio de medio sin SFB, el medio RPMI-

1640 fue sin rojo fenol y sin glucosa durante 4 hrs antes del ensayo. Posteriormente, 

el medio se reemplazó con medio DMEM bajo en glucosa sin rojo fenol 

suplementado con 6 µCi/ml de glucosa tritiada y con 1 lU/ml de insulina o 5% de 

sueros humanos (eutróficos u obesos) o 5% del sobrenadante o pellet resuspendido 

de cada suero durante 60 min. Después del tiempo de estimulación, se retiró el 

medio y se lavaron las células con PBS. El PBS se reemplazó por una solución de 

hidróxido de sodio 0.2 N y se incubó durante la noche a 37 °C. El lisado con marca 

radiactiva se disolvió en líquido de centelleo y se leyó en un contador de centelleo 

Liquid Scintillation Analyzer 1600 TR Packard. 

5.14 Análisis Estadístico  

El análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA de una o dos vías o ANOVA de 

muestras repetidas con Dunnet, DMS, Games-Howell como pruebas Post-hoc 

utilizando SPSS, versión 25 (Armonk, NY: IBM Corp.). Considerando una p <0.05 

como significativo. El cálculo de IC50 se realizó por medio del método PROBIT. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Determinación de las condiciones óptimas de cultivo celular en 

presencia de sueros humanos 

El concepto del uso de líneas de cáncer de mama humano como biosensores de 

cambio en los componentes séricos de mujeres normopeso (IMC  25 Kg/m2) vs 

con obesidad (IMC  30Kg/m2) es novedoso. Por tal motivo no existía información 

sobre las condiciones adecuadas para llevar a cabo esta comparación, por lo 

anterior se realizó la estandarización de las condiciones óptimas de cultivo para 

realizar los ensayos con sueros humanos. La estandarización se realizó utilizando 

el suero de una mujer normopeso premenopáusica (SNP). 

6.1.1. Evaluación de la viabilidad de células MCF-7 en presencia de suero con 

y sin inactivación por calor 

Tradicionalmente el cultivo de células de mamíferos, incluyendo las células 

humanas emplean sueros animales “inactivados por calor”. Dado que la mayoría de 

los sueros empleados son heterólogos con respecto a las líneas celulares humanas 

que se utilizan para la investigación es necesario inactivar al sistema del 

complemento presente en estos sueros. El tratamiento con calor (56 ºC) por 30 min 

inactiva al factor 8 del sistema del complemento presente en el suero, eliminando 

su potencial efecto tóxico (Anderson & Anderson, 2002). Dado que este protocolo 

se basa en la adición de sueros humanos al cultivo de células humanas de cáncer 

de mama fue necesario determinar el potencial efecto tóxico de la presencia del 

sistema del complemento. Al no existir información sobre el uso de suero humano 

en cultivo celular y considerando la presencia de moléculas termosensibles que 

pudieran presentar un efecto sobre la viabilidad y la señalización celular, el primer 

paso fue determinar el efecto del suero humano con y sin inactivación del sistema 

de complemento sobre la viabilidad celular. 

Como muestra la Gráfica 1, la suplementación con 5% SFB sin inactivación tuvo 

una reducción en la viabilidad celular del 27% respecto al control (Ctr), mientras que 

bajo la suplementación con suero SNP no hubo cambios estadísticamente 

significativos respecto a Ctr. Considerando la viabilidad de Ctr como 100%, la 

viabilidad observada con suero SNP con inactivación fue de 86.54% y 97% con 

suero SNP sin inactivación. En base a los resultados anteriores, para los ensayos 
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posteriores se decidió utilizar 5% de SFB inactivado y 5% de suero SNP sin 

inactivación para conservar moléculas termosensibles. 

  

 

6.1.2. Efecto de la presencia de rojo de fenol sobre la viabilidad bajo la 

suplementación de suero humano  

Considerando que el rojo de fenol presente en los medios de cultivo es utilizado 

como indicador de pH y mimetiza al estradiol uniéndose a su receptor, decidimos 

evaluar la viabilidad en presencia o ausencia de rojo de fenol en la suplementación 

con sueros humanos. Para este ensayo evaluamos la viabilidad de la línea MCF-7 

en medio RPMI con o sin rojo de fenol (RF) bajo las diferentes suplementaciones, 

considerando el número de células a T0 como el 100%.  

La Gráfica 2 muestra que bajo la suplementación de 10% SFB (Ctr) hubo un 

incremento del 70% en la viabilidad en presencia de RF respecto a la ausencia de 

RF. Mientras en la suplementación con 5% SFB no hubo diferencia 

estadísticamente significativa entre las dos condiciones (184.9% con RF y 187.8% 

sin RF). Por otro lado, bajo la suplementación con 5% SNP en ausencia de RF hubo 

un aumento de 55% en la viabilidad respecto a la presencia de RF. Por otra parte, 

la viabilidad bajo la suplementación con suero SNP en ausencia de RF fue similar a 

la observada en la suplementación con 5 y 10% de SFB en ausencia de RF, en base 

a lo anterior se decidió utilizar medio sin RF en los ensayos posteriores. 
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Gráfica 1. Evaluación de la viabilidad de células MCF-7 en presencia de 
sueros con y sin inactivación por calor

**

**

* Comparación vs Ctr. * p0.05, ** p0.005. Ctr=control, SFB=suero fetal bovino, SNP= suero de mujer 

normopeso premenopáusica 
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6.1.3. Evaluación de protocolos de reducción de suero fetal bovino sobre la 

viabilidad de células MCF-7  

Bajo la premisa de utilizar a la célula tumoral como un biosensor de cambio en los 

componentes séricos, se planteó la idea de disminuir el estado de fosforilación basal 

de célula tumoral para así poder evaluar la respuesta a la suplementación con suero 

humano. Por tal motivo se evaluaron dos protocolos de reducción de SFB (descritos 

en materiales y métodos) en comparación a la condición estándar de cultivo sin 

reducción de SFB, iniciando con la evaluación de la viabilidad celular.  

En la gráfica 3, utilizando el número de células a T0 como el 100%, se observa que 

el protocolo 2 de reducción de SFB (P2) presentó una menor tasa de viabilidad en 

Ctr en comparación con el protocolo sin reducción de SFB (SR) y el protocolo 1 de 

reducción de SFB (P1) (76 y 68%, respectivamente). En la suplementación con 5% 

SFB no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los tres protocolos 

(338%, 327% y 314%, respectivamente). Mientras en la suplementación con 5% 

SNP, el protocolo SR presentó menor tasa de viabilidad en comparación con los 

protocolos 1 y 2 (74 y 110%, respectivamente). Los resultados anteriores 

demostraron que la reducción de SFB independiente del protocolo resulta en un 

aumento de la viabilidad. 
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Gráfica 2. Efecto en la viabilidad de células MCF-7 en presencia o 

ausencia de rojo fenol en el medio de cultivo 
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** ** **
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## ##

* Comparación vs T0, ## vs Con RF misma suplementación. * p0.05, ** p0.005. Ctr=control, 

SFB=suero fetal bovino, SNP= suero de mujer normopeso premenopáusica 
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Al comparar las diferentes suplementaciones (10% de SFB, 5% SFB y 5% SNP) de 

un mismo procedimiento de reducción de SFB, en la Gráfica 4 se observa que en el 

protocolo sin reducción (SR) hubo una disminución en la viabilidad del 23% bajo la 

estimulación con 5% SNP respecto a Ctr. Para el protocolo 1 se observó una 

disminución en la viabilidad del 8% bajo la suplementación con 5% SFB respecto a 

Ctr. Finalmente, en el protocolo 2, la suplementación con 5% SNP indujo un 

aumento en la viabilidad del 35% en comparación a Ctr. 
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Gráfica 3. Efecto en la viabilidad de la línea MCF-7 por diferentes protocolos 

de reducción de SFB 
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Gráfica 4. Comparación de la víabilidad de la línea MCF-7 con diferentes 
protocolos de reducción de SFB y diferente tipo de suplementación 
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* Comparación vs Sin reducción. * p0.05, ** p0.005. Ctr=control, SFB=suero fetal bovino, SNP= 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

* Comparación vs Ctr mismo protocolo de reducción. * p0.05, ** p0.005. Ctr=control, SFB=suero 

fetal bovino, SNP= suero de mujer normopeso premenopáusica 
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6.1.4. Evaluación de protocolos de reducción de suero fetal bovino sobre la 

fosforilación de Akt en células MCF-7  

Posteriormente evaluamos el estado de fosforilación de Akt en células sometidas a 

los dos protocolos de reducción de SFB considerando como punto de partida la 

fosforilación de Akt sin estímulo (T0, con valor de 1) de cada protocolo de ayuno. 

Como se observa en la Figura 14 y la gráfica 5 el protocolo 1 presentó mayor 

incremento en pAkt (1 vez) en comparación al protocolo 2 cuando las células fueron 

estimuladas con Ins. Por otra parte, cuando las células fueron estimuladas con 

suero SNP, en ambos protocolos hubo una reducción en pAkt, pero fue mayor en el 

protocolo 2 con una reducción de 0.31 veces (SNP-Ayuno 2) en comparación con 

SNP-Ayuno 1. 

 

 

 

 

 

 

Con los resultados anteriores se decidió utilizar el protocolo 1 de reducción de SFB 

para el resto de los experimentos, debido a que no presentó diferencias 

significativas en la viabilidad bajo las diferentes suplementaciones y permitió 

observar mayores incrementos en la fosforilación de Akt bajo los diferentes 

estímulos, tanto con insulina como SNP. 

 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Ayuno 1 Ayuno 2

V
e

ce
s 

d
e

 C
am

b
io

Gráfica 5. Niveles de fosforilación de Akt en 
células MCF-7 sometidas a diferentes 

protocolos de ayuno
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Figura 14. Western Blot de Akt en células MCF-

7 sometidas a diferentes protocolos de 

reducción de SFB. Células estimuladas con 0.5 

lU/ml insulina y 5% suero de mujer normopeso 

premenopáusica (SNP). T0 = antes de estimular; 

10 min = 10 min estimulación. 

* Comparación vs T0 mismo ayuno. * p0.05, ** p0.005. 

Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica 
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6.1.5. Efecto de la concentración de glucosa sobre la viabilidad de células 

MCF-7 en respuesta a diferentes tipos de suplementación 

Se ha reportado que la presencia de altas concentraciones de glucosa en el medio 

de cultivo puede afectar la respuesta de las células tumorales a la presencia de 

metformina (Nasir et al, 2019). Además, desconocíamos el efecto de la 

concentración de glucosa bajo la suplementación con sueros humanos, por lo que 

decidimos evaluar el efecto de la concentración de glucosa en el medio de cultivo 

sobre la viabilidad celular. Considerando los medios de cultivo estándar para el 

cultivo de las diferentes líneas de cáncer de mama (MEM, RPMI y DMEM), 

utilizamos 5.5 mM, 11.11 mM y 25 mM de glucosa en el medio de cultivo. 

En la Gráfica 6 se observa que bajo una concentración de glucosa de 5.5 y 25 mM, 

la suplementación con 5% SFB tuvo una reducción en la viabilidad de 14 y 11% en 

comparación a su respectivo Ctr. Mientras bajo la suplementación con 5% SNP, en 

concentraciones de glucosa de 5.5 y 25 mM de glucosa, hubo una reducción en la 

viabilidad de 18 y 34% en comparación a su respectivo Ctr. En base a los resultados 

anteriores, la concentración de glucosa de 11.11 mM fue la óptima para realizar los 

ensayos con suero humano. 
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Gráfica 6. Efecto en la viabilidad de la línea MCF-7 por diferentes 
concentraciones de glucosa en el medio de cultivo

T0

Ctr

SFB (5%)

SNP (5%)

**
*

**

*

* Comparación vs T0 misma concentración de glucosa. * p0.05, ** p0.005. Ctr=control, SFB=suero 
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6.2. Determinación de los Biosensores Celulares de Cáncer de Mama para 

la evaluación de sueros de mujeres eutróficas vs con obesidad 

(Selección del Biosensor) 

Tomando en consideración que el tratamiento con metformina ha sido asociado a 

un efecto protector contra el desarrollo de cáncer de mama, el uso de la célula 

tumoral como biosensor se planteó para evaluar los cambios en la concentración de 

moléculas séricas que son reguladas por el tratamiento con metformina. Por lo que 

después del establecimiento de las condiciones óptimas para llevar a cabo los 

experimentos con sueros humanos, se procedió a determinar cuáles líneas 

celulares de los diferentes subtipos de cáncer de mama podrían ser utilizadas en 

cultivo con suero humano. 

Los criterios evaluados para la elección de los biosensores celulares fueron: 

tolerancia al suero humano sin inactivar, IC50 de metformina bajo suplementación 

de suero humano, evaluación de cambios en el estado de fosforilación de la vía de 

la insulina e inhibición de la vía Akt/p70S6K por metformina. 

6.2.1.  Determinación de la tolerancia a suero humano sin inactivar en un 

panel de líneas celulares de cáncer de mama 

Previamente habíamos determinado el uso de suero humano sin inactivación del 

sistema del complemento, sin embargo, desconocíamos sí todas las líneas de 

cáncer de mama presentaban la misma respuesta, por lo que evaluamos la 

tolerancia a la suplementación con suero humano sin inactivación.  

En la Gráfica 7 se observa que la mayoría de las líneas de cáncer de mama que 

conformaron nuestro panel fueron tolerantes al suero humano sin inactivación 

(SNP), excepto la línea T47D que tuvo una reducción en la viabilidad del 86% 

respecto a Ctr. Mientras las líneas MCF-10A, SKBR3 y MDA-MB-231 presentaron 

una reducción en la viabilidad del 12-21% respecto a Ctr. Contrario al efecto que 

tuvo la línea DSG-BC1 que aumento la viabilidad 10%. Con los datos anteriores la 

línea T47D fue descartada como posible biosensor por presentar baja viabilidad en 

respuesta a suero humano sin inactivación. 
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Gráfica 7. Tolerancia a suero humano en un panel de líneas celulares de cáncer de mama
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6.2.2.  Determinación de la IC50 de metformina en un panel de líneas celulares 

de cáncer de mama 

En estudios donde han evaluado el efecto antitumoral de metformina reportan una 

concentración biodisponible del fármaco menor a 5 mM. Por lo que determinamos 

la IC50 del fármaco que presentan las diferentes líneas de cáncer de mama. Esto 

nos permitiría discriminar sí el efecto observado era consecuencia de los cambios 

metabólicos producidos por el tratamiento con el fármaco o eran resultado de la 

presencia de metformina en el suero, cuando analizamos los sueros de pacientes 

que recibieron tratamiento con metformina por 10 semanas (Gráfica 29). 

Como se observa en la Tabla 8 y Gráfica 8, la mayoría de las líneas celulares de 

cáncer de mama que conformaron nuestro panel, en presencia de 5% SNP 

presentaron una IC50 de metformina más baja en comparación a la suplementación 

con 5% SFB. Excepto en la línea MCF-10A que presentó un IC50 similar en ambas 

suplementaciones (31.9 mM y 31.2 mM) y en la línea BT-474R que tuvo una IC50 

más alta en presencia de suero SNP (45.5 mM). Mientras las líneas DSG-BC2, 

SKBR3 y MDA-MB-468 fueron descartadas por presentar valores de IC50 menores 

o muy cercanos a 5 mM (9.6 mM, 6.6 mM y 3.6 mM, respectivamente). 

 

 

Tabla 8. IC50 de Metformina en un panel de líneas celulares de Cáncer de Mama 

Subtipo 
Molecular 

Línea Celular IC50 SFB 
(mM) 

IC50 SNP 
(mM) 

IC50 
Promedio 
SFB (mM) 

IC50 
Promedio 
SNP (mM) 

Luminal A MCF-7 14.58 7.1 

13.5 6.3 DSG-BC-1 14.75 9.64 

DSG-BC-2 11.29 2.31 
Luminal B ZR-75-30 35.7 20.66 

41.94 26.86 BT-474 50 14.38 

BT-474R 40.13 45.55 

Her-2+ SKBR-3 11.27 6.64 
12.52 8.36 

SKBR-3R 13.77 10.09 

Triple 
Negativo 

MDA-MB-231 26.8 14.21 

16.1 8.7 MDA-MB-468 7.69 3.68 
ECL-1 14.1 8.26 
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Además, se observa que el subtipo luminal B fue más resistente a metformina al 

presentar una IC50 promedio de 41.94 mM bajo suplementación con SFB y 26.86 

mM en presencia de SNP. Mientras el subtipo luminal A fue más sensible a 

metformina, ya que presentó una IC50 promedio de 13.5 mM con SFB y 6.35 mM 

con SNP. 

6.2.3. Evaluación de los niveles de fosforilación de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K por estimulación con suero humano y metformina 

Posteriormente se evaluaron los niveles de fosforilación de moléculas de la vía 

IR/Akt/p70S6K en las líneas que no habían sido descartadas como posibles 

biosensores. La elección se basó en la activación por estimulación con insulina (Ins) 

como control positivo y con suero SNP. También se consideró la activación de LKB1 

e inhibición de la señalización de Akt/p70S6K por exposición a metformina en 

ausencia de estimulación con insulina. El estado de fosforilación de todos los 

elementos de la vía de señalización y el total de cada elemento se evaluó a los 10 

min de estimulación comparándolos con el estado de fosforilación antes del estímulo 

(T0). 
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En la Figura 15 y Gráfica 9 se observa que en la línea MCF-10A bajo estimulación 

con Ins hubo un aumento de 0.7 veces en fosfo receptor de insulina (pIR) y 1.4 

veces en pAkt en comparación con T0. Sin embargo, bajo la misma estimulación 

con insulina, pLKB1 presentó una reducción de 0.48 veces respecto a T0. En la 

estimulación con SNP se observa un aparente aumento en la fosforilación de pIR 

(Gráfica 9 y Figura 15 tercer carril; SNP) sin embargo, una vez normalizado contra 

IR total hubo una reducción de 0.56 veces en pIR. Contrario al aumento de 1.35 

veces en pLKB1 en comparación a T0 bajo estimulación con SNP. Bajo el estímulo 

con metformina (Metf) hubo un incremento de 0.35 veces en pIR y 0.4 veces en 

pAkt, mientras pLKB1 tuvo una reducción de 0.18 veces y pp70S6K de 0.22 veces 

respecto a T0. Aunque la línea MCF-10A tuvo una respuesta favorable a la 

estimulación con Ins, fue descartada como biosensor por no presentar una 

activación de la vía bajo el estímulo con SNP y al presentar un aumento en la 

activación de la señalización por el estímulo con metformina. 

  

 

 

 

 

 

Figura 15. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células MCF-10A.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 9. Niveles de fosforilación en MCF-
10A

T0 Ins SNP Metf
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* Comparación vs T0 de cada molécula. * p0.05, ** 

p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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Para la línea MCF-7 se observó un aumento en la fosforilación de todos los 

elementos analizados en respuesta a Ins. En donde se presentó un aumento de 1.3 

veces en pIR, 0.68 veces en pLKB1, 1 vez en pAkt y 0.8 veces en pp70S6K bajo 

estimulación con Ins en comparación a T0. Al estimular con SNP, pIR incrementó 

0.6 veces, 0.7 veces en pLKB1 y 0.2 veces en pp70S6K respecto a T0. Bajo 

estimulación con metformina, pIR presentó un decremento de 0.31 veces y 0.33 

veces en pAkt, mientras pp70S6K tuvo un aumento de 0.36 veces respecto a T0. 

En base a los resultados anteriores esta línea fue elegida como posible biosensor, 

al presentar una activación de la vía por estimulación con Ins y SNP, y por presentar 

inhibición de la señalización bajo exposición a metformina (Figura 16 y Gráfica 10). 

  

 

 

 

En la línea DSG-BC1 (Figura 17 y Gráfica 11) la estimulación con Ins generó un 

incremento de 0.5 veces en pLKB1 y 0.2 veces en pp70S6K en comparación con 

T0. En la estimulación con SNP hubo un incremento de 4.2 veces en pLKB1 y 0.5 

veces en pp70S6K. Por otra parte, bajo estimulación con metformina hubo un 

aumento de 0.62 veces en pIR, 4 veces en pLKB1, además de una disminución de 

Figura 16. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células MCF-7.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 10. Niveles de fosforilación en MCF-7

T0 Ins SNP Metf
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* Comparación vs T0 de cada molécula. * p0.05, ** 

p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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0.12 veces en pAkt respecto a T0. Por lo anterior, esta línea se descartó como 

posible biosensor al presentar un incremento en la fosforilación de pLKB1 en todas 

las estimulaciones pese al incremento en la señalización de la vía de estudio. 

Además de la falta de caracterización profunda de esta línea celular.  

  

 

 

 

Para la línea ZR-75-30 (Figura 18 y Gráfica 12) se presentó un aumento de 1.14 

veces en pIR, 0.2 veces en pLKB1, 0.94 veces en pAkt y 0.6 veces en pp70S6K 

bajo estimulación con Ins en comparación con T0. Con estimulación con SNP, hubo 

un incremento de 0.47 veces en pIR y 0.4 veces en pAkt, mientras pLKB1 tuvo una 

reducción de 0.12 veces respecto a T0. Bajo estimulación con metformina se 

incrementó 0.35 veces pIR y 0.22 veces pp70S6K en comparación a T0. Pese al 

incremento en la fosforilación de IR y p70S6K bajo estimulo con metformina, esta 

línea fue considerada como un posible biosensor debido a que presentó una 

adecuada activación de la vía bajo estimulación con Ins y SNP.  

 

 

Figura 17. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células DSG-BC1.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 11. Niveles de fosforilación en DSG-
BC1

T0 Ins SNP Metf
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* Comparación vs T0 de cada molécula. * p0.05, ** 

p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 

 



56 
 

 

 

 

 

La Figura 19 y Gráfica 13 muestran los resultados de la línea BT-474, en donde bajo 

estimulación con Ins hubo un aumento de 0.77 veces en pLKB1 respecto a T0. Bajo 

estimulación con SNP, hubo una reducción de 0.46 veces en pIR, un aumento de 

0.61 veces en pLKB1, 0.26 veces en pAkt y 1.3 veces en pp70S6k respecto a T0. 

Bajo estimulación con metformina hubo aumento de 0.78 veces en pLKB1, 0.91 

veces en pAkt y 0.35 veces en pp70S6K en comparación a T0. En base a lo anterior, 

esta línea se descartó como biosensor ya que presentó un aumento en la 

señalización por estimulación con metformina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células ZR-75-30.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 12. Niveles de fosforilación en ZR-75-
30

T0 Ins SNP Metf
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p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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En la línea BT-474R (resistente a Trastuzumab) (Figura 20 y Gráfica 14), la 

estimulación con Ins disminuyó 0.73 veces en pIR y 0.22 veces en pLKB1, pero 

aumento 0.46 veces en pp70S6k en comparación con T0. Bajo estimulación con 

SNP hubo una disminución de 0.74 veces en pIR, 0.29 veces en pLKB1, 0.12 veces 

en pAkt y 0.13 veces en pp70S6K respecto a T0. En presencia de metformina hubo 

un decremento de 0.5 veces en pIR, 0.33 veces en pLKB1 y 0.2 veces en pp70S6K 

respecto a T0. Por los resultados anteriores, la línea fue descartada como 

biosensor, pues no presentó activación de la vía por estimulación con Ins ni por 

SNP. 
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Gráfica 13. Niveles de fosforilación en BT-474

T0 Ins SNP Metf
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Figura 19. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células BT-474.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 

 

 

* Comparación vs T0 de cada molécula. * p0.05, ** 

p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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En la Figura 21 y Gráfica 15 se observa que la línea SKBR3R (resistente a 

Trastuzumab) tuvo un incremento en la fosforilación de 0.72 veces en pIR, 1.4 veces 

en pAkt y 1 vez en pp70S6K, mientras pLKB1 presentó un decremento de 0.19 

veces respecto a T0. El estímulo con SNP presentó un incremento de 0.81 veces 

en pIR, 0.63 veces en pAkt y 0.22 veces en pp70S6K respecto a T0. Bajo el estímulo 

con metformina se presentó un aumento de 1.6 veces en pIR, 0.26 veces en pAkt y 

0.45 veces en pp70S6K comparado con T0. Aunque esta línea presentó la 

activación de la vía de señalización por estimulo con Ins y SNP, fue descartada por 

el incremento en la señalización por estimulación con Metf y la falta de 

caracterización profunda. 

 

 

 

 

Figura 20. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células BT-474R.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 14. Niveles de fosforilación en BT-
474R

T0 Ins SNP Metf
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p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 
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En la línea MDA-MB-231 (Figura 22 y Gráfica 16), la estimulación con Ins indujo un 

aumento de 0.44 veces en pIR, 0.24 veces en pLKB1, 0.98 en pAkt y 0.18 veces en 

pp70S6K en comparación a T0. Por estimulación con SNP hubo un aumento de 

0.27 veces en pIR, 1 vez en pLKB1 y 0.29 veces en pAkt respecto a T0. Bajo la 

estimulación con metformina se presentó un incremento de 0.79 veces en pLKB1, 

pero hubo una reducción en pAkt de 0.12 veces. Por haber presentado una 

adecuada activación de la vía de señalización con estimulación con Ins y SNP, la 

línea MDA-MB-231 fue considerada como posible biosensor. 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células SKBR-3R.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 15. Niveles de fosforilación en SKBR-
3R

T0 Ins SNP Metf
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p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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La Figura 23 y la Gráfica 17 muestran que en la línea ECL-1 por estimulación con 

Ins hubo un aumento de 1.4 veces en pIR, 0.4 veces en pLKB1,0.58 veces en pAkt 

y 1.1 veces en pp70S6K respecto a T0. Bajo la estimulación con SNP hubo un 

incremento de 0.48 veces en pIR, 0.24 veces en pLKB1, 0.17 veces en pAkt y 0.35 

veces en pp70S6K en comparación a T0. En la estimulación con metformina se 

presentó un aumento de 0.4 veces en pIR, 0.61 veces en pLKB1 y 0.21 veces en 

pp70S6K respecto a T0. Aunque la línea presentó una activación de la vía de 

señalización bajo el estímulo con In y SNP fue descartada como biosensor debido 

al aumento de la señalización por estimulo con metformina y la falta de 

caracterización profunda. 
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Gráfica 16. Niveles de fosforilación en MDA-
MB-231

T0 Ins SNP Metf
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Figura 22. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células MDA-MB-231.  

Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica 

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). T0 = antes 

de estimular; 10 min = 10 min estimulación. 

 

 

* Comparación vs T0 de cada molécula. * p0.05, ** 

p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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De los resultados anteriores, las líneas que fueron elegidas como posibles 

biosensores para evaluar las diferencias en moléculas séricas entre mujeres 

eutróficas y con obesidad fueron: MCF-7, ZR-75-30 y MDA-MB-231. Además, en la 

mayoría de las líneas se observó la presencia de una banda extra con el anticuerpo 

de pAkt Ser 473 que apareció únicamente bajo el estímulo con suero de mujer 

premenopáusica normopeso (SNP), la cual se evaluó posteriormente (Anexo 1). Por 

otra parte, se observó que en presencia de metformina algunas líneas presentaron 

una inhibición de la señalización desde los 10 min de exposición a nivel IR de 

manera independiente a la activación de LKB1. 

6.2.4 Comparación de la viabilidad por sueros de mujeres premenopáusicas 

eutróficas vs con obesidad en líneas celulares de cáncer de mama  

Al identificar a las líneas MCF-7, ZR-75-30 y MDA-MB-231 como las líneas de 

cáncer de mama que presentaron activación de la vía de PI3K/Akt por estimulación 

con suero humano, se procedió a evaluar cuál de estas líneas podría discernir entre 

sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas (SNP) en comparación con mujeres 

premenopáusicas con obesidad (SOP). 

Figura 23. Western Blot de moléculas de la vía 

IR/Akt/p70S6K en células ECL-1.  Células 

estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% suero 

de mujer normopeso premenopáusica (SNP) y 

5 mM de metformina (Metf). T0 = antes de 

estimular; 10 min = 10 min estimulación. 
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Gráfica 17. Niveles de fosforilación en ECL-1

T0 Ins SNP Metf
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* Comparación vs T0 de cada molécula. * p0.05, ** 

p0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso 

premenopáusica, Metf=metformina 
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Como se mencionó anteriormente, las mujeres con obesidad presentan un mayor 

riesgo de desarrollar cáncer de mama, por lo que decidimos comparar el efecto de 

sueros de mujeres con obesidad vs normopeso. A través de una prueba piloto se 

determinó por medio del programa G Power un tamaño de muestra de 10 sueros 

para cada grupo (eutrófico vs obeso), con un poder estadístico del 80%, 90% de 

confianza y α=0.05. Una vez colectadas las muestras se evaluaron algunas 

características metabólicas. En la Tabla 9 se describen las características de cada 

grupo, donde se observa que los triglicéridos presentaron una diferencia 

estadísticamente significativa entre mujeres normopeso vs con obesidad. 

Tabla 9. Características de Sueros premenopáusicos Eutróficos y Obesos 

Característica SNP SOP 

Peso 56±4.2 84.6±13.5** 

Estatura 1.61 ± 0.04 1.62 ± 0.06 

IMC 21.5 ± 0.8 33.5 ± 4.2 

Edad 31±6.5 31.8±4.5 
Glucosa (mg/dL)  84.6±9.7 86.3±4.1 

Colesterol Total (mg/dL) 167.1±11.6 173.6±39 

Colesterol HDL (mg/dL) 48.6±8.1 56.6±26.7 

Colesterol LDL (mg/dL) 101.6±7.5 98.8±21.7 

Triglicéridos (mg/dL) 86.9±14.9 160.3±13.5** 

Tipo Sanguíneo O+ 7 
A+ 2 
B+ 1 

O+ 7 
O- 1 
A+ 2 

 

En un estudio previo de nuestro laboratorio (Hernández, 2016) se determinó que 

existe un efecto diferencial sobre la viabilidad de la línea MCF-7 al comparar sueros 

de mujeres con diferentes características metabólicas. Tomando estos datos 

decidimos comparar la viabilidad celular. En la Gráfica 18 se observa que en la línea 

MCF-7 la suplementación con 5% SFB presentó una disminución en la viabilidad 

del 9% respecto a Ctr, contrario al incremento del 22% bajo estimulación con 5% 

SOP. Mientras al comparar contra 5% SFB el aumento fue del 31% bajo 

estimulación con 5% SOP. Por otra parte, hubo un incremento del 20% bajo 

estimulación con 5% SOP respecto a SNP. 

Para la línea ZR-75-30 (Gráfica 18), la suplementación con 5% SNP indujo una 

reducción del 13% respecto a Ctr. Por otra parte, al comparar contra 5% SFB y entre 

sueros humanos no hubo diferencias estadísticamente significativas. 
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En la línea MDA-MB-231 (Gráfica 18), no hubo diferencias estadísticamente 

significativas al comparar contra Ctr o 5% SFB, ni al comparar entre sueros 

humanos. 

 

 

Los resultados anteriores demostraron que las líneas ZR-75-30 y MDA-MB-231 no 

pudieron diferenciar adecuadamente entre los dos tipos de sueros humanos. Para 

la línea ZR-75-30 ambos grupos presentaron una tasa de viabilidad similar, mientras 

la línea MDA-MB-231 presentó mayor variabilidad en la respuesta a los diferentes 

sueros de cada grupo, por lo que la dispersión fue mayor, razones por las que estas 

líneas se descartaron para ser utilizadas para comparar sueros humanos con 

características metabólicas diferentes. Por otra parte, la línea MCF-7 fue capaz de 

discernir entre ambos tipos de suero con un rango dinámico mayor, lo que permitió 

diferenciar cambios pequeños entre los sueros de ambos grupos de estudio. 
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Gráfica 18. Comparación de la viabilidad en líneas de cáncer de mama 
por exposición a sueros eutroficos vs obesos

T0

Ctr

SFB (5%)
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SOP (5%)
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##
$

* Comparación vs Ctr de cada línea, # vs SFB, $ SNP. * p0.05, ** p0.005. Ctr=control, SFB=suero fetal bovino, 

SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad premenopáusicas 
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6.3. Comparación de sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con 

obesidad (Validación del Modelo) 

Una vez que se determinó a través de la viabilidad celular que la línea MCF-7 podía 

diferenciar entre sueros con diferentes características metabólicas, el siguiente 

paso fue validar el modelo a través de la evaluación de diferentes parámetros 

biológicos que a su vez serviría como una caracterización inicial del efecto de estos 

grupos de sueros sobre la célula tumoral,  complementando la poca información que 

existe sobre el uso de sueros humanos en cultivo celular. 

6.3.1 Curso temporal de activación de la vía IR/Akt/p70S6K por exposición a 

sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con obesidad 

Si bien es conocido que en tumores de cáncer de mama de mujeres con obesidad 

existe un incremento en la activación de Akt, se desconoce el mecanismo por el 

cual se da esta activación. Por lo que decidimos realizar un curso temporal de la 

activación de la vía IR/Akt/p70S6K para determinar sí parte de este incremento era 

mediado por una activación temprana por la exposición a sueros con características 

metabólicas diferentes. En la Figura 24 se presenta el Western Blot de moléculas 

de la vía IR/Akt/p70S6K en un curso temporal después de la estimulación con 

sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con obesidad. 

 

 

Figura 24. Western Blot de curso temporal de moléculas de la vía IR/Akt/p70S6K en células 

MCF-7 por estimulación con sueros humanos.  Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% 

suero de mujer normopeso premenopáusica (SNP) y 5% suero de mujer con obesidad 

premenopáusica (SOP). 
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La estimulación con sueros SOP incremento la fosforilación del receptor de insulina 

(IR) desde los primeros 5 min de estimulación de manera constante hasta los 60 

min, presentado el pico de activación a los 10 min con un incremento de 0.45 veces 

respecto a T0. Por su parte, la estimulación con sueros SNP presentó a los 10 min 

de estimulación el mayor nivel de fosforilación, aunque fue similar a T0. Al comparar 

los promedios de cada curso temporal, se observó que los sueros SOP aumentaron 

0.46 veces la fosforilación de IR respecto a SNP (Gráfica 19). 

A nivel de Akt (Gráfica 19), la estimulación con sueros SOP presentó un incremento 

en la fosforilación desde los primeros 5 min de manera constante hasta los 60 min, 

donde el pico máximo se observó a los 10 min con un incremento de 1.68 veces 

respecto a T0. Mientras la estimulación con SNP presentó un incremento gradual a 

partir de los 10 min de estimulación, alcanzando el pico de fosforilación a los 60 min 

con un aumento de 0.9 veces respecto a T0. Al comparar los promedios de cada 

curso temporal, se observó un aumento de 1.2 veces por estimulación con sueros 

SOP respecto a SNP. Por otra parte, se observó que bajo la estimulación con sueros 

SNP los niveles de Akt total fueron disminuyendo a lo largo del tiempo, contrario a 

lo observado por estimulación con sueros SOP en donde los niveles de la proteína 

total fueron constantes. 

Para p70S6K (Gráfica 19), la estimulación con sueros SOP indujo un incremento 

paulatino en la fosforilación de la proteína, alcanzando un incremento máximo de 

0.9 veces a los 30 min de estimulación en comparación a T0 pese a la activación 

temprana de Akt. Por otro lado, la estimulación con SNP incremento paulatinamente 

la fosforilación de p70S6K hasta alcanzar el pico a los 60 min con un incremento de 

0.5 veces respecto a T0. Al comparar los promedios de cada curso temporal, se 

observó que los sueros SOP aumentaron 0.35 veces la fosforilación respecto a 

SNP. 
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Gráfica 19. Comparación del curso temporal de activación de la vía 

IR/Akt/p70S6K por estimulación con SNP vs SOP
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De forma general, los sueros SOP promovieron la activación temprana de las tres 

moléculas evaluadas en comparación a sueros SNP. Por otra parte, la molécula que 

presentó mayor diferencia en su fosforilación al comparar ambos tipos de suero fue 

Akt. 

6.3.2 Evaluación de los niveles de mRNA de isoformas de Akt por estimulación 

con sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con obesidad 

Con los resultados del ensayo anterior, al realizar las densitometrías de los Western 

Blots se determinó que la exposición a sueros SNP generó una disminución en los 

niveles de Akt total no así en las estimulaciones con sueros de mujeres 

premenopáusicas con obesidad, por lo que se decidió determinar los niveles de 

mRNA por estimulación de sueros SNP y SOP en un curso temporal. En la Figura 

25 se observan los geles de agarosa para cada isoforma de Akt, utilizando PPIA 

como control constitutivo. 

 

 

 

 

 

 

 

En la Gráfica 20 se observa que los niveles de Akt-1 mRNA bajo estimulación con 

sueros SNP disminuyó 0.5 veces a los 5 min respecto a T0 y presentó un aumento 

gradual hasta alcanzar los niveles de expresión de T0 a los 30 min de estimulación. 

Mientras bajo estimulación con sueros SOP se observó un aumento de 0.96 veces 

a los 5 min respecto a T0 y se mantuvo constante hasta los 60 min de estimulación. 

Al comparar los dos cursos temporales se encontró que los sueros SOP 

incrementaron 1.25 veces los niveles de expresión de Akt-1 mRNA en comparación 

a SNP. 

Figura 25. Gel de agarosa de productos de RT-PCR de Akt-1, Akt-2, Akt-3 y PPIA de 

células MCF-7 estimuladas en un curso temporal con sueros SNP y SOP. Células 

estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% suero de mujer normopeso premenopáusica (SNP) 

y 5% suero de mujer con obesidad premenopáusica (SOP). 
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Bajo estimulación con sueros SNP, los niveles de expresión de Akt-2 mRNA 

disminuyeron 0.47 veces a los 5 min de estimulación comparado a T0 hasta 

alcanzar un aumento de 0.72 veces a los 60 min. Por su parte, la estimulación con 

sueros SOP indujo un incremento de 0.11 veces a los 5 min de estimulación 

respecto a T0 hasta alcanzar un aumento de 0.81 veces a los 10 min. Comparando 

los dos cursos temporales se encontró que los sueros SOP indujeron un incremento 

de 0.87 veces en comparación de SNP (Gráfica 20). 

La estimulación con suero SNP presentó una reducción de 0.16 veces a los 5 min 

de estimulación respecto a T0 en los niveles de expresión de Akt-3 mRNA, hasta 

presentar un incremento de 0.5 veces a los 60 min. Mientras la estimulación con 

sueros SOP indujo un incremento de 0.3 veces a los 5 min de estimulación respecto 

a T0 y alcanzó un incremento de 0.6 veces a los 30 min. Al comparar los cursos 

temporales, se observó que bajo estimulación con sueros SOP hubo un incremento 

de 0.4 veces en los niveles de expresión de Akt-3 mRNA en comparación a SNP 

(Gráfica 20). 
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Gráfica 20. Niveles de expresión de mRNA  de isoformas de Akt bajo estimulación con 
sueros humanos
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6.3.3 Evaluación de la migración celular bajo suplementación con sueros de 

mujeres premenopáusicas eutróficas vs con obesidad 

Otra de las características del cáncer que se han visto modificados por la presencia 

de obesidad es la metástasis, ya que la migración in vitro es un subrogado de esta 

característica evaluamos la migración celular comparando el efecto de sueros de 

mujeres premenopáusicas normopeso vs con obesidad. 

Al evaluar la migración en la línea MCF-7, en la Figura 26 y Gráfica 21 se observa 

que bajo la suplementación con sueros SOP hubo un incremento en la migración 

celular de 102% y 29% por SNP en comparación a SFB. Mientras al comparar entre 

sueros humanos,  los sueros SOP indujeron   74% mayor migración en comparación 

a sueros SNP. 

 Figura 26. Micrografía de células MCF-7 que atravesaron la membrana de “transwell” en 

respuesta a la estimulación con sueros humanos. Células estimuladas con 5% SFB, 5% sueros de 

mujeres normopeso premenopáusicas (SNP) y 5% sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas (SOP). 
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Gráfica 21. Migración de células MCF-7 bajo suplementación con 
sueros de mujeres premenopáusicas con diferente IMC
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SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con 

obesidad premenopáusicas 
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Estos resultados muestran que la adición de suero, tanto bovino como humano 

incrementa la migración a través de la membrana del “transwell”. La mayor 

migración inducida por el suero SOP sugiere una diferente composición sérica 

enriquecida con factores que promueven la migración. 

6.3.4 Comparación del efecto citotoxico de metformina bajo la suplementación 

con sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con obesidad 

Aunque existe amplia evidencia del efecto citotoxico de la metformina en cultivo 

celular, se desconoce cuál es el efecto del fármaco en presencia de sueros 

humanos. Para descartar que los efectos que pudiéramos observar por los sueros 

de mujeres con tratamiento con metformina fuera consecuencia de la presencia del 

fármaco en el suero, decidimos realizar una caracterización del efecto de la 

concentración mínima reportada en cultivo celular del fármaco (5 mM) en presencia 

de sueros humanos. 

Como muestra la Gráfica 22, hubo una reducción en la viabilidad dependiente de la 

concentración de metformina en el medio. En el caso de la suplementación con SFB 

se presentó una IC50 de 16.4 mM de metformina, en la suplementación con sueros 

SNP la IC50 fue de 12.7 mM y en la suplementación con sueros SOP la IC50 fue de 

19 mM. Los datos anteriores mostraron que las células MCF-7 presentaron mayor 

sensibilidad a metformina bajo la suplementación con sueros SNP, efecto contrario 

al observado bajo suplementación con sueros SOP. 
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Gráfica 22. Efecto de metformina sobre la viabilidad en células MCF-7 
en presencia de sueros humanos 
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6.3.5 Efecto de la presencia de metformina sobre la captación de glucosa bajo 

suplementación con sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con 

obesidad 

Al ser un regulador de la captación de glucosa, la metformina podría regular el efecto 

Warburg en las células tumorales, por lo que decidimos evaluar el efecto del 

fármaco en la captación de glucosa de las células MCF-7. En la Gráfica 23 se 

observa que bajo la suplementación con sueros SNP hubo un incremento en la 

captación de glucosa del 12% en comparación a sueros SOP. Por otra parte, en 

presencia de metformina no se obtuvieron diferencias estadísticamente 

significativas, pero se observaron dos comportamientos: 1) bajo suplementación 

con sueros SNP hubo una reducción en la captación de glucosa y 2) bajo 

suplementación con sueros SOP hubo un incremento en la captación de glucosa. 

 

 

6.4 Selección de la población para la intervención farmacológica con 

metformina 

Al validar que la línea MCF-7 fue la única línea de cáncer de mama que podía ser 

utilizada como biosensor, se procedió a determinar la población de mujeres con 

obesidad en la cual se podría llevar a cabo la intervención farmacológica con 

metformina, ya que se desconocía si podría existir un efecto diferencial de 

Ins=insulina, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres 

con obesidad premenopáusicas 
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metformina mediado por el estado hormonal de la mujer, pues la mayor parte de los 

estudios retrospectivos que reportan el efecto antitumoral de metformina se han 

realizado en mujeres posmenopáusicas. Por lo anterior, comparamos los sueros de 

mujeres pre y posmenopáusicas eutróficas vs con obesidad.  

En la Tabla 10 se muestran algunos parámetros metabólicos de los grupos de 

estudio. Donde los triglicéridos presentaron diferencias estadísticamente 

significativas entre mujeres normopeso y con obesidad, tanto pre como 

posmenopáusicas. Mientras el colesterol HDL presentó diferencias significativas 

entre mujeres normopeso vs con obesidad del grupo de posmenopausia. 

 

6.4.1. Comparación de la viabilidad por sueros de mujeres eutróficas vs 

con obesidad con diferente estatus hormonal  

Para la selección de la población en la que aplicaríamos la maniobra farmacológica, 

en principio evaluamos el efecto de los diferentes tipos de sueros humanos sobre la 

viabilidad celular. Como se muestra en la Gráfica 24, los sueros SOP presentaron 

un aumento del 20% en comparación con Ctr, 29% en comparación con 5% SFB y 

25% en comparación con SNP. Mientras que los sueros de mujeres 

posmenopáusicas con obesidad (SOPost) mostraron un aumento del 16% en 

comparación con el 5% de SFB y 14% en comparación a SNP.  

 

Tabla 10. Características metabólicas de sueros de mujeres pre- y posmenopáusicas 
con diferentes IMC 

Característica Premenopausia Posmenopausia 

SNP 
n= 10 

SOP 
n= 10 

SNPost 
n=2 

SOPost 
n=10 

Peso 56.3±4.2 84.6±13.5** 56.5±6.3 98±12.3** 

Estatura 1.59 ± 0.05 1.6 ± 0.054 1.5 ± 0.03 1.6 ±0.06 

IMC 20.9± 1.67 32.8 ± 4.5** 23.4 ± 0.41 40.2± 7.2** 

Edad 31±6.5 31.8±4.5 52±4.2 55.6±3.8 

Glucosa (mg/dL)  84.6±9.7 86.3±4.1 92.1±8.1 91.2±7.2 

Colesterol Total (mg/dL) 167.1±11.6 173.6±39 154±9.15 172.1±30.9 

Colesterol HDL (mg/dL) 48.6±8.1 56.6±26.7 55±3.6 43.9±8.9* 

Colesterol LDL (mg/dL) 101.6±7.5 98.8±21.7 94±7.2 106.5±31.1 

Triglicéridos (mg/dL) 86.9±14.9 160.3±13.5** 101±5.2 148.9±31.6* 

* p0.05, ** p0.005 
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Los resultados anteriores demostraron que las células MCF-7 presentaron mayores 

tasas de viabilidad bajo estimulación con sueros de mujeres con obesidad, tanto 

premenopáusicas como posmenopáusicas. Sin embargo, el grupo de sueros SOP 

fue el que promovió mayor incremento en comparación con las mujeres pre- y 

posmenopáusicas de peso normal. 

 

6.4.2.  Comparación de la activación de la vía IR/Akt/p70S6K por sueros 

de mujeres eutróficas vs con obesidad con diferente estatus 

hormonal 

Posteriormente evaluamos los niveles de fosforilación de moléculas de la vía 

IR/Akt/p70S6K bajo estimulación con sueros de mujeres pre- y posmenopáusicas 

eutróficas vs con obesidad. Para este ensayo se utilizó un anticuerpo que reconoce 

las tres isoformas de Akt (pAkt 1/2/3 (Ser 473)) y un anticuerpo que reconoce 

específicamente la isoforma Akt-1 (pAkt-1 (Ser 473)), esto con la finalidad de 

discernir la isoforma de Akt sobre la que tienen mayor efecto los diferentes tipos de 

sueros humanos. En la Figura 27 se observa el Western Blot de las moléculas de la 

vía IR/Akt/p70S6K bajo la estimulación con los diferentes sueros humanos de cada 

grupo de estudio. 
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* Comparación vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p0.05, ** p0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero fetal 

bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas, SNPost= sueros de mujeres 

normopeso posmenopáusicas 
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Para el análisis por grupo se evaluaron los 10 sueros descritos en la Tabla 9 con 3 

repeticiones independientes. Este análisis mostró que para la fosforilación de IR 

(Gráfica 25) hubo un incremento de 0.8 veces bajo estimulación con Ins, 1 vez con 

SNP, 1.3 veces con SOP, 2 veces con SOPost y 1.1 veces con sueros de mujeres 

posmenopáusicas normopeso (SNPost) respecto a T0. En comparación a Ins los 

sueros SOP tuvieron un aumento de 0.75 veces y 1.35 veces bajo estimulación con 

sueros SOPost. Respecto a sueros SNP, los sueros SOPost tuvieron un incremento 

de 0.8 veces. Al comparar contra los sueros SOP, los sueros SOPost presentaron 

un incremento de 0.5 veces. En comparación a sueros SOPost hubo una 

disminución de 0.75 veces en la estimulación con los sueros SNPost. 
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Figura 27. Western Blot de moléculas de la vía IR/Akt/p70S6K en células MCF-7 estimuladas con sueros de 

mujeres con diferente IMC y estatus hormonal. Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% SNP,  5% SOP, 

5% sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas (SOPost) y 5% sueros de mujeres normopeso 

posmenopáusicas (SNPost). Imagen representativa de 5 sueros de cada grupo. 

 

* Comparación vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p0.05, ** p0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero fetal 

bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas, SNPost= sueros de mujeres 

normopeso posmenopáusicas 
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En la Gráfica 26 se observan los niveles de fosforilación de Akt 1/2/3, donde hubo 

un incremento de 1.1 veces por estimulación con Ins, 2 veces por SNP, 1.8 veces 

por SOP, 3 veces por SOPost y 2 veces por SNPost respecto a T0. En comparación 

a Ins los sueros SNP tuvieron un aumento de 1 vez, los sueros SOP 0.9 veces, los 

sueros SOPost 2.3 veces y los sueros SNPost 1.3 veces. Respecto a sueros SNP, 

los sueros SOPost tuvieron un incremento de 1.28 veces. Al comparar contra los 

sueros SOP, los sueros SOPost presentaron un incremento de 1.4 veces. En 

comparación a sueros SOPost hubo una disminución de 1 vez en la estimulación 

con los sueros SNPost. Aunque el anticuerpo anti-Akt reconoce las 3 isoformas, las 

imágenes del Western Blot, muestran que la señal de fosforilación predominante 

corresponde a Akt-1, sólo la insulina promovió la fosforilación de Akt-2. 

 

 

 

Con los datos anteriores observamos que la señalización es mediada 

principalmente por Akt-1, por lo que decidimos corroborar esta información 

utilizando un anticuerpo específico contra Akt-1. En la Gráfica 27 se observan los 

niveles de fosforilación de Akt-1, en donde hubo un incremento de 1 vez por 

estimulación con SNP, 1.3 veces por SOP, 1.5 veces por SOPost y 1.2 veces por 

SNPost en comparación con T0. En comparación a Ins los sueros SNP tuvieron un 

aumento de 1 vez, SOP 1.55 veces, SOPost 1.7 veces y SNPost 1.1 veces. 

Respecto a sueros SNP, los sueros SOP presentaron un aumento de 0.5 veces y 
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* Comparación vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p0.05, ** p0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero 

fetal bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas, SNPost= sueros de mujeres 

normopeso posmenopáusicas 
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SOPost 0.6 veces. Al comparar contra los sueros SOP no hubo diferencias 

estadísticamente significativas. En comparación a sueros SOPost tampoco hubo 

diferencias estadísticamente significativas.  

 

 

 

Al comparar los resultados de las gráficas 26 y 27 observamos un patrón semejante 

en la fosforilación de Akt. Se observó un aumento secuencial conforme incrementa 

el IMC que a su vez también es influenciado por el estado hormonal. Se corroboró 

que las mujeres con obesidad posmenopáusicas presentaron los mayores niveles 

de fosforilación de Akt. La única discordancia se presentó con la insulina que 

promueve la fosforilación de Akt-2. 

En la Gráfica 28 se observan los niveles de fosforilación de p70S6K, donde ninguna 

de las estimulaciones evaluadas presentó diferencias significativas respecto a T0. 

En comparación a Ins solo la estimulación con sueros SOP presentó una 

disminución de 0.09 veces. Respecto a sueros SNP, los sueros SOP presentaron 

una disminución de 0.09 veces y SOPost 0.07 veces. Al comparar contra los sueros 

SOP no hubo diferencias estadísticamente significativas. En comparación a sueros 

SOPost tampoco hubo diferencias estadísticamente significativas. Esta falta de 

activación en la proteína podría estar relacionada a lo observado en la gráfica19, en 

donde el tiempo de activación de p70S6K se observó a los 30 min de estimulación. 
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* Comparación vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p0.05, ** p0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero 

fetal bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas, SNPost= sueros de mujeres 

normopeso posmenopáusicas 
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Los resultados anteriores mostraron un incremento secuencial en la fosforilación de 

IR, Akt 1/2/3 y Akt 1 bajo la estimulación con los diferentes grupos de sueros 

humanos, excepto con los sueros SNPost que fue muy similar a SNP. Además, los 

sueros SOPost presentaron los mayores incrementos en la fosforilación de las 

moléculas evaluadas, exceptuando a p70S6K que presentó una reducción en la 

fosforilación respecto a T0. También, la fosforilación de Akt-1 fue la que identifico 

con mayor diferencia entre sueros humanos. 

6.4.3. Evaluación de los niveles de expresión de mRNA de isoformas de 

Akt por estimulación con sueros de mujeres eutróficas vs con 

obesidad con diferente estatus hormonal 

Como se demostró en la Gráfica 20, existe una regulación en la expresión de las 

isoformas de Akt mediado por la exposición a sueros humanos con diferentes 

características metabólicas, pero se desconocía sí de igual forma podría existir una 

regulación por sueros con características hormonales diferentes. Por lo que 

evaluamos la expresión de las isoformas de Akt a 10 min de exposición con sueros 

humanos con diferentes IMC y estatus hormonal. 

En la Gráfica 29 se observa que la estimulación con sueros SNP disminuyeron 0.25 

veces el mRNA Akt-1, contrario al aumento de 0.9 veces con SOP, 1.2 veces con 

SOPost y 1.9 veces con SNPost en comparación a T0. Mientras la expresión de 
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fetal bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas, SNPost= sueros de mujeres 
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mRNA Akt-2 disminuyo 0.36 veces por SNP, en contraste al aumento de 0.78 veces 

con SOP y 0.24 veces con SNPost respecto a T0. Por otra parte, la expresión de 

mRNA Akt-3 disminuyo 0.18 veces por SNP y aumento 0.41 veces por SOP 

respecto a T0.  

 

 

En conjunto, los datos anteriores sugirieron que el suero de mujeres obesas 

posmenopausicas, podría contribuir a un aumento en los niveles de viabilidad de las 

células tumorales, asociado al aumento en la fosforilación de Akt y la expresión de 

mRNA Akt-1. Estos resultados y la mayor incidencia de cáncer de mama en mujeres 

posmenopausicas, nos llevó a centrarnos en esta población para realizar la 

intervención farmacologica con metformina. 

6.5. Evaluación del efecto del suero de mujeres con obesidad 

posmenopáusicas tratadas con metformina 

Para determinar si el tratamiento con metformina podía inducir cambios en 

moléculas séricas de mujeres posmenopáusicas con obesidad que pudieran tener 

un impacto en la célula tumoral. Inicialmente habíamos calculado una muestra de 

48 pacientes, pero solo colectamos 30 pacientes, de las cuales únicamente 12 

mujeres completaron el tratamiento con metformina. De estas 12 mujeres se evaluó 

el efecto de sus sueros a 0 semanas de tratamiento (0ST) y 10 semanas de 

tratamiento (10ST) con metformina sobre la proliferación celular, niveles de 

fosforilación de moléculas de la vía IR/Akt/p70S6K, expresión de mRNA de 
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Gráfica 29. Comparación de los niveles de expresion de mRNA de 
isoformas de Akt por estimulación con diferentes tipos de sueros 

humanos
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isoformas de Akt y señalización de NF-κB, ERK y p38 en células MCF-7. Las 

características del grupo de estudio de mujeres posmenopáusicas con obesidad 

que recibieron tratamiento con metformina se describen en la Tabla 11. 

Tabla 11. Características de Mujeres Posmenopáusicas con obesidad tratadas con metformina  
Población Total Obesidad I Obesidad II Obesidad III 

N= 12 N=6 N=3 N=3 

Edad 55.6±3.8 55.6±3.7 54±2.6 57.3±5.5 

  Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

IMC (kg/m2) 36.4±6.6 35.6±6.6 31.5±1.2 31.2±0.8 36±1.1 35.7±1.3 46.3±4.2 44.2±4.9 

Glucosa 
(mg/dL) 

91.2±7.5 90.7±10.4 89.5±3.3 91.2±10.2 88.3±8.9 83.3±3.7 97.6±9.8 95±9.7 

Triglicéridos 
(mg/dL) 

148.9±61.6 159.6±61.7 157.8±76.2 157.4±52.2 118.3±25.9 112.3±30.5 161.6±61.7 194.3±80.1 

Colesterol 
HDL (mg/dL) 

43.9±8.9 46.6±7.6 38.4±15.3 46.8±6 53±9.5 61±12 42.6±5 41.6±4.5 

Colesterol 
LDL (mg/dL) 

106.5±31.1 116±31.5 107.5±35.2 119±38.7 82.3±22.6 92.3±20.6 129±9 123.3±13.8 

HOMA-IR 1.9±1.1 2.1±1 2±1.1 2.4±0.8 1.2±0.16 1.24±0.43 2.4±1.6 1.5±0.8 

 

6.5.1. Evaluación de la proliferación de células MCF-7 bajo la suplementación 
con sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad antes y después del 
tratamiento con metformina  

Lo primero que evaluamos fue  la viabilidad de las células MCF-7 bajo exposición a 

sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad antes (0ST) y después del 

tratamiento con metformina (10 semanas-10ST). Como se observa en la Gráfica 30 

no se observaron cambios significativos en la viabilidad de las células MCF-7 

expuestas a sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas con 

metformina durante 10 semanas.  
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Gráfica 30. Proliferación de células MCF-7 expuestas al suero de mujeres 
posmenopausicas con obesidad tratadas con metformina
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* Comparación vs Ctr. * p0.05, ** p0.005. Ctr= control, SFB= Suero fetal bovino, SOPost= sueros de mujeres con 

obesidad posmenopáusicas  
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Posteriormente la población fue subdivida por la presencia de alteraciones 

metabolicas, encontrando dos pacientes con resistencia a la insulina (RI), tres con 

hipertensión arterial (HA), ocho con dislipidemia (Dislp); de las cuales una paciente 

presentó resistencia a la insulina y dislipidemia, dos hipertensión arterial y 

dislipidemia y una presentó las tres alteraciones metabolicas. En la Gráfica 31 se 

observa que las pacientes sin resistencia a la insulina y las pacientes con 

hipertensión arterial, en ausencia del tratamiento con metformina (0ST) presentaron 

un incremento en la viabilidad celular de 9% y 13% respecto a Ctr. Mientras al 

comparar 0ST vs 10ST se observó que las pacientes con resistencia a la insulina 

presentaron una reducción en la viabilidad del 11% y 7% en pacientes sin 

dislipidemia. De manera individual la paciente que presentó las tres alteraciones 

metabolicas fue quien tuvo la mayor reducción en la viabilidad con el 10% a las 10 

semanas de tratamiento con metformina respecto a 0ST. 

 

 

6.5.2. Evaluación de la vía IR/Akt/p70S6K y Erk 1/2 en células MCF-7 bajo la 

suplementación con sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad 

antes y después del tratamiento con metformina  

Posteriormente para determinar sí la disminución observada en la viabilidad celular 

estaba asociada a la reducción en la activación de la vía IR/Akt/p70S6K, evaluamos 

los niveles de fosforilación de moléculas de esta vía de señalización. Además 

considerando el efecto diferencial  sobre la viabilidad dependiente de las 
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Gráfica 31. Comparación de la viabilidad de células MCF-7 expuestas a 
sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad tratadas con 

metformina y clasificadas por alteraciones metabólicas 
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características metabólicas, también evaluamos a la proteína ERK como 

representante de la vía MAPK, la cual tiene un papel sobre la viabilidad célular. Para 

esto estimulamos células MCF-7 con sueros de mujeres posmenopausicas con 

obesidad tratadas con metformina durante 0 y 10 semanas (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al evaluar la fosforilación de IR se observó un aumento de 0.4 veces en la 

estimulación a 0ST y 10ST semanas de tratamiento con metformina en comparación 

al T0, pero no se observaron cambios estadisticamente significativos entre 0ST y 

10ST. Es importante mencionar que al subdividir la población en base a las 

alteraciones metabólicas tampoco se observaron diferencias estadisticamente 

significativas (Gráfica 32). 

 

0
0.5

1
1.5

2
2.5

0ST 10ST

T0 Ins SOPost

V
ec

es
 d

e 
C

am
b

io
/N

o
rm

 
A

ct
in

a

Gráfica 32. Comparación del efecto de sueros de mujeres 
posmenopáusicas con obesidad a diferentes tiempos de 

tratamiento con metformina en la fosforilación de IR
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* Comparación vs T0. * p0.05, ** p0.005. Ins=insulina, SOPost= sueros de mujeres con obesidad 

posmenopáusicas  

 

 

Figura 28. Western Blot de moléculas de la vía IR/Akt/p70S6K y Erk 1/2 en células MCF-7 estimuladas con 

sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad tratadas con metformina.  Células estimuladas por 10 min 

con 0.5 lU/ml insulina, 5% sueros de mujeres con obesidad posmenopáusicas (SOPost) a 0 (0ST) y 10 (10ST) 

semanas de tratamiento con metformina. 
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Al evaluar la fosforilación de Akt, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas cuando las células fueron estimuladas con los sueros de las pacientes 

con obesidad tratadas con metformina (0ST y 10ST) (Gráfica 33).  

 

 

Pero al dividir a la población por la presecia de alteraciones metabólicas se observó 

que después del tratamiento con metformina (10ST), los sueros de pacientes con 

resistencia a la insulina (RI) indujeron una reducción de 0.3 veces y los sueros de 

pacientes con hipertensión arterial (HA) 0.6 veces en comparación a sus respectivos 

0ST (Gráfica 34). Lo cual se correlaciono con la disminución de la viabilidad en las 

pacientes con resistencia a la insulina, no así en las pacientes con hipertensión 

arterial. 
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Gráfica 34. Comparación de la fosforilación de Akt en células MCF-7 
expuestas a sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas 

con metformina y clasificadas por alteraciones metabólicas  
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* Comparación vs T0, # vs 0ST. * p0.05, ** p0.005. Ins=insulina, SOPost= sueros de mujeres con obesidad 

posmenopáusicas  

 

 

* Comparación vs T0. * p0.05, ** p0.005. Ins=insulina, SOPost= sueros de mujeres con obesidad 
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Gráfica 33. Comparación del efecto de sueros de mujeres 
posmenopáusicas con obesidad a diferentes tiempos de tratamiento 

con metformina en la fosforilación de Akt 
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Por otra parte, como en el ensayo de proliferación se observó una diferencia en el 

efecto inducido por los sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad mediado 

por la presencia de resistencia a la insulina, se evaluó la fosforilación de Erk 1/2 

(Thr 202-Tyr 204) para determinar si la viabilidad inducida por los sueros con HOMA 

<3 era producido por la activación de la vía MAPK cinasa. Aunque se observó una 

disminución de 0.67 veces a 10ST en comparación con 0ST, no fue 

estadisticamente significativo, ni tampoco al subdividir a la población en base a las 

alteraciones metabólicas (Gráfica 35).   

 

 

En el caso de p70S6K no se observaron cambios estadísticamente significativos en 

sus niveles de fosforilación cuando las células fueron estimuladas con sueros de 

mujeres posmenopáusicas con obesidad tratadas durante 10 semanas con 

metformina en comparación a 0 semanas (0ST) (Gráfica 36). Por otra parte, aunque 

en algunas pacientes se observó una reducción en los niveles de fosforilación de 

p70S6K, no se pudo asociar a uno de los grupos generados por la presencia de 

alteraciones metabólicas.  
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Gráfica 35. Comparación del efecto de sueros de mujeres 
posmenopáusicas con obesidad a diferentes tiempos de tratamiento 

con metformina en la fosforilación de Erk 1/2
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posmenopáusicas  

 

 



85 
 

  

 

En conjunto, los resultados anteriores mostraron que las mujeres posmenopáusicas 

con obesidad que tuvieron una respuesta al tratamiento con metformina 

disminuyendo la viabilidad y la fosforilación de Akt fueron aquellas con resistencia 

a la insulina (HOMA>3). Por lo anterior se decidió únicamente subdividir a la 

población por la presencia de resistencia a la insulina, en donde los grupos 

quedaron conformados por 3 pacientes en el grupo con resistencia a la insulina y 9 

en el grupo sin resistencia a la insulina. 

6.5.3. Evaluación de isoformas de mRNA de Akt en células MCF-7 bajo la 

suplementación con sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad 

antes y después del tratamiento con metformina 

Como se observó en la Gráfica 29, la estimulación de las células MCF-7 con sueros 

de mujeres con obesidad indujo un aumento en la expresión del mRNA de las 

isoformas de Akt, por lo que decidimos evaluar si después del tratamiento con 

metformina se podría revertir dicho efecto. La Gráfica 37 muestra un aumento de 1 

vez en la expresión de mRNA Akt-1 cuando las células fueron estimuladas con los 

sueros de mujeres con HOMA<3 después de 10 semanas de tratamiento con 

metformina (10ST) en comparación con su respectivo 0ST. Para el mRNA Akt-2 

hubo un aumento 0.75 veces por la suplementación con sueros de mujeres con 

HOMA>3 después de 10 semanas de tratamiento con el fármaco. En el caso de 

mRNA Akt-3 no se observaron cambios estadísticamente significativos.  
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Gráfica 36. Comparación del efecto de sueros de mujeres 
posmenopáusicas con obesidad a diferentes tiempos de tratamiento 

con metformina en la fosforilación de p70S6K

* Comparación vs T0. * p0.05, ** p0.005. Ins=insulina, SOPost= sueros de mujeres con obesidad 

posmenopáusicas  
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Los resultados anteriores mostraron que la disminución en la fosforilación de Akt-1 

en mujeres con HOMA>3 no está relacionada con la disminución en la expresión 

del mRNA. Curiosamente, aunque no se observaron cambios significativos en la 

fosforilación de Akt en pacientes sin resistencia a la insulina (HOMA<3), sí hubo 

cambios en la expresión del mRNA Akt-1 a las 10 semanas de tratamiento con 

metformina. 

6.5.4. Evaluación de la vía NF-κB y p38 en células MCF-7 bajo la 

suplementación con sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad 

antes y después del tratamiento con metformina 

Se ha descrito que la presencia de obesidad induce un estado inflamatorio de bajo 

grado, por lo que no se descarta que la metformina también pudiera influir sobre las 

vías de señalización asociadas a la inflamación. Por otra parte, se sabe que la 

metformina regula negativamente la expresión de algunas citocinas 

proinflamatorias, por lo que decidimos evaluar la señalización de NF-κB y p38 en 

células MCF-7 expuestas a los sueros de mujeres con obesidad después de 10 

semanas de tratamiento con metformina. En la Figura 29 se muestra el western blot 

de IKB-α y p65 a 10 y 30 min de estimulación con sueros de mujeres 

posmenopáusicas con obesidad tratadas durante 10 semanas con metformina. 
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Gráfica 37. Comparacióne los niveles de expresión de mRNA de 
isoformas de Akt por estimulación con sueros de mujeres con obesidad 

posmenopausicas tratadas con metformina
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Al evaluar los niveles de fosforilación de moléculas de la vía NF-κB, observamos 

que la estimulación con sueros de mujeres con HOMA<3 antes del tratamiento con 

metformina (0ST) indujeron una degradación de IKBα de 0.3 veces a los 30 min de 

estimulación en comparación a 10ST (Gráfica 38). Mientras que a los 10 min de 

estimulación hubo un aumento de 0.45 veces en la fosforilación de p65 con sueros 

de pacientes con HOMA<3 con 10 semanas de tratamiento (10ST) en comparación 

a 0ST. 

 

Figura 29. Western Blot de moléculas de la vía NF-κB y p38 en células MCF-7 

estimuladas con sueros de mujeres posmenopáusicas con obesidad tratadas con 

metformina.  Células estimuladas con 0.5 lU/ml insulina, 5% sueros de mujeres con 

obesidad posmenopáusicas (SOPost) a 0 y 10 semanas de tratamiento con 

metformina divididos por la presencia de resistencia a la insulina. 

* Comparación vs T0, # vs 0ST. * p0.05, ** p0.005. Ins= insulina, H<3 = HOMA<3, H>3 = HOMA>3. 
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Por otra parte, se ha reportado que la activación de NF-κB requiere la activación de 

p38 como cofactor, que a su vez es regulado por metformina. Al evaluar la 

fosforilación de p38 (Tyr 182) a los 10 min de estimulación no se observaron 

cambios estadísticamente significativos a 10ST respecto a 0ST en ninguno de los 

grupos de estudio. Sin embargo, a 30 min de estimulación hubo un incremento de 

3.3 veces en pp38 (Tyr 182) por exposición a sueros de mujeres con HOMA>3 a las 

10ST respecto a su 0ST (Gráfica 39). 

 

 

En conjunto los resultados anteriores mostraron que el tratamiento corto con 

metformina tiene un efecto positivo en mujeres con obesidad con resistencia a la 

insulina, al revertir el incremento en la fosforilación de Akt y la viabilidad de células 

MCF-7 expuestas a los sueros de estas mujeres. Por otra parte, aunque nuestros 

resultados mostraron que en mujeres con obesidad sin resistencia a la insulina 

existe un aumento de la fosforilación de p65, la reducción en la degradación de IKBα 

impediría la traslocación a núcleo de NF-κB, interrumpiendo su señalización. 
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Gráfica 39. Comparación de Niveles de fosforilación de p38 en células MCF-
7 por estimulación con sueros de mujeres tratadas con metformina
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* Comparación vs T0, # vs 0ST. * p0.05, ** p0.005. Ins= insulina, H<3 = HOMA<3, H>3 = HOMA>3. 
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7. DISCUSIÓN 

Las oscilaciones entre normopeso, sobrepeso y obesidad se presentan en las 

poblaciones animales y en el humano como resultado de periodos de abundancia 

(épocas de cosechas) y de escasez (sequía o invierno). Si bien a lo largo de la 

historia estas fluctuaciones permitieron la existencia de alelos con mayor eficiencia 

para el almacenamiento de lípidos (denominados genes “ahorradores de energía, 

propuesto por Neel en 1962), no explica del todo la epidemia actual de obesidad 

(Ruíz et al, 2019). Por lo cual es necesario considerar hipótesis complementarias 

como la del “epigenoma económico” de Stöger, en donde todos los humanos 

presentan los genes “ahorradores”, los cuales sufren la alteración en la expresión 

fenotípica producido por las variaciones ambientales, generando modificaciones 

epigenéticas que pueden transmitirse a través de la línea germinal (Genné, 2014).  

A lo anterior se suma la literatura científica documentada desde el siglo XVI cuando 

se comienza a utilizar el término “obesidad” y su posterior conceptualización como 

una enfermedad en el siglo XIX. Sin embargo, es en el siglo XX cuando la obesidad 

presenta un cambio epidemiológico a consecuencia de la mejora en la calidad de 

vida. Dentro de las modificaciones asociadas a este cambio se incluyen: la movilidad 

social, el aumento en la esperanza de vida y la urbanización, que en conjunto 

promovieron un cambio en el estilo de vida incrementando el consumo calórico y 

disminuyendo la actividad física, afectando la expresión del “epigenoma ahorrador”. 

Es así, que a partir de 1975 a 2014 a nivel mundial el aumento de peso fue de 1.5 

Kg por década, razón por la que la investigación en la obesidad, en el siglo XXI 

presentó un aumento de 424% en comparación al siglo XX (Ruíz et al, 2019).  

El sobrepeso y la obesidad han mostrado ser elementos de riesgo para el desarrollo 

no solo de enfermedades metabólicas sino también de otras condiciones 

patológicas como las neoplasias de esófago, colo-rectal, páncreas, próstata, 

endometrio y mama (Sánchez et al, 2014). En particular en el cáncer de mama el 

sobrepeso y la obesidad incrementan de 2-3 veces el riesgo de desarrollar esta 

enfermedad (Amadou et al, 2013). Por lo que, la relación entre obesidad y cáncer 

de mama se reconoce como un problema de salud pública, lo que ha motivado la 

investigación sobre los mecanismos que conllevan a esta asociación. Razón por la 
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cual el desarrollo de nuevas herramientas para su investigación es un área que se 

encuentra en plena expansión.  

En este trabajo consideramos el uso de células de cáncer de mama como un 

biosensor. Un biosensor es aquel que permite detectar e interpretar parámetros 

biológicos o químicos por medio de tres componentes: el sensor biológico, el 

transductor y el detector (Jiménez & León (2008), Castro et al (2007)). En nuestro 

estudio propusimos el uso de la célula tumoral como el sensor biológico, el 

transductor analizando los cambios en los patrones de fosforilación y el detector 

asociado a la proliferación y migración (Figura 30). Estas variables presentaron 

patrones diferenciales al exponer a las células tumorales a componentes séricos de 

mujeres con características metabólicas y hormonales diferentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El proponer a la célula tumoral como un biosensor para detectar diferencias en 

moléculas séricas fue un concepto nuevo, por lo cual nos encontramos con la falta 

de información que estableciera las condiciones adecuadas para el uso de sueros 

humanos. Aunque sabemos que en este momento no es posible replicar el 

“microambiente tumoral”, una aproximación directa es emplear un componente 

sistémico, como es el suero humano.  

Figura 30. Esquema de los componentes que conforman un biosensor. 
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La primera limitante con el uso de sueros humanos fue la preservación de moléculas 

termosensibles que están presentes en el suero en forma nativa y funcional, las 

cuales repercuten en la promoción y progresión de la carcinogénesis. Además, 

tuvimos que considerar la presencia de moléculas que inducen la eliminación de 

células tumorales, como son los componentes C1, C2 y C8 del sistema del 

complemento que inician el proceso de opsonización en unión a C6 y que 

normalmente son inactivados a 56 °C (Linscott y Triglia, 1981).  

Para el cultivo con SFB, la falta de inactivación por calor tuvo una reducción 

importante sobre la viabilidad de las células tumorales que fue más significativo en 

comparación al efecto que presentó el suero humano, probablemente como 

consecuencia del rechazo inmunológico mediado por anticuerpos anti-Galα 1-3 

presentes en el SFB (Bazán et al, 2004). Por otro lado, aunque la disminución que 

se observó por estimulación con suero eutrófico sin inactivación del sistema de 

complemento no fue estadísticamente significativa, la inactivación térmica mostró la 

inhibición de proteínas termosensibles que tienen efecto en la inducción de la 

proliferación como podrían ser insulina e IGF, entre otras. 

Por otra parte, tuvimos que tomar en consideración la presencia de rojo fenol en el 

medio de cultivo debido a reportes como el de Berthois et al (1986). En este trabajo 

se describió que esta molécula presenta cierta semejanza estructural con 

estrógenos no esteroideos. Más aún, la concentración de rojo de fenol presente en 

el medio de cultivo incrementa significativamente la proliferación y la síntesis de 

proteínas en células sensibles a estrógeno, como es el caso de células de cáncer 

de mama. Por todo lo anterior, desconocíamos si esto podía interferir en la 

suplementación con sueros humanos. Nuestros resultados mostraron que la 

ausencia de rojo fenol en la suplementación con suero de mujer normopeso 

favoreció la proliferación celular posiblemente por la unión del rojo fenol a proteínas 

séricas que inhiben su unión a receptores estrogénicos reduciendo la proliferación 

inducida por esta molécula y permitiendo la acción de inhibidores de la proliferación 

presentes en el suero (Berthois et al, 1986). 

En otro orden de ideas, una de las metodologías ampliamente utilizadas en la 

investigación in vitro es la reducción de SFB para la evaluación de procesos 

celulares como: ciclo celular, diferenciación, bioestimulación, niveles de 
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fosforilación, entre otros (Rosebrock (2017), Langan & Chou (2011)). Pese a que la 

reducción “semigradual” de SFB (10%-2%-0%) genera una reducción en el tamaño 

y mayor desprendimiento de la placa de cultivo, fue la que presentó una respuesta 

similar a su control bajo la suplementación con suero de mujer normopeso. Lo que 

nos permitió generar un mayor rango dinámico en la respuesta entre sueros 

eutróficos vs con obesidad, favoreciendo la capacidad de diferenciar entre ambos 

tipos de suero humano. 

Otro de los puntos a evaluar fue la concentración de glucosa en el medio de cultivo, 

ya que desconocíamos si la concentración de glucosa podría influir en la 

suplementación con sueros humanos. Se sabe que la concentración de glucosa en 

sangre es de 5 mM en condiciones normoglucémicas, mientras en individuos con 

obesidad que no presentan un adecuado control glucémico en promedio pueden 

alcanzar una concentración de 11.11 mM de glucosa (Pajuelo et al, 2018). Por otra 

parte, se reconoce que la hiperglucemia puede inducir la proliferación y disminuir la 

apoptosis por aumento en la producción de lactato, promoviendo el efecto Warburg 

que a su vez incrementa la producción de ROS (Nasir Kansestani et al, 2019). Este 

efecto fue comprobado en la concentración de 25 mM de glucosa en el medio de 

cultivo bajo la suplementación con SFB, pero en la suplementación con suero 

humano hubo una reducción significativa en la viabilidad que fue mayor a la 

reducción observada en una concentración de 5 mM. Lo anterior podría explicarse 

por lo reportado por Zhang et al (2019) en donde mostraron que en altas 

concentraciones de glucosa se incrementa la producción de ROS induciendo la 

liberación de citocromo C y la posterior activación de las caspasas 3 y 9 

promoviendo la apoptosis, contrario a lo que podría suceder a bajas 

concentraciones en donde se presenta inducción de la autofagia por activación de 

LC3B explicando la reducción en la viabilidad.   

Por otro lado,  el suero humano está compuesto por 22 proteínas principales entre 

las que destacan: albumina, IgG total, transferrina, fibrinógeno, IgA total, Alfa 2-

macroglobulina, IGG total, alfa-antitripsina, complemento C3, haptoglobulina, 

glicoproteína alfa 1 ácida, apolipoproteína A1, lipoproteína, factor H, 

ceruloplasmina, complemento C4, factor B del complemento, prealbúmina, 

complemento C9, complemento C1q y complemento C8, las cuales son moléculas 

que pueden generar la destrucción de la célula tumoral (Anderson & Anderson, 
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2002). Pese a la presencia de proteínas que pueden promover la eliminación de 

células tumorales, la mayoría de las líneas de cáncer de mama que formaron 

nuestro panel celular mantuvieron su viabilidad en la suplementación con suero 

humano. Lo anterior podría deberse al uso de suero normopeso perteneciente a una 

mujer con tipo sanguíneo O+, explicando el mantenimiento de la viabilidad para la 

línea MCF-7 que expresa antígeno O+ en su superficie celular (ATCC). Para el resto 

de las líneas celulares no existe una descripción tan detallada pero la probabilidad 

de expresión de antígeno O+ es elevada considerando que es el tipo sanguíneo con 

mayor abundancia (Mengoli et al, 2015). 

Por otra parte, una de las vías de señalización más importantes en el desarrollo de 

cáncer es la vía de PI3K/Akt, la cual se encuentra desregulada aproximadamente 

en el 70% de los tumores mamarios (Tokunaga et al (2014), Wu et al (2018), Hinz 

& Jücker (2019)). Además, esta vía de señalización es una de las más importantes 

en la asociación entre obesidad y cáncer de mama al ser activada por moléculas 

que se encuentran en exceso en la obesidad como insulina e IGF (Bowers et al 

(2013), Sánchez et al (2014), Allot & Hursting (2015), Dietze et al (2017), Chen et al 

(2016), Argol et al (2015), Gérard & Brown (2017), Amadou et al (2013), Agnoli et al 

(2015), Borengasser et al (2015), Antonia et al (2016)). A pesar del reconocimiento 

de esta asociación, el uso de sueros humanos solo se ha reportado en los estudios 

de Bowers et al (2013 y 2015), por lo que no contábamos con información de la 

respuesta de las células de nuestro panel a la estimulación con sueros humanos. 

Nuestros resultados mostraron respuestas variables de forma independiente al 

subtipo de cáncer de mama, pese a la importancia de la vía PI3K/Akt asociada a los 

subtipos luminal y triple negativo (Hinz & Jücker (2019), Clark & Toker (2014), 

Schettini et al (2017), Shao et al (2017)).  

Esta variación en la respuesta de líneas que pertenecen a un mismo subtipo 

molecular de la enfermedad puede ser consecuencia de la expresión de otros 

receptores. Por ejemplo, en el subtipo luminal A la presencia de receptores como el 

de andrógenos, progesterona, glucocorticoides, prolactina, entre otros, que podrían 

expresarse en mayor abundancia por lo que se contraponen a la importancia de la 

vía PI3K/Akt. Mientras en el subtipo triple negativo, las diferencias en la activación 

de la vía de estudio pueden ser consecuencia de la alta variabilidad que presenta 

cada uno de los subtipos de cáncer de mama triple negativo (Shao et al, 2017).  
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Como se mencionó anteriormente Bowers et al (2013 y 2015) son los únicos que 

han comparado el efecto de sueros de mujeres eutróficas vs con obesidad, 

mostrando para la línea MCF-7 un incremento en la viabilidad por exposición al 

suero de mujeres con obesidad asociado a un incremento en la fosforilación de Akt. 

Nuestros resultados corroboran este efecto en el que se presentó un incremento en 

la viabilidad bajo exposición a sueros de mujeres con obesidad en comparación con 

el suero de mujeres eutróficas. Este resultado refuerza la asociación entre obesidad 

y el desarrollo de cáncer de mama del subtipo luminal A. No así en las líneas ZR-

75-30 y MDA-MB-231 que previamente habían sido seleccionadas como posibles 

biosensores.  

Lo observado en la línea MDA-MB-231 mostró que los sueros de mujeres con 

obesidad presentaron una tendencia a inducir mayor proliferación. Sin embargo, la 

dispersión que presentaron los sueros del mismo grupo de IMC redujo la 

significancia estadística y demostró que existe variabilidad biológica que podría 

estar relacionada con las concentraciones séricas de factores de crecimiento y 

hormonas presentes en cada uno de los sueros analizados o por el tipo sanguíneo. 

En el caso de la línea MCF-7, no hubo diferencias significativas al comparar sueros 

del mismo IMC, pero diferente estado hormonal, ya que los sueros de mujeres con 

obesidad posmenopáusicas, aunque presentaron un ligero incremento en la 

proliferación respecto a su control no fue diferente a lo observado con el suero de 

las mujeres premenopáusicas con obesidad. 

Así mismo, aunque la activación de la vía IR/Akt/p70S6K por insulina se presenta 

en un tiempo de estimulación de 10 min, este efecto es observado en una 

concentración mayor en comparación a la que se encuentra en sangre, razón por la 

que a nivel del receptor de insulina (IR) la fosforilación no incremento a los mismos 

niveles cuando fueron evaluados los sueros de mujeres normopeso vs con 

obesidad. Sin embargo, pese a que ambos tipos de suero presentaron su mayor 

nivel de fosforilación a 10 min de estimulación, los sueros de mujeres con obesidad 

promovieron niveles más elevados de pIR posiblemente asociado a la mayor 

concentración de insulina e IGF (Bowers et al, 2013), y en especial los sueros de 

mujeres posmenopáusicas con obesidad generaron un mayor incremento de la 

fosforilación.  
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Pese a que en ambos tipos de suero la activación de IR ocurrió al mismo tiempo, en 

Akt la activación inducida por los sueros con obesidad se presentó desde los 5 min 

de estimulación. Este efecto puede ser resultado de la presencia de mayores 

concentraciones en los sueros de mujeres con obesidad de otras moléculas como 

leptina, EGF y estrógenos, entre otras (Bowers et al, 2013). Estas hormonas 

convergen en Akt o pueden inhibir la degradación de la proteína al promover su 

unión con Hsp90 que inhibe la desfosforilación de Thr 308 mediado por la 

fosforilación de Ser 129 por CK2 o por la fosforilación directa por Scr, explicando la 

activación sostenida de Akt (Risso et al, 2015). A lo que se suma la disposición 

continua de Akt que observamos a lo largo del curso temporal y que fue resultado 

de la síntesis constante de mRNA producto de la estimulación con estos sueros. Lo 

anterior podría ser resultado de la activación de STAT3 por la activación del receptor 

de leptina, donde la isoforma Akt-1 presentó mayor sobreexpresión asociando el 

efecto de estos sueros a mayor proliferación (Zhang et al (2013), Bowers et al 

(2013), Barone et al (2019)).  

Cabe mencionar que el efecto sobre la fosforilación de Akt fue mayor por 

estimulación con el suero de mujeres posmenopáusicas con obesidad, lo cual puede 

ser resultado del incremento de la fosforilación de IR. A esto podría sumarse el 

efecto del exceso de estrógenos presente en esta población, generando la 

activación del receptor de estrógenos (RE) que a su vez presenta un bucle de 

retroalimentación positiva con Akt (Wei et al, 2014). 

Contrario al efecto que tuvieron los sueros de mujeres normopeso que presentaron 

una menor fosforilación de Akt y un retraso en la señalización, que podría ser 

resultado de la degradación vía proteosomal al generar una banda de 48 kDa de 

Akt-1 (Anexo 1) y por la reducción de la expresión de las isoformas de Akt. En el 

caso de la degradación de Akt-1, este proceso podría estar mediado por la 

ubiquitinación de la lisina 48 de Akt por medio de ubiquitin ligasas como: CHIP, 

BRCA1, TTC3 y MUL1 (Chan et al, 2014). Este efecto se asoció específicamente a 

un componente del sobrenadante (Anexo 2) como la adiponectina o citocinas 

antiinflamatorias como IL-10 que promueven la fosforilación y activación de AMPK 

lo que conduce a la activación de FOXO1 o FOXO3 que aumenta la expresión de 

MUL1 promoviendo la ubiquitinación y la subsecuente degradación de Akt. Pero no 

se descarta la participación de las otras ubiquitin ligasas que promueven la 
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ubiquitinación de la lisina 48 de Akt (Antonia et al (2016), Mauro et al (2017), Guan 

et al (2016), Kim et al (2017)).  

Mientras la reducción en la expresión de las isoformas de Akt se podría explicar por 

la presencia de miRNAs reguladores negativos de la expresión de Akt tales como: 

MIR-409-3p que suprime la cantidad total de Akt-1, miR-200c que disminuye la 

cantidad de Akt-2, miR-433 y miR-29b que regulan a la baja a Akt-3 (Hinz & Jücker, 

2019). 

Aunque se reconoce que Akt tiene un papel importante en la carcinogénesis, la 

mayoría de los estudios la describen como una molécula única sin tomar en 

consideración la presencia de tres isoformas con funciones no redundantes y 

blancos específicos. Akt-1 inhibe a TSC para la posterior activación de los complejos 

mTOR1 (síntesis de proteínas y el crecimiento celular) que activa a p70S6K y 

mTOR2 (proliferación y supervivencia). Mientras Akt-2 tiene como sustratos AS160, 

HDM2, miosina, entre otros, para regular el transporte de los Gluts y el metabolismo, 

inhibir a p53 y modificar el citoesqueleto (Clark & Toker (2014), Hinz & Jücker 

(2019)).  

Por lo que, el uso de un anticuerpo panAkt permitió identificar una activación 

temprana y sostenida en presencia de sueros de mujeres con obesidad, efecto que 

no tuvo una repercusión directa sobre la activación de p70S6K que ocurrió a los 30 

min de estimulación. Posteriormente se identificó que esta activación fue mediada 

por la activación de la isoforma Akt-1, por lo que la fosforilación de pan-Akt presenta 

una divergencia en la señalización para modular procesos independientes, a pesar 

de su activación temprana. 

En cuanto al uso de metformina como un fármaco antitumoral, la mayoría de los 

estudios in vitro utilizan medios de cultivo con una concentración alta de glucosa, 

concentraciones suprafarmacológicas y tiempos largos de exposición (48 y 72 hrs), 

en los que se ha descrito que el efecto directo de metformina se genera a través de 

la activación de AMPK y la fosforilación de TCS2 que inhibe la señalización de 

mTOR/p70S6K (Al-Zaidan et al (2017), Queiroz et al (2014), Dowling et al (2007)).  

En nuestro ensayo obtuvimos IC50s similares a las reportadas para las líneas MCF-

7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y BT-474 bajo la suplementación con SFB (Ben 
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Sahra et al (2008), Liu et al (2009), Zhuang & Miskimins (2011)). Sin embargo, 

nuestro ensayo reveló que la suplementación con sueros de mujeres normopeso 

sensibilizo a las células tumorales presentando IC50s más bajas, probablemente 

debido a la presencia de inhibidores de la proliferación presentes en estos sueros 

tales como la adiponectina (Anderson & Anderson, 2002). Efecto contrario al 

observado bajo la suplementación con sueros de mujeres con obesidad que 

presentaron una IC50 mayor a la del SFB, posiblemente como consecuencia de la 

presencia de altas concentraciones de moléculas inductoras de la proliferación 

como insulina, IGF y leptina, entre otras (Sun et al (2016), Caslin & Hasty (2019)).  

Además, nuestros resultados mostraron que líneas como MCF-7, BT-474 resistente 

a trastuzumab y MDA-MB-231 presentaron una disminución en la activación de 

moléculas de la vía IR/Akt/p70S6K en concentraciones medias de glucosa (11.11 

mM), 5 mM de metformina y 10 min de exposición al fármaco. Estos resultados 

fueron semejantes a lo reportado por Wahdab-Alaswad et al (2013) a nivel de Akt y 

p70S6K y lo reportado por Dowling et al (2015) a nivel de Akt en tumores de 

pacientes con cáncer de mama tratadas con metformina. Por lo anterior, 

proponemos el siguiente mecanismo: a 10 min de exposición y 5 mM de metformina 

se presenta la disminución en los niveles de fosforilación de IR o IRS que 

promueven una reducción en la activación de Akt repercutiendo en la activación de 

mTOR y posteriormente de p70S6K de forma independiente a la activación de 

LKB1. 

Por otra parte, se ha descrito que las células tumorales presentan un incremento de 

la captación de glucosa de 20 a 30 veces más en comparación con células normales 

al presentar una mayor tasa de glucólisis aeróbica debido al efecto Warburg, efecto 

que en las células MCF-7 es mediado por GLUT-1 (Demmel et al (2015), Nasir 

Kansestani et al (2019)). Debido a la información sobre las concentraciones 

elevadas de insulina e IGF presentes en el suero de mujeres con obesidad y la 

activación de Akt (que habíamos observado previamente) que interviene en el 

transporte de GLUT1 y GLUT4 (Clark & Toker (2014), Hinz & Jücker (2019), Santos 

& Hussain (2019)), se esperaba que las células suplementadas con el suero de 

mujeres con obesidad presentaran una mayor captación de glucosa. Sin embargo, 

nuestros resultados mostraron que los sueros de mujeres eutróficas promovieron 

una mayor captación de glucosa. Este efecto puede ser explicado por la presencia 
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de mayores niveles de adiponectina que aumenta la activación de AMPK 

promoviendo la biogénesis mitocondrial aumentando la demanda de glucosa para 

la producción de ATP, manteniendo el efecto Warburg (Rinaldi et al, 2018). Mientras 

bajo la suplementación con sueros de mujeres con obesidad, se ha demostrado que 

la célula tumoral en un entorno de adiposidad sufre una reprogramación catabólica 

de lípidos y aminoácidos, lo que incrementa la beta-oxidación, la desaminación 

oxidativa y la transaminación, aumentando los niveles de acetato y piruvato para la 

síntesis de novo de glucosa y otros metabolitos como ribosa-fosfato y NADPH (Luis 

et al, 2019). Lo anterior aumenta la producción de energía a través de la respiración 

aeróbica, efecto que se denomina “Inversión del Efecto Warburg” (Luis et al (2019), 

Blanquer et al (2016), Balaban et al (2018)). 

Dicha actividad se perdió al fraccionar los sueros (Anexo 2), efecto que podría 

explicarse por el probable enriquecimiento de leptina promoviendo mayor síntesis 

de genes gluconeogénicos o por el enriquecimiento de lípidos saturados que inhiben 

a IRS presentes en el sobrenadante de los sueros (Petersen & Shulman, 2017). 

Mientras en la fracción del pellet el efecto observado podría ser explicado por la 

presencia de ceramidas y miR-192 y miR-122 en exosomas de adipocitos, 

inhibiendo a IRS (Castaño et al, 2018). 

En tanto, en presencia de metformina se observaron dos efectos contrarios, bajo la 

suplementación con sueros de mujeres normopeso se presentó una disminución en 

la captación de glucosa. Efecto contrario al observado bajo la suplementación con 

sueros de mujeres con obesidad, que en presencia de metformina tuvieron una 

tendencia a incrementar la captación de glucosa, revirtiendo la inversión del efecto 

Warburg que habíamos observado en ausencia del fármaco y que es resultado de 

la activación de AMPK y la activación de genes gluconeogénicos (Brown et al  

(2010), Chatterjee et al (2015)). 

Como se mencionó previamente, al fraccionar los sueros humanos (Anexo 2) 

observamos que la fracción del pellet de sueros de mujeres con obesidad 

produjeron mayores niveles de viabilidad y fosforilación. Especulamos que estos 

sueros podrían contener exosomas, los cuales pueden contener proteínas 

citosólicas como Wnt y Hedgehog que regulan la proliferación de diversos tejidos 

humanos y por la presencia de miRNAs que participan en la progresión tumoral, la 
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angiogénesis y metástasis (Chen et al (2019), Lee et al (2019)). En específico, los 

exosomas encontrados en sangre de personas con obesidad presentan menor 

concentración de supresores tumorales como miR-148b y miR-4269, y un aumento 

de oncomiR miR-23b (Zimta et al, 2019). Además de la presencia de miR-148b que 

antagoniza con oncomiR-214 en la promoción de la migración al modular la 

expresión de ITGA5 y ALCAM (Zimta et al, 2019). 

Para el caso de los sueros de mujeres normopeso se observó que el sobrenadante 

fue la fracción que presentó un efecto inductor de viabilidad relacionado al 

incremento en la fosforilación de Akt (Anexo 2). Este cambio en el estado de 

fosforilación podría asociarse a un enriquecimiento de factores de crecimiento, 

contrario a la disminución observada en el pellet posiblemente por la presencia de 

miRNAs supresores de tumores como miR-148b que se encuentra incrementado en 

las personas eutróficas (Zimta et al, 2019).  

En otro orden de ideas, los esferoides representan un modelo de cultivo 3D que 

aprovecha la tendencia de agregación de muchos tipos celulares, mostrando 

uniformidad en el tamaño y morfología. Además, están formados por una capa 

externa de células proliferantes, una capa intermedia de células quiescentes y una 

zona interna de necrosis (Meseguer et al, 2015). En nuestro sistema de cultivo de 

esferoides (Anexo 2), las células MCF-7 que fueron expuestas al sobrenadante de 

los dos tipos de suero promovieron la formación de un agregado compacto 

probablemente consecuencia del poco tiempo que mantuvimos el cultivo, ya que se 

ha reportado que la línea forma inicialmente agregados compactos que tiene la 

capacidad de evolucionar a esferoides. Dicha capacidad se encuentra mediada 

principalmente por la expresión de E-cadherina que puede incrementar su expresión 

por la activación de HIF-1α por activación de Akt/mTOR (Comşa et al (2015), Jahani 

et al (2020)).  

Por otro lado, se ha descrito que la obesidad regula el aumento en la migración de 

células tumorales incrementando la metástasis en las mujeres con obesidad, por 

aumento en la concentración sérica de leptina, insulina e IGF-1. (Amadou et al 

(2013), Andò et al (2016), Antonia et al (2016), Babaei et al (2015)). Lo reportado 

para las células MCF-7 indica que generalmente no presentan migración, pero 

incrementan este proceso por expresión autocrina de VEGF por estimulación con 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Com%C5%9Fa%20%C5%9E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26026074
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estrógenos (Comşa et al, 2015). Nuestros resultados mostraron que el suero de 

mujeres con obesidad indujo un aumento en la capacidad de migración de las 

células MCF-7 probablemente por la activación de la vía Akt/mTOR que activa a 

HIF-1α promoviendo la expresión de VEGF (Hinz & Jücker, 2019). Sin embargo, el 

fraccionamiento de los dos tipos de suero (Anexo 2) mostró para sueros de mujeres 

normopeso que ambas fracciones tienen la misma capacidad para inducir migración 

en comparación con su input. En contra posición, las fracciones de sueros de 

mujeres con obesidad redujeron su capacidad de migración en comparación a su 

input. Por lo que ambas fracciones presentan moléculas que en conjunto regulan la 

migración inducida por el suero de estas mujeres. 

Por su parte, cuando las mujeres fueron tratadas con metformina y sus sueros 

fueron evaluados en la célula tumoral, el análisis por grupo no mostró diferencias 

estadísticamente significativas en la reducción de la proliferación y los niveles de 

fosforilación de Akt a lo largo del tiempo de tratamiento con el fármaco, pero se pudo 

identificar a mujeres con resistencia a la insulina e hipertensión que si mostraron 

dicha reducción. En el caso de las mujeres con resistencia a la insulina, se relaciona 

con lo reportado en múltiples metaanálisis que sugieren que existe una reducción 

en la incidencia y mortalidad por cáncer de mama en usuarias de metformina (Allot 

& Hursting (2015), Col et al  (2012), Viollet et al (2012)). Sin embargo, se debe tomar 

en consideración que el uso del fármaco se da en pacientes diabéticas que por ende 

presentan resistencia a la insulina, pero el efecto antitumoral solo se reporta en el 

30% de los usuarios. Además de los resultados anteriores, se observó un aumento 

en la fosforilación de p38 en esta población después del tratamiento con metformina, 

lo que corrobora lo informado previamente sobre un efecto antitumoral de la 

metformina a través de la activación de p38 (Xie et al (2014), Batlle et al (2019), Ryu 

et al (2020)). 

Por otra parte, aunque nosotros esperábamos observar cambios en la fosforilación 

de Erk después del tratamiento con metformina en pacientes sin resistencia a la 

insulina para explicar la viabilidad observada, la reducción en la fosforilación de esta 

molécula no fue significativa después del tratamiento con metformina. Pero sí 

observamos la reducción de la degradación de IKBα y un aumento de la fosforilación 

de p65, independientemente de la fosforilación de p38. Lo anterior indicaría que 

pese a la fosforilación p65, la reducción en la degradación de IKBα impediría la 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Com%C5%9Fa%20%C5%9E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26026074
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traslocación de NF-κB al núcleo. Además de la regulación negativa que presenta la 

fosforilación de p65 en la serina 536, lo que resultaría en un efecto antitumoral como 

se ha reportado en múltiples estudios (Pradère et al (2016), Kim et al (2011), 

Moiseeva et al (2013)).  

De tal manera, interpretamos que el conjunto de estos resultados implica que la 

metformina tiene dos efectos independientes: i) El primero mediante la regulación 

de Akt en mujeres con resistencia a la insulina y ii) El segundo mediante la 

regulación de NF-κB en mujeres sin resistencia a la insulina. 

Este es uno de los primeros estudios que utiliza a la célula tumoral para comparar 

el suero de mujeres eutróficas vs mujeres con obesidad, en el cual se evaluaron 

varios procesos que establecen la relación entre obesidad y cáncer como son 

proliferación, migración y captación de glucosa por medio de la evaluación de la 

modulación de la vía IR/Akt/p70S6K, que es un efecto mediado tanto por 

componentes proteicos y lipídicos presentes en el suero de las mujeres con 

obesidad, así como por mecanismos poco estudiados como son los exosomas.  

Pese a la información que aquí se presentó, este es un estudio piloto por lo que una 

de nuestras limitaciones es el número de sueros evaluados, lo que tuvo un efecto 

en varios de nuestros análisis que presentaron valores de p cercanos a 0.05 debido 

a la variabilidad de los individuos evaluados pero que no alcanzaron significancia 

estadística, por lo que al incrementar el número de muestras será posible obtener 

efectos más robustos. Otra de las limitaciones que tuvo este estudio fue el uso de 

una solo línea de cáncer de mama, pese a que inicialmente evaluamos un panel de 

13 líneas, sin embargo, como consecuencia de la n tan pequeña desechamos a dos 

líneas representantes de dos subtipos de cáncer de mama, por lo cual no podemos 

descartar que los efectos que observamos en la línea MCF-7 puedan ser replicados 

en otros modelos de la enfermedad. 

Aunque la investigación sobre la relación obesidad-cáncer de mama utiliza múltiples 

herramientas, la mayoría de los enfoques utilizados consideran a las mujeres con 

obesidad como una población única sin considerar características intrínsecas a 

cada mujer. Es por ello qué la utilización de la célula tumoral como biosensor de 

moléculas séricas es una herramienta útil para la subclasificación de la población 

de mujeres con obesidad. Sin dejar de considerar que esta es una etapa inicial que 
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requiere estudios complementarios de proteómica y metabolómica para finalmente 

correlacionar los mecanismos moleculares y criterios clínicos para disminuir las 

variables a evaluar y en un futuro encontrar marcadores séricos asociados a la 

protección contra el desarrollo de cáncer de mama en usuarias de metformina.  

8. CONCLUSIÓN 

Nuestro estudio demuestra que la célula tumoral MCF-7 puede ser empleada como 

biosensor para la comparación de sueros de mujeres eutróficas vs con obesidad. 

Identificando un incremento significativo en los niveles de expresión y fosforilación 

de Akt en forma temprana y sostenida que repercute en el incremento de la 

proliferación y migración de la célula tumoral, mediado por la presencia de obesidad 

y que se asocia principalmente a la isoforma Akt-1, particularmente en mujeres 

posmenopáusicas con obesidad. Este efecto fue revertido en mujeres 

posmenopáusicas con obesidad que recibieron tratamiento con metformina y que 

fue independiente a la activación de IR, aunque se requiere un estudio a 

profundidad. Mientras en mujeres sin resistencia a la insulina se observó la 

regulación de la señalización de NF-κB. Por su parte, el suero de las mujeres 

eutróficas indujo un retraso en la activación de Akt-1 asociado a la degradación vía 

proteosomal que resulta en la disminución de procesos tumorigénicos (Figura 31).  

 

 

Figura 31. Representación esquemática de la activación de la vía IR-β/Akt/p70S6K en células MCF-7 

expuestas a sueros humanos con diferentes características metabólicas y efecto del tratamiento con 

Metformina en pacientes con obesidad 
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9. PERSPECTIVAS 

• Incremento del número de sueros evaluados para cada grupo y determinar 

si el fenómeno observado en la línea MCF-7 puede ser replicado en otros 

modelos celulares. 

• Caracterización profunda de los componentes del suero. 

• Mayor caracterización de las pacientes que presentan respuesta antitumoral 

al tratamiento a metformina. 
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11. ANEXO 1 

11.1. Caracterización de banda de 48 kDa generada por la 

estimulación con sueros humanos 

Como se describió en el apartado 6.2.1, en la mayoría de las líneas de cáncer de 

mama utilizadas en este estudio se observó la aparición de una banda extra bajo la 

estimulación con sueros SNP con el uso del anticuerpo contra pAkt (Ser 473), por 

lo cual se procedió a realizar la caracterización de esta banda que presentó un peso 

molecular de 48 kDa. 

11.1.1.  Evaluación de sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas vs con 

obesidad por la presencia de una banda de 48 kDa en células MCF-7 

Primero determinamos si la aparición de la banda de 48 kDa se presentaba en 

ambos tipos de sueros humanos. Como se observa en la Figura 32, la banda de 48 

kDa solo se observa bajo estimulación con sueros SNP, por lo que la banda se 

asocia a sueros de mujeres premenopáusicas eutróficas. 

 

 

 

 

 

 

 

11.1.2. Evaluación de sueros de mujeres eutróficas con inactivación por 

calor o dislipidación por la presencia de una de banda de 48 kDa en 

células MCF-7 

Al utilizar suero sin inactivación por calor, surgió la duda si la aparición de la banda 

de 48 kDa podría estar asociada a la presencia del sistema del complemento o a la 

parte lipídica del suero. Por lo que se evaluó la aparición de la banda de 48 kDa por 

estimulación con sueros de mujeres normopeso inactivados o dislipidados, 

Figura 32. Western Blot de Akt-1 en células MCF-7 estimuladas con sueros 

humanos con diferente IMC 
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observando que la banda se mantuvo en ambas condiciones a la misma altura que 

la banda observada en la estimulación con suero sin tratamiento (Figura 33). 

 

 

 

 

 

 

11.1.3. Determinación de banda de 48 kDa por el uso de anticuerpos 

específicos para cada isoforma de Akt 

Ya que la identificación de la banda de 48 kDa bajo estimulación con sueros SNP 

se realizó por medio de la utilización de un anticuerpo que reconoce las tres 

isoformas de la proteína, se requería identificar si la banda de 48 kDa se asociaba 

a una isoforma o era consecuencia de inespecificidad del anticuerpo. Para esta 

prueba se utilizaron anticuerpos específicos para cada una de las isoformas de la 

proteína. En la Figura 34 se observa que la banda de 48 kDa fue identificada 

únicamente con el anticuerpo especifico contra pAkt-1 (Ser 473), no así con los 

anticuerpos anti pAkt-2 ni Akt-3. Por lo que la banda de 48 kDa se asocia 

únicamente a la isoforma Akt-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Western Blot de Akt en células MCF-7 estimuladas con 

suero SNP inactivado o dislipidado. 

Figura 34. Western Blot de isoformas de Akt en 

células MCF-7 estimuladas con suero SNP 
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11.1.4. Determinación de la aparición de banda de 48 kDa en otros tejidos 

por estimulación con sueros de mujeres eutróficas 

Como la aparición de la banda de 48 kDa se había observado en la mayoría de las 

líneas de cáncer de mama que conformaron nuestro panel celular, surgió la duda si 

era un efecto asociado únicamente a epitelio mamario. Para dilucidar lo anterior 

evaluamos en distintas líneas de cáncer de pulmón, próstata, colón, cérvix y riñón 

la aparición de dicha banda. En la Figura 35 se observa que la banda de 48 kDa fue 

visible en la línea PC3 de cáncer de próstata, en la línea HCT15 de cáncer de colon 

y en la línea A549 de cáncer de pulmón. Mientras en la línea HeLa de cáncer 

cervicouterino y en la línea HEK-293 de epitelio de riñón de embrión humano no se 

observó la banda de 48 kDa bajo la estimulación con suero SNP. 

 

 

Los resultados anteriores mostraron que la aparición de la banda de 48 kDa bajo 

estimulación con sueros SNP, no es especifico al epitelio mamario, por lo que se 

requieren mayores estudios. 

 

 

 

Figura 35. Western Blot de Akt-1 en células tumorales de diferentes tejidos estimuladas con suero SNP 
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11.1.5. Evaluación de la aparición de banda de 48 kDa por estimulación 

con suero de mujer premenopáusica eutrófica en presencia de 

inhibidores de fosforilación y del proteosoma 

Posteriormente para determinar sí la aparición de la banda de 48 kDa estaba 

relacionada con un proceso biológico de la célula, decidimos utilizar algunos 

inhibidores. Debido a que la banda de 48 kDa fue identificada por el uso de 

anticuerpos que reconocen la fosforilación de Akt-1 en la Ser 473 se utilizaron 

inhibidores de fosforilación como la Genisteína (Gen) que inhibe la fosforilación total, 

la Wortmanina (Wort) que inhibe a PI3K y por consiguiente a Akt, además del uso 

del Bortezomib como inhibidor del proteosoma debido a la regulación negativa de la 

vía de señalización.  

Como se muestra en la Figura 36 la aparición de la banda de 48 kDa por 

estimulación con suero SNP fue eliminada por la preincubación con Bortezomib, por 

lo que la aparición de la banda de 48 kDa fue asociada a la degradación vía 

proteosomal de pAkt-1. 

 

 

 

 

 

 

11.1.6. Determinación de la fracción de suero ultracentrifugado a la cual 

se asocia la aparición de banda de 48 kDa 

Posteriormente evaluamos las fracciones de los sueros SNP para determinar si la 

activación del proteosoma observado en el resultado anterior se podía asociar a 

alguna de las fracciones de suero obtenidas. En la Figura 37 se observa que en las 

células MCF-7 que fueron estimuladas con el input y el pellet-resuspendido aparece 

la banda de 48 kDa no así con el sobrenadante. Por lo que la inducción de la 

Figura 36. Western Blot de Akt en células MCF-7 

estimuladas con suero SNP con inhibidores de 

fosforilación y proteosoma 
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degradación vía proteosomal de pAkt-1 se podría asociar a un componente del 

pellet de sueros SNP.  

 

 

 

 

 

En conjunto los resultados anteriores mostraron que la fracción del sobrenadante 

de sueros de mujeres normopeso premenopáusicas contiene algún componente 

que induce la degradación vía proteosomal de pAkt-1 en diferentes tejidos humanos, 

lo que podría estar asociado al retraso en la señalización observado en el apartado 

6.3.1. 

12. ANEXO 2 

12.1. Determinación de la fracción de suero humano que presenta actividad 

tumorigénica en células MCF-7 de cáncer de mama 

Al comprobar que existe un efecto diferencial en la proliferación y señalización de la 

vía IR/Akt/p70S6K por estimulación con sueros SOP en comparación a sueros SNP, 

decidimos realizar una caracterización inicial de estos sueros. Por lo que,  se decidió 

determinar la fracción de suero que presentaba la actividad de inducción de 

tumorigenicidad. Para ello se realizó una ultracentrifugación (como se describe en 

materiales y métodos), donde se obtuvieron dos fracciones: sobrenadante y pellet-

resuspendido. 

12.1.1. Determinación de patrones proteicos de fracciones de sueros 

ultracentrifugados 

Lo primero que evaluamos fue el patrón proteico que presentó cada fracción de 

suero obtenida. Como muestra la Figura 38, los sueros totales (input), 

sobrenadantes y pellets-resuspendidos de ambos tipos de sueros presentaron 

patrones proteicos similares. Mientras que, al comparar el input de ambos tipos de 

sueros contra sus respectivas fracciones, se observó que los sobrenadantes 

Figura 37. Western Blot de Akt en células MCF-7 

estimuladas con fracciones de suero SNP 

ultracentrífugados 
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presentaron un enriquecimiento de proteínas en un rango de 40 a 50 kDa, el cual 

fue más significativo en el sobrenadante de sueros SOP respecto a SNP. Mientras 

los pellets-resuspendidos tuvieron un enriquecimiento de proteínas en un rango de 

49 a 206 kDa, donde el pellet-resuspendido de SNP fue el que presentó mayor 

enriquecimiento en comparación a SOP. 

 

12.1.2. Evaluación de la viabilidad inducida por fracciones de sueros 

humanos ultracentrifugados 

Posteriormente evaluamos la viabilidad celular y observamos que hubo una 

disminución de la viabilidad en las dos fracciones de ambos tipos de sueros en 

comparación a su respectivo input (Gráfica 40). En el caso de SNP, el sobrenadante 

presentó una disminución del 5% y el pellet-resuspendido del 21% respecto a su 

input, por lo que la inducción de la viabilidad podría asociarse al sobrenadante de 

los sueros SNP. Por otra parte, ambas fracciones de los sueros SOP presentaron 

una disminución promedio del 40% en comparación a su input y no hubo diferencias 

significativas entre ambas fracciones. 

 

 

Figura 38. Electroforesis de fracciones de sueros humanos ultracentrifugados 
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12.1.3. Evaluación de la activación de Akt en células MCF-7 estimuladas 

con fracciones de sueros ultracentrifugados 

Posteriormente se evaluaron los niveles de fosforilación de Akt por estimulación con 

las diferentes fracciones de los sueros humanos. Como se muestra en la Figura 39 

y la Gráfica 41, para los sueros SNP el sobrenadante presentó un incremento en la 

fosforilación de Akt de 0.47 veces en comparación con su input, por lo que la 

inducción del incremento de la fosforilación de Akt podría asociarse al 

sobrenadante. Por otra parte, en el caso de los sueros SOP, se observó que el 

pellet-resuspendido presentó un incremento en la fosforilación de Akt de 0.25 veces 

respecto a su input, por lo que la inducción de la fosforilación podría asociarse al 

pellet-resuspendido. 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Western Blot de Akt en 

células MCF-7 estimuladas con 

fracciones de sueros SNP o SOP 

ultracentrífugados 
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Gráfica 40. Viabilidad de células MCF-7 inducida por fracciones de 

sueros ultracentrifugados
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* Comparación vs T0, # vs Input de cada tipo de suero, $ vs misma fracción de SNP. * p0.05, ** 

p0.005. Ctr= control, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de 

mujeres con obesidad premenopáusicas 



122 
 

 

 

12.1.4. Evaluación de la formación de esferoides de células MCF-7 

expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados 

Otro de los ensayos utilizados para evaluar la tumorigenicidad es la formación de 

esferoides, pero en el caso de la línea MCF-7 bajo nuestras condiciones de cultivo 

únicamente se formaron agregados mostrados en la Figura 40. Se observó que en 

ambos tipos de sueros se presentaron los mismos patrones de agregados en cada 

tipo de fracción evaluada. En el caso de los inputs de los dos tipos de sueros (SNP 

y SOP) se generaron agregados en forma tubular, los sobrenadantes formaron 

agregados semicirculares con bodes irregulares y los pellets-resuspendidos 

formaron múltiples aglomerados.  
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Gráfica 41. Niveles de pAkt por estimulacion con fracciones de sueros 

humanos ultracentrifugados
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* Comparación vs T0, # vs Input de cada tipo de suero, $ vs misma fracción de SNP. * p0.05, ** p0.005. 

Ins=insulina, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas 

 

Figura 40. Agregados de células MCF-7 en presencia de fracciones de sueros humanos 

ultracentrífugados 
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Por otra parte, el ensayo de viabilidad de los esferoides (Gráfica 42) mostró que el 

cultivo con el input de sueros SOP indujo un incremento del 39% y SNP redujo la 

viabilidad 28% respecto a Ctr, mientras al comparar entre ambos tipos de sueros el 

cultivo con sueros SOP incremento 67% la viabilidad en comparación a SNP. En 

tanto los sobrenadantes de ambos tipos de sueros (SNP y SOP) presentaron un 

incremento del 27% y 39% respecto a Ctr, pero al comparar contra su respectivo 

input se observó un incremento en la viabilidad de 147% en SNP y 77% en SOP. 

En el caso de los pellets-resuspendidos hubo un incremento en la viabilidad 

respecto de Ctr del 88% en SNP y 175% en SOP, mientras al comparar entre los 

pellets-resuspendidos de ambos tipos de suero se observó un incremento del 87% 

por SOP respecto a SNP (&&), pero al comparar contra sus respectivos inputs se 

observa que SNP presentó un incremento de 136% y SOP 116%, respecto a los 

sobrenadantes se observó una reducción del 30% en SNP y un incremento del 58% 

en SOP. 

 

 

En los dos tipos de suero se observó que la formación de agregados semicirculares 

por la suplementación con el sobrenadante se asoció a una mayor tumorigenicidad. 

Sin embargo, se observaron dos comportamientos en la viabilidad, mientras el 

sobrenadante de SNP indujo una mayor viabilidad, el pellet-resuspendido de SOP 

fue el que promovió mayor viabilidad en este tipo de suero.  
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Gráfica 42. Viabilidad de esferoides de células MCF-7 expuestas a 
fracciones de sueros humanos ultracentrifugados
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* Comparación vs Ctr, # vs Input de cada tipo de suero, $ vs sobrenadante, & vs misma fracción de SNP. * 

p0.05, ** p0.005. Ctr= control, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de 

mujeres con obesidad premenopáusicas 
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12.1.5. Evaluación de la migración de células MCF-7 transfectadas con 

GFP expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados 

Posteriormente evaluamos la migración celular por estimulación con las diferentes 

fracciones de sueros humanos. Como muestra la Figura 41 y Gráfica 43, al 

comparar los inputs de ambos tipos de sueros, se observó un incremento de 231% 

bajo suplementación con SOP respecto a SNP. Al comparar las diferentes 

fracciones de sueros SNP no se observaron diferencias significativas respecto al 

input, ni entre el sobrenadante y el pellet-resuspendido. Mientras las diferentes 

fracciones de sueros SOP mostraron una reducción en la migración del 209% en el 

sobrenadante y 223% en el pellet-resuspendido respecto al input. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Células MCF-7 migradas por estimulación con fracciones de sueros humanos 

ultracentrífugados 

* Comparación vs S/Suero, + vs SFB, # vs misma fracción de SNP, $ vs Input. * p0.05, ** p0.005. SFB= suero 

fetal bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad 

premenopáusicas 
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Gráfica 43. Migración de células MCF-7 expuestas a fracciones de 
sueros ultraentrifugados
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12.1.6. Determinación de la captación de glucosa en células MCF-7 

expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados 

Posteriormente evaluamos la captación de glucosa para determinar si este efecto 

estaba asociado a alguna de las fracciones de los sueros humanos. Como se 

observa en la Gráfica 44, tanto los inputs como las fracciones de sueros SOP 

presentaron porcentajes de captación de glucosa menores en comparación a SNP. 

En ambos tipos de suero se observó que las dos fracciones presentaron menores 

porcentajes de captación de glucosa, que fue aproximadamente del 50% en 

comparación con sus respectivos inputs, por lo que la captación de glucosa en 

ambos tipos de suero podría depender de los componentes de ambas fracciones. 

 

 

En conjunto los resultados anteriores mostraron que el sobrenadante de sueros 

SNP es la fracción con capacidad tumorigénica al inducir un incremento en la 

viabilidad celular, fosforilación de Akt y formación de esferoides. Mientras la fracción 

del pellet-resuspendido de sueros SOP induce la formación de esferoides, mientras 

para el resto de los efectos biológicos analizados en nuestro estudio se requiere la 

presencia de ambas fracciones.  
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Gráfica 44. Determinación de la captación de glucosa en células MCF-7 
expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados
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SFB= suero fetal bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopáusicas, SOP= sueros de mujeres con 

obesidad premenopáusicas 
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