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EFECTO DE LA METFORMINA SOBRE CELULAS DERIVADAS DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CANCER
DE MAMA Y SU RELACION CON LA EXPRESION DE PTP1B.

RESUMEN

Antecedentes: El cancer de mama desde 2006 representa la primera causa de muerte por cancer
en mujeres, con el 13.6% de las defunciones. Dentro de los factores de riesgo se encuentran los
reproductivos y los no asociados a la reproduccién como obesidad y el sobrepeso. Se ha
demostrado que la obesidad es un factor de riesgo para cancer de mama, asociado con un mayor
riesgo de recurrencia y menor supervivencia. Ademas, se asocia a un aumento en la frecuencia de
diabetes mellitus, que también es considerado como un factor de riesgo para el desarrollo de
neoplasias y condiciona a un mayor riesgo de muerte por cancer de mama. Desde 1950, las
biguanidas como la metformina son la piedra angular del tratamiento de la diabetes mellitus y
también se utilizan como parte del tratamiento de la obesidad. Se han publicado varios estudios
que han asociado el uso de metformina en diabéticos con menor incidencia de cancer, con
multiples mecanismos propuestos Dentro de las vias metabdlicas implicadas en estas dos
patologias se encuentra la via de las adipocinas, el eje insulina-glucosa y la activacién del receptor
del factor de crecimiento similar a la insulina (del inglés Insulin like growth factor 1 receptor,
IGF1R). Uno de los reguladores negativos de estas vias es la fosfatasa de tirosina PTP1B, que se ha
propuesto como blanco terapéutico para tratamiento de estas patologias. Esta fosfatasa también
puede actuar como promotor y supresor de tumores. Se conoce poco sobre el papel de PTP1B
sobre los mecanismos por los que actua la metformina, principalmente en la via de IGF1R y sus
consecuencias biolégicas en los tumores. Objetivo: Evaluar el efecto de la metformina sobre la
proliferacién, migracion, y citotoxicidad en células provenientes de cultivos primarios de cancer de
mama PTP1B positivos y negativos. Material y métodos: Se utilizaron cultivos primarios obtenidos a
partir de biopsias de pacientes con cancer de mama, ademads de las lineas celulares comerciales
MDA-MB-231 y SKBR3. Se evalud la expresién de PTP1B por la técnica de Western Blot. Se
realizaron ensayos de citotoxicidad utilizando concentraciones crecientes de metformina, ensayos
de proliferacion celular mediante la reduccidn de MTT, migraciéon celular por medio de herida en
monocapa y camaras de Boyden, ensayos de citotoxicidad usando combinaciones de metformina
con farmacos utilizados habitualmente para tratamiento de cancer de mama (doxorrubicina,
paclitaxel y lapatinib). Resultados: Los cultivos primarios MBCDF y MBCD4 fueron negativas para la

expresion de PTP1B, mientras que las los cultivos primarios MBCD5 y MBCDF-B3, asi como las lineas



comerciales MDA-MB-231 y SKBR3 son positivas para PTP1B. Las células PTP1B positivas fueron
resistentes al tratamiento con metformina, con una IC50 entre 50-68mM, mientras que las células
PTP1B negativas tienen menor viabilidad a concentraciones bajas. En los ensayos de proliferacion al
afiadir metformina las células PTP1B positivas no tiene un efecto significativo sobre la proliferacién
celular, mientras que en las PTP1B negativas hay una reduccion en su tasa de proliferaciéon con
respecto a las controles, principalmente en los primeros cuatro dias. En los ensayos de migracion la
metformina no tiene efecto sobre las células PTP1B positivas y en las células PTP1B negativas se
disminuye la migracién al afiadir metformina. En los ensayos de citotoxicidad combinada, la
metformina tiene un efecto aditivo con paclitaxel y doxorrubicina en las células PTP1B negativas.
Conclusion: Nuestros resultados muestran que las células PTP1B positivas en presencia de
metformina no sufren cambios en su capacidad de proliferacién y migracién, a diferencia de las
células PTP1B negativas. Estos datos sugieren que pacientes con cancer de mama positivas para

PTP1B pudieran no beneficiarse del tratamiento con metformina.
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I. INTRODUCCION

El cdncer de mama es la neoplasia mas comunmente diagnosticada en mujeres en el mundo, con
alrededor de 1.38 millones de casos anualmente, y 460,000 muertes en 2008. En nuestro pais,
desde el 2006 representa la primera causa de muerte por cancer. De acuerdo a las estadisticas del
INEGI, representa el 13.6% de las defunciones por cadncer en mujeres, que lo ha convertido en un
importante problema de salud publica. Desde 1980 a 2010, tanto la incidencia como la mortalidad
en paises en vias de desarrollo han aumentado de forma considerable, impactando en las causas de
morbi-mortalidad. En México, la incidencia de cancer de mama ha aumentado de un riesgo anual
de 2% en 1980, a 5% en 2010 [1]. Existen multiples factores de riesgo para el desarrollo de cancer
de mama. En primer lugar se encuentran los factores reproductivos, dentro de ellos la edad, la
menarca a edad temprana, la menopausia tardia, y la nuliparidad [2]. El riesgo de desarrollar
cancer de mama incrementa con la edad, encontrando un incremento importante a partir de los 50
afios, principalmente de los tumores con receptores hormonales positivos. [3]. La menarca a edad
temprana es un factor de riesgo importante, con un 10% de reduccion de riesgo con 2 afos de
retraso en la menarca, ya que la menarca temprana se asocia a mayor exposicion a estrégenos y a
mayores niveles de estimulacion hormonal durante un ciclo menstrual [4]. El primer embarazo a
edad temprana se considera un factor protector, asi como el nimero de estos, ya que los

embarazos adicionales tienen una reduccion relativa del 7% por cada embarazo subsecuente [5].

Existen otros factores de riesgo no asociados a los factores reproductivos, entre ellos la obesidad y
el sobrepeso. Estos factores son relevantes para nuestra poblacién, ya que de acuerdo con la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2012, en las mujeres mayores de 20 afios de
edad, el 35.5% tiene sobrepeso (definido como indice de masa corporal (IMC) 25-30kg/m’” y el
37.5% tiene obesidad (definido como IMC >3Okg/m2). Las tendencias con respecto al IMC en
mujeres de 20 a 49 afios de 1988 a 2006 han mostrado que la prevalencia de sobrepeso incrementd
41.7% y la de obesidad 270.5%[6]. En Estados Unidos, en 2007, 4% de los nuevos casos de cancer
en hombres y 7% de los nuevos casos en mujeres se debian a la obesidad.[7] Estd bien establecido
que la obesidad es un factor de riesgo para desarrollar cdncer de mama, especialmente en
postmenopdusicas, también se ha descrito que la obesidad es un factor prondstico independiente
asociado con mayor riesgo de recurrencia y menor supervivencia al compararlo con mujeres con

peso normal.[8] Recientemente, se publicé un meta-analisis que incluyé 213,075 pacientes con



cancer de mama, con un riesgo relativo de muerte por cancer de mama (RR) de 1.41 para mujeres

obesas y de 1.07 para mujeres con sobrepeso, ambos estadisticamente significativos[9].

El incremento de la obesidad ha contribuido a incrementar los casos de diabetes mellitus, ya que el
aumento de la grasa visceral se encuentra asociada con multiples alteraciones metabdlicas que
inducen la resistencia a la insulina que da por resultado el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. En
promedio, el 80% de la gente con diabetes mellitus tiene sobrepeso u obesidad. Tanto la diabetes
mellitus tipo 2 como la obesidad se encuentran asociadas con multiples complicaciones médicas,
como enfermedades cardiovasculares y cancer[10]. En México, en las ultimas décadas, el nimero
de personas que padecen diabetes se ha incrementado en México ocupando los primeros lugares
en las causas de morbi-mortalidad en nuestro pais. De acuerdo con la ENSANUT 2012, la proporcién
de adultos con diagndstico de diabetes fue de 9.2%, la prevalencia en el grupo de mujeres de 50-59

afios el 19.4% y en el grupo de mujeres de 60-69 afios de 26.3%.[6]

Existen multiples estudios que han mostrado que los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tienen
mayor riesgo de neoplasias y tienen mayor riesgo de muerte por cdncer (Hazard ratio- HR 1.49). El
sindrome metabdlico se caracteriza por un estado de resistencia a la insulina y aumento de insulina
circulante, es un factor prondstico importante en las pacientes postmenopausicas con cancer de
mamal[11]. En un meta-analisis publicado en 2012, que incluyé 43 estudios, se encontrd que existe
un incremento en el riesgo de cdncer de mama del 27% en pacientes con diabetes mellitus tipo 2,
con un decremento al 16% cuando se realiza un ajuste al IMC, es decir que, a pesar de tener un IMC
normal, existe mayor riesgo de cdncer de mama en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 [12]. La
existencia de hiperglucemia e hiperinsulinemia, asi como otros factores asociados a diabetes
mellitus, como la obesidad y la dieta alta en grasa, son factores de riesgo independientes para

cancer, lo que muestra una estrecha correlacion entre estas enfermedades[13].

A pesar del poco conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia de la
diabetes, desde 1950, las biguanidas como la fenformina y la metformina se introdujeron en el
arsenal terapéutico de la diabetes mellitus y son ampliamente utilizados en el tratamiento de esta
patologia [14]. En los ultimos afios, se han publicado varios estudios epidemioldgicos que han
asociado el uso de metformina en diabéticos con una menor incidencia de cancer[15, 16]. En
especial, en pacientes con cdncer de mama, la metformina ha mostrado disminuciéon en la

incidencia, mayor tiempo al desarrollo de cdncer, menor mortalidad por enfermedad HER2 positiva



y reduccién del riesgo de metdstasis a distancia en pacientes con cancer de mama triple negativo
[17]. Se han propuesto distintos mecanismos de accion que han intentado explicar los efectos
antitumorales de la metformina. Dentro de estos se encuentra la reduccidn de la insulina circulante
y su capacidad de suprimir la gluconeogénesis hepatica, y la disminucidn de la actividad de los ejes
de la cinasa activada por AMP (del inglés AMPK), mTOR, insulina y del factor de crecimiento similar
a la insulina o IGF-1 [18]. Sin embargo, los resultados de diferentes estudios han sido
contradictorios, ya que la activacion de AMPK puede estimular neoangiogénesis y crecimiento
tumoral en células de cdncer de mama, y las células resistentes a la insulina pueden presentar
aumento en la fosforilacién de IGF1R[19, 20]. Estos hallazgos sugieren que la supresién del eje
AMPK produce una retroalimentacion negativa en la sefalizacion de IGF1R/Insulin Receptor
Substrate (IRS), lo que lleva a aumento de la supervivencia celular y contrarrestando los efectos de
la metformina. Por otra parte, se conoce poco sobre los mecanismos moleculares a nivel
intracelular implicados en la accién antitumoral de la metformina, sobre todo en los relacionados a
la via del IGFR/IRS. Existen algunos estudios en modelos de cancer pulmonar que han mostrado que
la metformina inhibe la fosforilacién del IGF1R, Akt, ERK y mTOR por un mecanismo independiente

del AMPK, aunque no se ha dilucidado el mecanismo por completo [21].

La fisiopatologia comun de la diabetes tipo 2 y la obesidad es muy compleja. De forma general, la
diabetes tipo 2 se desarrolla en obesos como consecuencia de una respuesta inadecuada de las
células beta pancreaticas y el tejido adiposo al exceso de glucosa. Dentro de las vias metabdlicas
gue se encuentran implicadas, se encuentran la via de las adipocinas (leptina y adiponectina), el eje
insulina-glucosa, y la activacion cruzada del IGF1R. La activacién de IGF1R es el mecanismo mas
frecuentemente propuesto para explicar el incremento en la incidencia de cancer en este grupo de
pacientes[10, 13]. Tanto la insulina como el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1)
tienen afinidad tanto por el receptor de insulina como por el IGF1R debido a su estructura similar,
aunque en distinta proporcién. El sistema IGF-1/IGF1R tienen efectos mitogénicos vy
antiapoptoticos, y la hiperinsulinemia que ocurre en los pacientes diabéticos o en los obesos
resistentes a la insulina puede incrementar estos efectos a través de varios mecanismos (Figura 1).
Asi pues, en los pacientes con hiperinsulinemia, la insulina puede desencadenar proliferacion de
células malignas a través de la estimulacidn del sistema de Akt y posterior activacién de mTOR.
Ademas, la hiperglucemia puede promover la tumorigénesis por via directa, ya que las células

malignas dependen de glucdlisis para obtener su energia[22]
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Figura 1. Relacion entre obesidad, diabetes mellitus y cancer. Los diferentes factores de riesgo compartidos, como la
inflamacion, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia llevan al incremento del sustrato del receptor de insulina (del inglés
Insulin receptor substrate o IRS), estimulando la fosforilacién de Ras incrementa la proliferacion celular. Ademas, en los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 hay una alteracién en la translocacion del transportador GLUT4, que como
consecuencia provoca un aumento de la sefializacion de AKT/mTOR, que puede afectar tanto las vias metabdlicas como
las mitogénicas.[22]

Las vias de sefializacidon antes mencionadas son en parte reguladas por fosforilacion en residuos de
tirosina. Las proteinas cinasas y las proteinas fosfatasas de tirosina regulan los niveles de
fosforilacidn en residuos de tirosina. Las cinasas de tirosina adicionan grupos fosfato , mientras que
las fosfatasas de tirosina o PTPs defosforilan residuos de fosfotirosina en una gran variedad de
sustratos. El balance entre cinasas y fosfatasas determina el estado de fosforilacion de los
componentes de las vias de sefalizacién[23]. En afos recientes, se ha descrito que uno de los
principales reguladores de las vias implicadas en la fisiopatologia de la obesidad y la diabetes es la
fosfatasa de tirosinas PTP1B, la cual contiene 435 aminoacidos con un peso molecular de 50 KDa,
pertenece al subtipo no receptor. Los Ultimos 35 aminodcidos son una secuencia de localizacion a la
cara citopldsmica del reticulo endoplasmico, lo cual le sirve como un mecanismo de regulacién,
limitando su disponibilidad a los sustratos que puede defosforilar[24]. Se ha demostrado que PTP1B

es un regulador negativo tanto de la via de las adiponectinas como del receptor de insulina. En el



caso de la via de la insulina, PTP1B defosforila al receptor de insulina (IR) y las proteinas IRS,
mientras que en la via de la leptina, defosforila a la cinasa JAK2 (del inglés Janus Kinase 2) que es un
elemento rio abajo en la sefalizacién de la leptina [23, 25](figura 2). Los ratones knockout para
PTP1B presentan resistencia a la obesidad inducida por la dieta alta en carbohidratos y adiposidad
reducida por incremento del gasto energético, y son mas sensibles a la accién tanto de la leptina
como de la insulina[23]. Es por esta razén que se ha propuesto a PTP1B como un blanco
terapéutico atractivo para el tratamiento tanto de la diabetes mellitus tipo 2 como de la obesidad, y
actualmente se encuentran en desarrollo multiples inhibidores de esta fosfatasa en fases

preclinicas[26].
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Figura 2. Regulacion de las vias metabdlicas de leptina e insulina por PTP1B. Existen varias PTPs que pueden regular
negativamente las vias de leptina e insulina. PTP1B (sefialada con una flecha gruesa) inhibe estas vias defosforilando en
la via de leptina a JAK2 y en la via de insulina al receptor de insulina y al IRS. También ha sido sefialada en la
defosforilacién de la proteina Tub.[23]

PTP1B tiene un papel importante dentro de la fisiopatologia del cadncer, aunque su funcién no se
encuentra del todo clara; existe evidencia de que PTP1B puede actuar como promotor y como
supresor de tumores. En el caso del cdncer de mama, existen varios estudios que han asociado a

PTP1B con la regulacién de la sefializacion de HER2. Sin embargo, los resultados en cultivos



celulares han dado resultados contradictorios sobre el resultado del efecto de PTP1B sobre todo en
la via de sefalizacién de HER2. En ratones transgénicos que generan tumores HER2 positivos y
deficientes en PTP1B, hay retraso en la aparicion de tumores[27, 28]. Estos datos indican que
PTP1B tiene un papel importante en la sefializacion de HER2, aunque aun no se conoce el
mecanismo de regulaciéon importante y tampoco se sabe muy bien si tiene un papel similar en otros
oncogenes y en otros tipos de tumores[25]. Recientemente, se analizaron 1,402 muestras de cancer
de mama en las que PTP1B se expresd en 49% de estas muestras, y se consideré como un factor

prondstico positivo para supervivencia global (Hazard ratio, HR=0.779)[29].

Se ha demostrado que el IGF1IR es uno de los receptores importantes relacionados con la
transformacién de células malignas, asi como en la progresidon de distintos tipos de tumores. Rio
debajo de IGF1R, existen multiples vias que median la proliferacién, transformacién y supresién de
apoptosis, entre ellas MAPKs y AKT. PTP1B se encarga de regular la actividad de IGF1R,
defosforilandolo e inactivandolo y, por lo tanto, su sefalizacién rio abajo. La pérdida de PTP1B
puede favorecer la supervivencia celular mediada por IGF-I. En células COS y en fibroblastos, se ha
mostrado que las células deficientes en PTP1B tienen mayor proteccioén a la apoptosis mediada por
IGF1, mayor migracion y mayor eficiencia para formar colonias [30]. Sin embargo, se conoce poco
sobre el papel de PTP1B dentro de los mecanismos moleculares por los cuales actua la metformina,
principalmente en la via del IGF1R y sus consecuencias biolégicas en los tumores. Por lo antes
mencionado, en este trabajo se evaluaron los efectos biolégicos de la metformina en cultivos
primarios de cancer de mama (citotoxicidad, proliferaciéon, migraciéon) y la combinacién de
metformina con farmacos utilizados para quimioterapia y su relacién con la expresién de PTP1B.
Nuestros resultados muestran que las células PTP1B positivas son resistentes al efecto citotdxico de
la metformina, no inhibe la proliferacidon y migracién celular que en las células PTP1B negativas.
Estos datos sugieren que pacientes con cancer de mama positivas para PTP1B pudieran no

beneficiarse del tratamiento con metformina.
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Il. JUSTIFICACION

Existen multiples mecanismos propuestos para la accion de la metformina en cdncer de mama con
resultados contradictorios in vitro. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto de la metformina con
relacion a la fosfatasa PTP1B que se sabe regula IGF1R, uno de los potenciales blancos de

metformina.
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I1l. OBIJETIVOS
a. Objetivo general
Evaluar el efecto de la metformina sobre los procesos bioldgicos y citotoxicidad a farmacos

de quimioterapia en cultivos primarios de cancer de mama PTP1B positivos y negativos.

b. Objetivos especificos
Evaluar el efecto citotéxico de la metformina en células de cancer de mama PTP1B positivas
y negativas.
Evaluar el efecto de la metformina sobre la proliferacion celular de células de cancer de
mama PTP1B positivas y negativas.
Evaluar el efecto de la metformina sobre la migracién celular en células de cdncer de mama
PTP1B positivas y negativas.
Evaluar el efecto de la metformina en combinacién con farmacos quimioterapéuticos

(doxorrubicina, paclitaxel, lapatinib) en células PTP1B positivas y negativas.
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IV. HIPOTESIS

a. Hipotesis nula

El efecto de la metformina sobre la proliferacidn, migracidn celular y citotoxicidad en células de

cancer de mama no depende de la expresidon de PTP1B.
b. Hipotesis alterna

El efecto de la metformina sobre la proliferacidn, migracidn celular y citotoxicidad en células de

cancer de mama depende de la expresién de PTP1B.
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V. MATERIALY METODOS

a. CULTIVO CELULAR

Se utilizaron cultivos primarios obtenidos a partir de biopsias de pacientes con cancer de mama
denominadas MBCDF, MBCD4, MBCD5 y MBCDF-B3 (Protocolo aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion del Instituto Nacional de Nutricidon Salvador Zubiran, referencia 1549), ademas de las
lineas celulares comerciales MDA-MB-231 (cancer de mama triple negativo) y SKBR3 (prototipo
cancer de mama HER2 positivo). Las células fueron sembradas en cajas de Petri de 100mm,
mantenidas con medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino,
antibidtico y antimicético, a 37°C y 5% de CO,. Las células se sembraron en cajas de Petri de 60mm
de diametro y se dejaron crecer a un 90% de confluencia, posteriormente se realizaron ensayos de
citotoxicidad, proliferacion o migracién, o bien, se obtuvieron pellets celulares, se congelaron a -

70°Cy se utilizaron posteriormente para analizar por Western Blot la expresion de receptores.

b. WESTERN BLOT

Los pellets celulares fueron lisados con 50mM HEPES pH 7.4, 250mM NaCl, 5mM EDTA, 0.1% NP-40,
10mM NaF, 50mM fglicerolfosfato y ImM NasVO,; centrifugados a 13,500rpm por 15 minutos. El
sobrenadante se colecté en tubos Eppendorf, posteriormente por el método colorimétrico de
Bradford se realizé cuantificacién de la cantidad de proteina. Se corrieron cantidades equivalentes
de proteina (20ug) en un gel SDS-PAGE, y después se transfiri6 a una membrana Inmobilon-P
PDVF(Millipore) por 1 hora a 100V. Se bloqued con leche al 5% en PBS-Tween por 45 minutos y
posteriormente se incubdé con anticuerpos contra: IGF1R, HER2, PTP1B, tubulina (Santa Cruz
Biotechnology) a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se realizaron lavados con PBS-Tween y
se colocé el anticuerpo secundario-HRP (Anti-ratén o anti-conejo) correspondiente, el cual se
incubd por 1 hora. Se realizé nuevamente lavado con PBS-Tween y se reveld con el agente de

guimioluminiscencia ECL Plus en una placa radiografica (Kodak)
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c. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD CON METFORMINA

En los ensayos de citotoxicidad se sembraron 15,000 células/cm? en una placa de 48 pozos. A las
24 horas se les agregd metformina a concentraciones crecientes (0.5mM, 1mM, 5mM, 10mM,
25mM, 50mM, 100mM), la cual se dejé por 48 horas. Posteriormente, se retiréd el medio con el
tratamiento establecido y las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% por 20 minutos y fueron
tefiidas con 200ul de cristal violeta. Se disolvié el colorante con 400ul de acido acético al 10%, se

colocd en placas de ELISA y se leyd la absorbancia a 570nm. Cada ensayo fue realizado por

triplicado y al menos 3 veces de manera independiente (figura 3).
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MTF 1mM
MTF 5SmM
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MTF 25mM
MTF 50mM

MTF 100mM
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Figura 3. Esquema del ensayo de citotoxicidad de metformina en placas de 48 pozos. Se
sembraron 15,000 células/cm2 en placa de 48 pozos. A las 24 horas se les agregd metformina a
concentraciones crecientes (0.5mM, 1mM, 5mM, 10mM, 25mM, 50mM, 100mM) por 48 horas.
Se retird el medio y las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% por 20 minutos y tefiidas con
200ul de cristal violeta. El colorante se disolvié con 400wl de acido acético al 10%, se colocd en
placas de ELISA y se leyd la absorbancia a 570nm. Cada ensayo fue realizado por triplicado y al
menos 3 veces de manera independiente

d. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

La proliferaciéon se evalué sembrando 7,500 células/cm? en una placa de 24 pozos. A las 24 horas se
les agregd metformina 1mM a la mitad de los pozos (se consideré este el dia 0) y posteriormente a

los 0,2, 4 y 6 dias se agregaron 40ul de MTT, el cual se retird a las 2 horas. Al término de los 6 dias,
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se realizd dilucion del MTT con 200ul de PBS y 200ul de isopropanol acidulado (0.1N HCI) por pozo,
por 20 minutos. Se colocd en placas de ELISA y se realizé lectura en lector de microplaca con el
programa Revelation Quicklink a 570 y 630nm. Cada ensayo fue realizado por triplicado, al menos 3

veces de manera independiente (figura 4)

Linea celular
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Figura 4. Esquema del ensayo de proliferacion celular en placas de 24 pozos. Se sembraron 7,500 células/cm2 en una
placa de 24 pozos. A las 24 horas se les agregd metformina 1mM a la mitad de la placa (dia0) yalosdias0,2,4y6 se
agregaron 40ul de MTT, y se retird a las 2 horas. Al término de los 6 dias, se diluyo el MTT con 200ul de PBS y 200ul de
isopropanol acidulado (0.1N HCI) por pozo, por 20 minutos. Se colocé en placas de ELISA y se leyd en lector de

microplaca a 570 y 630nm. Cada ensayo se realizo por triplicado, 3 veces de manera independiente.

e. ENSAYOS DE MIGRACION: HERIDA EN MONOCAPA

Se sembraron 600,000 células en placas de 6 pozos, a las 24 horas cuando se obtuvo 90-95% de
confluencia se realizé herida en la monocapa con una punta de pipeta estéril en varias ocasiones.
Las células fueron reincubadas en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%, a
la mitad de los pozos se les agregd metformina 1mM (se considerd esta la hora 0) y posteriormente

a las 24 horas se evalud la migracién celular hacia la herida y se tomaron fotografias.

f. ENSAYOS DE MIGRACION: CAMARA DE BOYDEN.

Con el objetivo de cuantificar la migracién, se sembraron 100,000 células/cm? utilizando camaras

de Boyden en placas de 24 pozos, con medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al
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10% y se incubaron a 37°C con 5% CO; por 6 horas, a la mitad de ellas se les colocé metformina
1mM. Posteriormente, se aspird gentilmente el contenido de cada cdmara y se limpié con hisopos
de algoddn para remover excedente. Se fijaron con glutaraldehido al 1.1% por 20 minutos y
posteriormente se tifieron con cristal violeta. Una vez secas, se visualizaron en el microscopio a un
aumento de 20X, escogiendo 5 campos aleatorios, se realizdé un recuento de las células tefiidas por
cada campo y se obtuvo el promedio de cada cdmara. Se multiplicé el promedio por la constante de
visualizacién del campo del microscopio (0.01) y después por el drea de la membrana (0.33cm?) y se
dividié entre el nimero de células sembradas en 1cm? y se multiplicé por 100 para obtener un

porcentaje de migracion. (Figura 5)

Transwell

Compartimento Superior

Células
Membrana 8um

Compartimiento Inferior

Figura 5. Representacién grafica del ensayo de migraciéon con cdmara de Boyden.

g. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE METFORMINA COMBINADA CON FARMACOS DE
QUIMIOTERAPIA

Se sembraron 15,000 células/cm? en placas de 48 pozos. A las 24 horas se les agregé metformina a
concentraciones crecientes (ImM, 5mM, 10mM) y a las 2 horas a la mitad de los pozos se les
agrego un farmaco citotdxico a una sola concentracién (doxorrubicina 0.1ug/ml, lapatinib 0.5uM o
paclitaxel 0.5ug/ml), la cual se dejé por 48 horas. Posteriormente, se retiré el medio con el
tratamiento establecido y las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% por 20 minutos y fueron
tefiidas con 200ul de cristal violeta. Se disolvié el colorante con 400ul de acido acético al 10%, se
colocd en placas de ELISA y se leydé la absorbancia a 570nm. Cada ensayo fue realizado por

triplicado y al menos 3 veces de manera independiente (Figura 6)
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Figura 6. Representacion grafica de los ensayos de citotoxicidad de combinaciones de metformina con quimioterapia.
Se sembraron 15,000 céIuIas/cm2 en placas de 48 pozos. A las 24 horas se les agregd metformina a concentraciones
crecientes (1mM, 5mM, 10mM) y a las 2 horas a la mitad de los pozos se les agregé un farmaco citotdxico a una sola
concentracién (doxorrubicina 0.1ug/ml, lapatinib 0.5uM o paclitaxel 0.5ug/ml), por 48 horas. Se retird el medio y las
células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% por 20 minutos y se tifiieron con 200ul de cristal violeta. Se disolvio el
colorante con 400ul de acido acético al 10%, se colocé en placas de ELISA y se leyd la absorbancia a 570nm. Cada
ensayo fue realizado por triplicado y por 3 veces de manera independiente

h. ANALISIS ESTADISTICO

Con el fin de evaluar diferencias entre las distintas lineas celulares, se realizé analisis estadistico
con el software SPSS version 20.0 para PC (Chicago, Ill). Se realizé prueba de ANOVA o t de Student
para comparar la citotoxicidad entre células PTP1B positivas y negativas, se considerd
estadisticamente significativo un valor de p menor a 0.05. Se calcularon los IC 5o para cada linea
celular a partir de los modelos descritos por Chou [24]. Para comparar la proliferacidn entre células

PTP1B positivas y negativas se utilizd prueba de Kruskar-Wallis.
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VI. RESULTADOS

a. Expresion de PTP1B, HER2 e IGF1R en los cultivos primarios y lineas celulares de

cancer de mama.

Para caracterizar los cultivos utilizados, se realizaron Western Blots para evaluar la expresién de
PTP1B, HER2 e IGF1R. Se encontrdé que las lineas derivadas de los cultivos primarios MBCDF y
MBCD4 son negativas para la expresion de PTP1B, mientras que las lineas MBCD5 y MBCDF-B3
son positivas para la expresién de PTP1B. Asi mismo, todos estos cultivos expresan HER2 e
IGF1R de manera similar. Las lineas comerciales MDA-MB-231 y SKBR3 son positivas para

PTP1B (figura 7).

MBCDF-B3
MDA-MB-231

- -
»

HER 2

IGFIR g™ s . =

PTP1B

Tubulina ‘S>> — o

Figura 7. Expresién de HER2, IGF1R, PTP1B en cultivos primarios y lineas celulares de cancer de mama. Se corrieron
veinte microgramos de proteina en un gel SDS-PAGE. Se realizaron Western Blots para analizar la expresion de Her2,
IGF1R, PTP1B y tubulina como control de carga. PTP1B se encuentra presente en las lineas MBCD5, MBCDF-B3, MDA-
MB-231 y SKBR3
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b. Las células de cancer de mama PTP1B positivas son resistentes al tratamiento con

metformina.

Para evaluar los efectos de la metformina sobre células primarias de cdncer de mama, se realizaron
ensayos de citotoxicidad adicionando concentraciones crecientes de metformina. Los resultados
muestran que las células PTP1B positivas (MBCDF-B3, MBCDS5) fueron resistentes al tratamiento
con metformina, incluso a concentraciones elevadas como 50mM, donde se observa una viabilidad
de aproximadamente el 50%, mientras que las células PTP1B negativas (MBCD4, MBCDF) tienen
menor viabilidad desde concentraciones bajas. No se observan diferencias estadisticamente
sigificativas a las concentraciones de 0.5 y 1mM. Al incrementar las concentraciones se observan
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos celulares a partir de 5mM hasta
100mM (Figura 8). La ICso para las células PTP1B negativas oscilé entre 9-16mM, mientras que para
las células PTP1B positivas es de 50-68mM (Tabla 1). Estos datos muestran que las células PTP1B

positivas son resistentes al efecto de la metformina.
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~4-MBCD4 } PTP1B-
* ~8-MBCDF
* =#4=MBCD5
100.00 =MBCDF-B3 PTP1B+
* S=MDA-MB-231
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Figura 8. Efecto citotéxico de metformina en cultivos primarios y lineas celulares de cancer de mama. Las lineas
celulares y cultivos primarios de cancer de mama se sembraron en placas de 48 pozos y se trataron con
concentraciones crecientes de metformina (0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100mM). La viabilidad celular se evalué después de 48
horas de adicionar la metformina por el ensayo de cristal violeta. Cada punto representa la media + SE de tres
experimentos independientes sembrados en triplicado (*p<0.05 PTP1B positivas versus PTP1B negativas).
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Linea celular IC50 Metformina (mM)
MBCD4 9.35

MBCDF 16.89

MBCD5 50.73

MDA-MB-231 53.21

MBCDF-B3 61.39

SKBR3 68.11

Tabla 1. ICsq para las distintas lineas celulares.

c. Efecto de la metformina en la proliferacion celular.

En los ensayos de citotoxicidad se observd que las células PTP1B positivas son resistentes a la
metformina en comparacién a las células PTP1B negativas. Para analizar su efecto sobre la
proliferacién celular, se realizaron ensayos de proliferacion. Se puede observar que aunque las
células PTP1B negativas proliferan mds que las positivas, al agregar metformina se observa una
mayor disminucién de la proliferacion celular con respecto a los controles comparado con las
células PTP1B tratadas con metformina donde se observa poco efecto (figura 9). La diferencia en las
células PTP1B positivas y negativas que reciben metformina son estadisticamente significativas al
dia 2 (p=0.015) y tendencia a la significancia estadistica en el dia 4 (p=0.073); esta diferencia se
pierde al dia 6. Los resultados demuestran que al afiadir metformina las células PTP1B negativas
reducen su tasa de proliferacién con respecto a sus controles, principalmente en los primeros 4

dias.
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Figura 9. Ensayo de proliferacion celular. Los cultivos primarios de cancer de mama se sembraron en placas de 24
pozos, a la mitad de los pozos se les agregd 1mM metformina. La proliferacién celular se evalué a los dias 0,2,4y 6
dias por el método de reduccién de MTT. Cada barra representa la media + SE del incremento de la proliferacion en
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tres experimentos independientes. (*p=0.015,**p=0.07 de las células tratadas con metformina versus las células
control)

d. Las células PTP1B negativas tienen menor capacidad de migracion con metformina.

En los resultados previos, la metformina parece solo tener un efecto significativo sobre las células
PTP1B negativas; por lo cual, se procedié a realizar ensayos de migracién celular cualitativa y
cuantitativa. Inicialmente, se realizaron ensayos de herida en monocapa, eligiendo las lineas
celulares con mayor capacidad de migracion (MBCD4 —PTP1B negativa- y MBCD5 —PTP1B positiva).
Se puede observar que en la linea celular MBCD4 las células tratadas con metformina no alcanzan a
cerrar completamente hacia la herida realizada en la monocapa a diferencia de los controles,
mientras que en las células PTP1B positivas no se observa diferencias entre los controles y las
tratadas con metformina a las 24 horas, donde se observa que en ambos lados de la herida no se
alcanza a cerrar (figura 10). Para realizar cuantificacion de la migracién se sembraron ambos
cultivos primarios en cdmaras de Boyden a la mitad de ellas se les agregd 1mM metformina. El
cultivo MBCD4 mostré diferencias estadisticamente significativas en las células tratadas con
metformina, con disminucidon de la migracion; mientras que las células MBCD5 mostraron un
aumento estadisticamente significativo en la migracidon en las células tratadas con metformina
(figura 11). Los resultados de ambos experimientos demuestran que las células PTP1B negativas
tienen menor migracion al recibir tratamiento con metformina y las células PTP1B positivas

muestran mayor migracion al agregar metformina.
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Figura 10. Ensayos de migracidn por herida en monocapa. Se sembraron los cultivos MBCD4 y MBCDS5 en una placa de 6
pozos y al lograr confluencia del 90% se realizé una herida en monocapa con una punta estéril de pipeta, a la mitad de
ellos se agregd metformina 1mM y se tomaron fotografias al tiempo O y a las 24 horas. Estas fotografias fueron

tomadas a un aumento 10X y cada una es representativa de multiples campos similares.
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Figura 11. Ensayos de cuantificacion de migracidon por cdmara de Boyden. Se sembraron 100,000 céIuIas/cm2 de los
cultivos primarios MBCD4 y MBCD5 en camaras de Boyden, a la mitad de ellas se agregd 1ImM de metformina y se
evalud la migracién a las 6 horas mediante conteo de cinco campos aleatorios. Se graficé el porcentaje de migracion,
cada grafica representa la media + SE de tres experimentos independientes (*p<0.003, **p<0.017 grupo control versus
tratado con metformina)

e. La metformina tiene un efecto aditivo con paclitaxel y doxorrubicina en las células

PTP1B negativas.

El siguiente objetivo fue evaluar el efecto al combinarla con farmacos de uso habitual para
guimioterapia en cancer de mama. Para dichos experimentos se sembraron los cultivos primarios
(MBCDF, MBCD4, MBCD5, MBCD5-B3) en placas de 48 pozos, a todos ellos se les puso metformina
a 3 concentraciones (1, 5, 10mM) por 2 horas y posteriormente, se agregd el farmaco de
guimioterapia, ya sea un antracicleno (doxorrubicina), un taxano (paclitaxel) o una terapia anti
HER2 (lapatinib). Se observé que en las células PTP1B negativas, tanto el paclitaxel (figura 12A)
como la doxorrubicina (figura 12B) tuvieron un efecto aditivo al afiadir metformina, existiendo

diferencia estadisticamente significativa entre las células tratadas solo con el farmaco
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guimioterapéutico contra la combinacién (p<0.05), mientras que en las células PTP1B positivas no
existié diferencia al combinar metformina con los farmacos quimioterapéuticos. En el caso de
lapatinib (figura 12C) en ambos grupos no existieron diferencias al afiadir metformina. Para el caso
de paclitaxel y doxorrubicina, el indice de combinaciéon resulté aditivo para ambos farmacos,
mientras que para lapatinib fue antagdnico. Estos resultados sugieren que la adicion de metformina
a paclitaxel y doxorrubicina tiene un efecto aditivo en la citotoxicidad en las células PTP1B
negativas. Por lo tanto, la combinacidon de metformina con paclitaxel y doxorrubicina podria ser

solo eficiente en pacientes con tumores PTP1B negativos.
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Figura 12. Citotoxicidad de metformina en combinacidn con otros farmacos de quimioterapia en cultivos celulares de
cancer de mama. Los cultivos primarios de cancer de mama (MBCDF, MBCD4, MBCD5, MBCD5-B3) se sembraron en
placas de 48 pozos a una densidad de 7,500 céIuIas/cmZ, se trataron con concentraciones crecientes de metformina (1,
5, 10mM). A las 2 horas se agregd uno de los siguientes farmacos: (A) paclitaxel 0.5ug/, (B) doxorrubicina 0.1ug/ml o (C)
lapatinib 0.5uM . La viabilidad celular se evalué después de 48 horas de adicionar ambos farmacos por el ensayo de
cristal violeta. Cada punto representa la media + SE de tres experimentos independientes sembrados en triplicado
(*p<0.05 células tratadas con el farmaco quimioterapéutico versus la combinacion de ambos farmacos).
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VIl. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo estudiamos el efecto de la metformina sobre la viabilidad, proliferacion y
migracion de células de cancer de mama y combinacién con otros farmacos de quimioterapia en
relacidon a la expresion de PTP1B. Demostramos que en las células que no tienen PTP1B son mas
susceptibles a la metformina, disminuyen su proliferacién y migracidn celular, comparado con las
células PTP1B positivas, en donde no se observa efecto sobre estos procesos bioldgicos. Se ha
propuesto que la metformina puede disminuir la incidencia de cancer y una mortalidad de estos
pacientes[14]. Sin embargo, nunca se habia estudiado su relacidn con la expresiéon de PTP1B; y
nuestros resultados sugieren que la metformina no seria benéfica en todas las pacientes con cancer

de mama, especificamente las que expresen la fosfatasa PTP1B.

La ICso de las células PTP1B positivas se encontréd a concentraciones de metformina entre 50-
60mM, mientras las células PTP1B negativas requirieron concentraciones mas bajas. Esto es
relevante, ya que se ha observado que las concentraciones séricas de metformina en pacientes
diabéticos es aproximadamente 50uM [32], aunque se ha demostrado que las concentraciones
alcanzadas a nivel tisular son mayores, llegando a ser entre 1-10mM [33]. Los ensayos de
proliferacién, migracién y combinaciones de farmacos se realizaron con concentraciones de
metformina que aun se consideran fisioldgicas (1-10mM) y en todos encontramos diferencias en el
grupo de cultivos PTP1B negativos. Esto fortalece la idea de que aun a concentraciones fisioldgicas
podemos obtener efectos en el grupo de pacientes sin expresion de PTP1B, mientras que en los
pacientes PTP1B positivos no se obtendria ninglin efecto con concentraciones de metformina que

se consideran fisioldgicas, por lo tanto, no seria recomendable el tratamiento con metformina.

Existen varios estudios que han investigado el papel de la metformina en distintas lineas celulares
comerciales, estos estudios han demostrado inhibicion del crecimiento en lineas celulares de
cancer de mama como MCF-7, MDA-MB-231 y SKBR3. En todos estos estudios se requirieron
concentraciones mayores a 1mM para obtener un efecto sobre la proliferacidon. Sadighi y cols.
investigaron el efecto de la metformina y la combinacién con paclitaxel en distintas lineas celulares
en condiciones normoglucémicas, sin encontrar efecto citotdxico tanto de la metformina como de
la combinacién con paclitaxel, utilizando medio con baja suplementacion en glucosa [34]. Se ha
cuestionado por algunos autores que el hecho de utilizar suplementacién elevada de glucosa puede

interferir con el resultado obtenido, ya que el efecto antitumoral es secundario a reduccién del
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efecto mitogénico inducido por la glucosa. Sin embargo, Liu y colaboradores, encontraron que en
células de cadncer de mama triple negativas MDA-MB-231 la metformina reduce la proliferaciéony la
formaciéon de tumores en ratones con niveles normales de glucosa e insulina[35]. Es importante
mencionar que en nuestro estudio, se utilizd medio con concentraciones de glucosa que se
consideran en el rango de hiperglucemia (11mM), sin considerarse aun concentraciones

suprafisiolégicas (equivalente aproximado a 200mg/dl).

El efecto antitumoral de la metformina se ha atribuido a varios mecanismos: activaciéon de la via de
LKB1/AMPK, induccidon de apoptosis, inhibicion de sintesis proteica y reduccion en los niveles
circulantes de insulina.[14] Sin embargo, se han postulado otros mecanismos independientes de
AMPK; por ejemplo, en células de cancer pulmonar, se ha demostrado que la metformina produce
disminucion en la fosforilacion de IGF1R, AKT y mTOR, llevando como consecuencia a una inhibicién
indirecta de mTOR al disminuir la activacion del IGF1R [36]. Por otra parte, en varios estudios, tanto
en fibroblastos como en células de cancer de ovario, la PTP1B tiene un papel importante en la via
del IGF1R regulando al receptor a través de su defosforilacion[30, 37]. Existen estudios que
demuestran que la ausencia de PTP1B aumenta la proliferacion, migracién, invasién vy
supervivencia. Si bien no se conoce el mecanismo por el cual la presencia de PTP1B puede afectar
la respuesta a la metformina, en las células negativas a PTP1B, la metformina puede estar
disminuyendo la proliferaciéon, migracién y viabilidad a través de la defosforilacion de IGF1R,
teniendo como consecuencia disminucién de la sefializaciéon, mientras que en las células PTP1B
positivas, la via del IGF1R este apagada y probablemente el efecto de la metformina no sea tan
notable porque en estas células la proliferaciéon y supervivencia dependan de otras vias como la de
HER2, ya que se ha mostrado que se requiere la presencia de PTP1B para la inducciéon de tumores
HER2 positivos[27] y que la sefalizacion cruzada de estas vias (HER2/IGF1R) es importante para el
desarrollo de tumores y la resistencia a farmacos como trastuzumab [38]. Es importante ampliar
nuestra investigacién hacia los posibles mecanismos implicados y hacia el papel que tiene PTP1B
dentro de los mecanismos de accion descritos de la metformina. No obstante, nuestros resultados
plantean a la PTP1B como un marcador predictivo de respuesta a metformina, siendo solo los
pacientes que no expresan PTP1B los que probablemente se beneficien de este tratamiento, lo cual

requiere ser comprobado en ensayos clinicos.

Otro punto a destacar de nuestro trabajo es la utilizacién de cultivos primarios. Se sabe que las

lineas comerciales que se utilizan para la investigacién preclinica son derivadas de liquido pleural o
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de ascitis[39]. De hecho, algunos autores han planteado que los efectos negativos de la
metformina son consecuencia de que las lineas celulares, como la MDA-MB-435 (linea de cdncer de
mama triple negativa) que en realidad son derivadas de un melanoma[33]. Nuestro estudio utiliza
lineas comerciales como controles y cultivos primarios, observando un resultado similar en la
citotoxicidad de la metformina de acuerdo a la expresién de PTP1B, lo cual fortalece nuestros

resultados, ya que el uso de cultivos primarios puede ser un mejor reflejo de lo que sucede in vivo.

En conclusién, en el presente trabajo hemos demostrado que las células que expresan PTP1B son
resistentes al efecto citotoxico de la metformina, asi como a la inhibicidn de la proliferacion y la
migracion, a diferencia de las células que no expresan PTP1B. Ademas, el uso de metformina en
combinacidn con otros farmacos quimioterapéuticos parece ser eficiente solo en las células que no
expresan PTP1B. Estos datos plantean que PTP1B puede tener un papel dentro de los mecanismos
de accién de la metformina y que las pacientes con cancer de mama con positividad para PTP1B
pudieran no beneficiarse de este tratamiento, esto requiere confirmaciéon en ensayos clinicos

posteriores.
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