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GLOSARIO.

- EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
- TKI: Inhibidor tirosin-cinasa.

- TEM: Transicion epitelio-mesenquima.

- CPCNP: Cancer de pulmon de células no pequenas.
- CP: Cancer de pulmon.

- EW: Efecto Warburg.

- MAPK: Protein cinasa activada por mitégeno.

- ATP: Adenosin trifosfato.

- SLP: Supervivencia libre de progresion.

- FOSFOX: Fosforilacion oxidativa.

- GLUT: Transportador de glucosa.

- HXK: Hexocinasa.

- PFK: Fosfofructo-cinasa.

- MCT: Transportador monocarboxilato.

- OCT: Transportador organico de cationes.

- AMPK: Protein-cinasa activada por AMP.

- IL-6: Interleucina 6.

- IGFR: Receptor del factor de crecimiento de insulina.
- AKT: Protein-cinasa B.

- SFB: Suero fetal bovino.

- ASB: Albumina de suero bovino.



SDS: Sodio dodecil sulfato.

KRPH: Krebs ringer phosphate buffer.

DE: Desviacion standard.

ANOVA: Analisis de varianza.

PKM2: Piruvato cinasa M2.

IR: Receptor de insulin.

MTOR: Objetivo de la rapamicina en mamiferos.

MMP: Metaloproteasa de matriz.



RESUMEN.

En anos recientes el cancer de pulmén (CP) se ha reposicionado a nivel mundial
como la neoplasia con mayor incidencia reportada en ambos sexos, siendo la causa
principal de muerte por cancer en sexo masculino. Aproximadamente un 80-85 %
de los casos se detecta en estadios clinicos avanzados lo que provoca que el

combate de esta enfermedad sea un grave problema de salud publica.

El alto grado de complejidad molecular por el que esta caracterizado esta neoplasia,
fomento la creacion de terapias dirigidas hacia diversas moléculas clave que suelen
estar alterada. Dentro de estas moléculas, podemos localizar al receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) como uno de los mas importantes debido a su
alta frecuencia de alteraciones que oscila entre el 35-40% de pacientes no
fumadores y sus capacidades como promotor de cancer pulmonar. En respuesta a
esto, se han desarrollado diferentes tratamientos inhibitorios dirigidos a dicha
molécula dentro de los cuales destacan los anticuerpos monoclonales y los
inhibidores tirosin-cinasa (TKls) de EGFR.

Sin embargo, diversos mecanismos de resistencia como transicién epitelio-
mesenquima (TEM), alteraciones metabdlicas y sobreexpresion de otros receptores
de membrana se presentan a 6 meses de iniciada la terapia con TKIs en
aproximadamente el 50% de pacientes, por lo que ciertos medicamentos como la
metformina se han reposicionado como posibles tratamientos para abatir esta

resistencia.

Las propiedades anticancerigenas de la metformina han sido reportadas en
diversos tipos de cancer sin embargo el funcionamiento de los mecanismos

moleculares implicados en este tratamiento no estan completamente dilucidados.

En el presente trabajo nos dimos a la tarea de analizar el efecto de la combinacion
afatinib-metformina en lineas celulares de cancer de pulmén, asi como algunos de

los posibles mecanismos moleculares que se ven modificados por este tratamiento.



Métodos.

Para este trabajo se utilizaron 3 lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén con
diferente estado mutacional de EGFR; A549 con EGFR en estado nativo, H1975
con las mutaciones L858R en el exon 21 y la T790M en el exdn 20, y la linea
HCCB827 con delecion en el exdn 19. Las células se expusieron a concentraciones
IC15 de metformina y concentraciones variables de afatinib acorde a cada linea
celular, los tratamientos se administraron como unidroga y en combinacion. Se
evaluo la viabilidad celular por el ensayo MTT, induccion de apoptosis con el ensayo
de Anexina V mediante citometria de flujo, el porcentaje de EGFR en membrana fue
evaluado a través de citometria de flujo. La expresion de marcadores de TEM, via
de senalizacion de EGFR, ruta glucolitica y subunidades de fosforilacion oxidativa
(FOSFOX) fueron evaluados por western blot. Finalmente, la asimilacion de glucosa
y la secrecion de lactato fueron evaluados por colorimetria con la ayuda de kits

comerciales.
Resultados.

Con base en el ensayo MTT para citotoxicidad inducida por el tratamiento
combinado afatinib-metformina, se pudo observar un incremento estadisticamente
significativo por lo menos en alguno de los tratamientos de combinacién comparado
con afatinib como unidroga en las lineas celulares A549 y HCC827 a 72 horas de
haber sido administrado el tratamiento. Posterior a esto se determinaron los indices
de combinacion de los tratamientos a través de un analisis con el programa
compusyn, los resultados develaron comportamiento sinérgico en las tres lineas
celulares, siendo la linea A549 la que presentd mayor sinergia, de igual forma no se

encontrd algun tratamiento que reportara comportamiento antagénico.

El ensayo de apoptosis corrobord los resultados encontrados previamente en
citotoxicidad. Los tratamientos combinados mostraron una mayor induccion de
apoptosis en las tres lineas celulares que los tratamientos como unidroga, se
pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas cuando se

compararon diferentes concentraciones de afatinib y su combinacion con



metformina. La induccidn de necrosis con todos los tratamientos se mantuvo

practicamente indetectable.

El andlisis de expresion de EGFR en membrana, mostré diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la reduccion de expresion proteica
principalmente con los tratamientos que incluyen metformina en las lineas celulares
con baja afinidad por afatinib (A549 y H1975). En lo que se refiere a la linea celular
HCCB827 que es sensible al TKI, mostré disminucién de EGFR en membrana con

todos los tratamientos.

Los analisis de western-blot revelaron una notable inhibicion de la via de
sefalizacion de EGFR cuando metformina es afadida al tratamiento, esto se asocié
con una regulacion a la baja de los marcadores de TEM y un incremento del
marcador epitelial E-cadherina. De igual forma, se observo reduccion del fenotipo
glucolitico, disminuyendo la incorporacion de glucosa y la secrecion de lactato
extracelular. Finalmente se observo una ligera tendencia al aumento en marcadores
de subunidades de FOSFOX.

Conclusion.

Se observd una alta sensibilizacion al tratamiento con afatinib cuando se afade
metformina en las 3 lineas celulares, esto se asocid con la disminucidén en
marcadores de TEM y glucdlisis, que son importantes promotores del desarrollo de

cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP).



ABSTRACT.

At recent years, lung cancer has been repositioned worldwide as the neoplasm with
the highest incidence in both sexes, being the leading cause of cancer death in
males. Approximately 80-85% of cases are detected in advanced clinical stages,

which makes this disease a serious public health problem.

The high degree of molecular complexity by which this neoplasm is characterized,
promoted the creation of therapies directed towards various key molecules that are
usually altered. Within these molecules, we can locate the epidermal growth factor
receptor (EGFR) as one of the most important due to its high frequency of alterations
that ranges between 35-40% of non-smoking patients and its capabilities as a
promoter of lung cancer. In response to this, different inhibitory treatments targeting
said molecule have been developed, among which monoclonal antibodies and
EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKIs) standout. However, various resistance
mechanisms such as epithelial-mesenchyme transition (EMT), metabolic alterations,
and overexpression of other membrane receptors occur 6 months after starting TKI
therapy in approximately 50% of patients, so certain medications such as metformin

have been repositioned as possible treatments to break down this resistance.

The anticancer properties of metformin have been reported in various types of
cancer, however the functioning of the molecular mechanisms involved in this

treatment are not completely elucidated.

In the present work, we undertook the task of analyzing the effect of the afatinib-
metformin combination in lung cancer cell lines, as well as the molecular

mechanisms that are modified by this treatment.
Methods.

For this work, 3 lung adenocarcinoma cell lines with different EGFR mutational status
were used: A549 with EGFR wild-type, H1975 with the L858R mutation in exon 21
and the T790M in exon 20 and the HCC827 cell line with deletion in exon 19. The
cells were exposed to IC15 concentrations of metformin and variable concentrations

of afatinib according for each cell line, the treatments were administered as a single
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drug and in combination. Cell viability was evaluated by the MTT assay, induction of
apoptosis with the Annexin V assay by flow cytometry, the percentage of EGFR in
the membrane was evaluated by flow cytometry. Protein expression of EMT
markers, EGFR signaling pathway, glycolytic pathway and oxidative phosphorylation
subunits (FOSFOX) were evaluated by western blot. Finally, the assimilation of
glucose and the secretion of lactate were evaluated by colorimetry with commercial
kits.

Results.

Based on the MTT assay for cytotoxicity induced by the afatinib-metformin
combination treatment, a statistically significant increase could be observed in at
least some combination treatment compared with afatinib as monotherapy in the
A549 and HCC827 cell lines at 72 hours after the treatment. The combination indices
of the treatments were determined through an analysis with the compusyn program,
the results revealed synergistic behavior in the three cell lines, being the A549 cell
line the one that presented the greatest synergy, in the same way, no treatment that

reported antagonistic behavior.

The apoptosis assay corroborated the results previously found in cytotoxicity. The
combined treatments showed a greater induction of apoptosis in the three cell lines
than the treatments as monotherapy, statistically significant differences could be
found when different concentrations of afatinib and its combination with metformin.

The induction of necrosis with all the treatments remained practically undetectable.

The membrane EGFR expression analysis showed statistically significant
differences in terms of the reduction of protein expression, mainly with treatments
that include metformin in cell lines with low afatinib affinity (A549 and H1975).
Regarding the HCC827 cell line that is sensitive to TKI, it showed a decrease in

EGFR in the membrane with all treatments.

Western-blot analysis revealed a notable inhibition of the EGFR signaling pathway
when metformin is added to the treatment, this reflected an impact downregulating

EMT markers, and increasing the epithelial marker E-cadherin. Also glycolytic
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phenotype, was reduced, decreasing glucose incorporation and secretion of
extracellular lactate. Finally, a slight tendency to increase in FOSFOX subunit

markers was observed.
Conclusion

High sensitization to afatinib treatment was observed when metformin was added in
all 3 cell lines, this was associated with a decrease in markers of EMT and glycolysis,
which are important promoters of the development of NSCLC non-small cell lung

cancer.
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INTRODUCCION.

El cancer de pulmén (CP) se ha vuelto uno de los canceres con mayor frecuencia
de casos en los ultimos tiempos, siendo el tercer cancer mas comun en ambos
sexos y el primer lugar en mortalidad asociada con cancer en hombres. Los datos
arrojados en Norteamérica develaron al CP como el segundo lugar en frecuencia
dentro de los diferentes tipos de cancer en ambos sexos. En lo que a México se
refiere, se estimaron aproximadamente 1.69 millones de fallecimientos atribuidos a
CP en el ano 2015 y la tasa de diagndstico anual es de aproximadamente 8,600
casos, y finalmente el tipo de histologia mas frecuente de esta neoplasia es el
CPCNP con una prevalencia de 84% de los casos e incluye los tipos histologicos;
epidermoide, adenocarcinoma y carcinoma de células grandes. El incremento de
casos que presenta esta neoplasia a nivel mundial se asocia principalmente con
tabaquismo, sin embargo, otros factores como el humo de lefa, exposicion a
quimicos, y la contaminacién ambiental, se han asociado con el desarrollo y
progresion de la enfermedad (Bray et al., 2018; Malhotra, Malvezzi, Negri, La
Vecchia, & Boffetta, 2016; O et al., 2013).

El CP esta caracterizado por detectarse en estadios tardios de la neoplasia de ahi
que aproximadamente el 27% de todas las muertes por cancer, se atribuya a CP,
las tasas de sobrevida de la enfermedad a 5 afos se mantienen bajas, ya que solo
el 15% de pacientes que son diagnosticados con esta neoplasia, sobreviven

después de 5 afos después del diagndstico (Sung et al., 2021).

El CP es una enfermedad caracterizada por una gran cantidad de modificaciones a
nivel molecular dentro de las cuales, las alteraciones en EGFR se mantienen como
una de las mas importantes debido a la alta frecuencia con la que se muestran en
alrededor del 35% en pacientes no fumadores, pero a menudo con exposiciéon a
humo de lefia (Arrieta et al., 2015). Las mutaciones, amplificacion o sobreexpresiéon
de EGFR, llevan a la activacion de diversas vias de sefalizacidn que son
promotoras del rapido desarrollo del CP (Bethune, Bethune, Ridgway, & Xu, 2010;
Rosell & Karachaliou, 2019).
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De igual forma, se ha observado que las células con modificaciones activadoras de
la via de sefalizacién desencadenada por EGFR, muestran una tendencia a
incrementar sus funciones glucoliticas para mantener una proliferacion sostenida, y
este efecto por lo regular viene acompafiado de un aumento en la tasa de
fermentacién de acido lactico y una disminucion en los procesos de FOSFOX,
mostrando lo que se conoce como Efecto Warburg (EW). Asi mismo, una activacién
constitutiva de EGFR, puede llevar a la célula a la pérdida de diferenciacion y que
emerjan marcadores de células mesenquimales, en un proceso que se conoce
como TEM (Suda et al., 2011; Tulchinsky, Demidov, Kriajevska, Barlev, & Imyanitov,
2019; D. Xiao & He, 2010).

EGFR en CP, sefalizacion y tratamiento.

El gen de EGFR también conocido como ERBB1, HER1, ERBB1 se encuentra
localizado en el brazo corto p11.2 del cromosoma 7 y esta compuesto por 31
exones, este gen codifica para una glicoproteina transmembranal (S. DA, R, & K,
2020).

La proteina de EGFR pertenece a una familia de proteinas con actividad cinasa
dentro de las que se encuentran EGFR2, EGFR3 y EGFR4. Esta familia de
proteinas es activada a través de la union del factor de crecimiento epidérmico, lo
que lleva a su dimerizacion y la posterior autofosforilacion en los residuos de tirosina
de los receptores (U. A et al., 1984; S. DA et al., 2020). La familia de EGFR cuenta
tres dominios principales; el dominio extracelular, el dominio transmembranal y el
dominio cinasa, que, a su vez, funciona como el dominio regulatorio con el carboxilo-
terminal. La unién de alguno de los ligandos, promueve un cambio conformacional
en el mondmero que permite la dimerizacion con alguno de los otros miembros de
la familia de proteinas y su ligando para de esta forma comenzar con la sefalizacion
rio abajo (“(PDF) Characterisation and regulation of the Egfr/Egfr ligand system in

fish models for melanoma,” n.d.) Fig. 1.
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Figura 1. Estructura de EGFR. EGFR se encuentra conformado por tres principales dominios de
los cuales el dominio extracelular se forma por 4 sub-dominios, la activacion de este receptor se lleva
a cabo por 4 pasos secuenciales que finalizan en la dimerizacion de dos receptores con sus

respectivos ligandos y la posterior fosforilacion de los dominios cinasa.

La afinidad entre ligandos y receptores juega un papel importante, esta va a ser la
determinante para la seleccion de homodimeros o heterodimeros que se van a

formar para comenzar con la sefalizacion (P. Liu et al., 2012).

La activacion de EGFR desencadena importantes vias de sefializacion que
promueven proliferacién, migracion y sintesis de proteinas. Dentro de estas vias de
sefnalizacion se encuentra la correspondiente al eje de PIBK/AKT/mTOR, esta via
de senalizacion se activa mediante el reclutamiento de pequehas proteinas de
andamiaje como Grb2 y a través de una serie de fosforilaciones, se lleva a cabo la
activacion de mTOR que va a actuar a través de su efector rio abajo la subunidad
ribosémica P70S6K. Por otro lado, otra via dependiente EGFR es la del eje
RAS/RAF/MAPK, esta via comienza con el intercambio GDP/GTP efectuado por
RAS, seguido por una serie de fosforilaciones hasta la protein-cinasa activada por
mitdgeno (MAPK) que lleva a cabo sus funciones proliferativas a través de sus
diferentes efectores rio abajo (Z. Zhang, Stiegler, Boggon, Kobayashi, & Halmos,
2010).
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a) Mutaciones de EGFR en CPCNP.

A menudo el gen de EGFR presenta mutaciones que mantienen constitutivamente
activa la via de sefalizacion desencadenada por la proteina. Estas mutaciones
ocurren con una frecuencia del 10 al 20% en poblacion caucasica, y en cuando
menos 50% de poblacion asiatica con diagnostico de CPCNP (“Comprehensive
molecular profiling of lung adenocarcinoma,” 2014; Harrison, Vyse, & Huang, 2020;
S.Yetal., 2014).

Las mutaciones mas frecuentes en EGFR son las deleciones en el exén 19 y la
sustitucién de aminoacidos L858R en el exdon 21, estas dos mutaciones representan
aproximadamente el 85% de mutaciones observadas en EGFR en CPCNP vy
confieren sensibilidad al tratamiento con TKIls. Por otro lado, también existen las
mutaciones no comunes de EGFR que se presentan aproximadamente con un 15%
de frecuencia e incluyen mutaciones puntuales, inserciones, y deleciones, en los
exones 18-25 del gen. Y finalmente, también se pueden localizar mutaciones como
la T790M, que se ha asociado con el desarrollo de resistencia al tratamiento con
TKls y se presenta con una frecuencia de aproximadamente 50%, después de 6

meses de iniciado el tratamiento. (AF, 2009; Harrison et al., 2020).

Mutaciones secundarias de resistencia a tratamiento con TKls se han sido asociado
con la activacion constitutiva de la via de senalizacion de EGFR, como la T790M en
el exéon 20, que se menciond previamente, la mutacion C797S en el exén 18, asi
como amplificaciones en la proteina de transicidn epitelio-mesenquima (MET). Sin
embargo, la senalizacion constitutiva de EGFR también promueve la modificacion
del metabolismo celular hacia un fenotipo Warburg, esto principalmente a través de
los efectos de AKT, cinasa que se encuentra rio abajo de EGFR. De igual forma,
marcadores de TEM se han observado incrementados cuando EGFR se encuentra
activo y también en respuesta al tratamiento con TKiIs, este fendmeno se da
principalmente por la ramificacion de EGFR que desemboca en la via de las MAPK.
(Morgillo, Della Corte, Fasano, & Ciardiello, 2016; Stewart, Tan, Liu, & Tsao, 2015;
Zhu, Chen, Liu, & Niu, 2019).
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b) Terapia dirigida para EGFR mutado en CP.

En lo que se refiere al tratamiento del CP, la cirugia se mantiene como el mejor
tratamiento en tumores que se encuentren localizados, sin embargo, el CP se
caracteriza por ser diagnosticado en estadios avanzados por lo que los tratamientos
sistémicos con farmacos citotoxicos se han vuelto recurrentes en el tratamiento de
esta enfermedad (Y. K, N, Y, & F, 2019). La quimioterapia se mantiene como la
terapia sistémica base, pero en CP, desventajas importantes se han mostrado con
la terapia basada en platinos en lo que a supervivencia se refiere, observandose
beneficios pequefios con supervivencias menores a 2 afios (JH et al., 2002; O. Y et
al., 2007).

Como respuesta a los bajos resultados obtenidos con terapias sistémicas, surgen
como una oportunidad de tratamiento las terapias dirigidas a moléculas clave en el
desarrollo del cancer. El tratamiento con inhibidores tirosin-cinasa en tumores de
CP que cuentan con mutaciones en EGFR han mostrado mejores resultados
antitumorales que las terapias basadas en platinos, la toma de decisiones en los
tratamientos asignados ha evolucionado, ya que ahora se toman en cuenta los
perfiles moleculares para poder asignar una terapia dirigida (RS, JV, & SM, 2008;
H. WH, JC, TS, & HH, 2018).

Los TKils de “primera generacién” aprobados para su uso en EGFR mutante, fueron
gefitinib y erlotinib, estos inhibidores presentan una union reversible al sitio de union
de adenosin trifosfato (ATP) en el dominio tirosin-cinasa y de esta forma se inhibe
la activacion del receptor. Ambos TKls mostraron diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparo la supervivencia libre de progresion en pacientes
con TKIs versus pacientes tratados con platinos, por su parte gefitinib mostré tasas
de respuesta hasta del 71.2% en pacientes con mutaciones en EGFR (Mok et al.,
2009; M. T et al., 2010; YL et al., 2015).

Como se menciond previamente, en un inicio los pacientes con EGFR mutado que
son tratados con TKls de primera generacion, responden de buena forma al
tratamiento, aproximadamente de 6-12 meses de empezado el tratamiento, se

muestra progresion de la enfermedad con el mecanismo mas recurrente que es la

17



mutacion T790M en el exén 20 de EGFR, esta mutacion provoca una mayor afinidad
del receptor por el ATP (llevandolo a activacion) y disminuye la afinidad del mismo
por los inhibidores de primera generacion. Con la intencion de abatir este
mecanismo molecular de resistencia adquirida, se desarrollan los TKls de segunda
generacion como el afatinib y el dacomitinib, dichos inhibidores presentan union
irreversible a EGFR a través de enlaces covalentes lo que provoca una inhibicion
mas potente de la union de ATP (Y. CH et al., 2008; M, DS, & KA, 2016; K. S et al.,
2005).

El mayor beneficio de la terapia con inhibidores de segunda generacion en
comparacion con gefitinib, ya fue probado mostrando aumento en la supervivencia
libre de progresiéon (SLP), de igual forma, se ha observado la capacidad de estos
TKils, de inhibir a EGFR, aun cuando esta presente la mutacién T790M (D et al.,
2008; P. K et al.,, 2016; YL et al., 2015). Estos resultados mostraban como
potenciales inhibidores efectivos a los TKls de segunda generacion en segunda
linea, sin embargo, estudios clinicos mostraron solamente un ligero beneficio
cuando se administra afatinib como terapia en CP en pacientes que progresaron al
tratamiento con inhibidores de primera generacion con una tasa de respuesta media
menor al 10%. Adicionalmente, los TKIs de segunda generacion, muestran
inhibicion de EGFR en estado nativo, ademas de toda la familia de receptores (N
etal, 2013; VA et al., 2012).

Finalmente, se desarrollan los TKls de EGFR de tercera generacion como el
osimertinib, que se une de forma irreversible al C797 de EGFR. Un estudio que
comparé la eficacia de osimertinib con quimioterapia en pacientes con resistencia
adquirida con mutacién T790M, mostro el beneficio de esta terapia en este tipo de
pacientes, por lo cual, se propone y se aprueba para casos con mutacién de
resistencia T790M adquirida, posterior al tratamiento con inhibidores de primera y
segunda generacion (C. DA et al., 2014; JC et al., 2018; TS et al., 2017).

c) Estrategias de tratamiento para CPCNP con EGFR mutado.

Una gran variedad de estudios se ha realizado con el objetivo de determinar la mejor

estrategia para el uso de TKIs, se han probado las tres generaciones de TKls como
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primera linea y los resultados se han mostrado heterogéneos. Por lo cual es dificil
definir un tratamiento estandar para primera linea. Adicionalmente, las mutaciones
secundarias en otros receptores y moléculas complican aun mas el tratamiento, por
lo que son de suma importancia los perfiles moleculares que se puedan obtener

durante el combate de la neoplasia (Y. K et al., 2019).
d) EGFRy TEM

La TEM, es un proceso de diferenciacion celular donde células epiteliales tienen un
proceso genico de regresion hacia células mesenquimales, se ha observado que en
cancer que la TEM, otorga ventajas a diferentes tipos de cancer a través de un
incremento en la plasticidad tumoral, migracion, y resistencia a diversas terapias
anticancerigenas. Durante el desarrollo del proceso de TEM, la célula cancerosa
muestra la pérdida de sus caracteristicas epiteliales, polaridad, complejos de
adhesion y hay un importante remodelamiento de la arquitectura a nivel
microambiente. Estos fendmenos, le otorgan a la célula tumoral la habilidad de
migrar individualmente y establecer la formacion de nuevos nichos tumorales debido
al aumento de su capacidad invasiva (Lambert, Pattabiraman, & Weinberg, 2017;
Nieto, Huang, Jackson, & Thiery, 2016; Tulchinsky et al., 2019).

La TEM normalmente se presenta principalmente en las fases embrionarias del
desarrollo del cuerpo humano, las caracteristicas de estas células adquiridas por
las células tumorales, crean un ambiente propicio para el desarrollo de tumores
malignos, juega un papel importante a su vez, en los procesos de intravasacion y
extravasacion, posterior a la invasion del objetivo, las células que participaron en la
extravasacion, pueden recuperar el fenotipo epitelial con el que contaban
previamente y de esta forma llevar a cabo lo que se conoce como macrometastasis
(P.A, T,&J,2014; B. T, R, MA, & RA, 2018).

La TEM en cancer puede ser activada o iniciada por varios factores, uno de los mas
importantes es la activacion constitutiva de vias de sefalizacion que es
desencadenada por la expresion aberrante de receptores de factores de crecimiento
en la membrana celular, o proteinas con actividad cinasa en citoplasma.

Adicionalmente, la sobreexpresion de ligandos y de citosinas estimuladoras,
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también pueden mantener esta activacion constitutiva de vias de sefalizacién y

promover de esta forma la TEM (Nieto et al., 2016).

En CP, la expresién de diversos marcadores de TEM, se ha visto relacionada con
resistencia a terapias dirigidas a EGFR (Tulchinsky et al., 2019). La resistencia al
tratamiento con TKils inducida por TEM, ha sido ampliamente estudiada, mostrando
una estrecha relacion entre esta via de sefalizacion, el desarrollo de TEM vy la
aparicion de marcadores de TEM como respuesta al tratamiento con TKls. Se han
mostrado resultados estadisticamente significativos en la expresion de vimentin
(importante biomarcador en TEM) en pacientes con EGFR mutado, lo que sugiere
relacion entre ambos procesos (CR et al., 2017). Un estudio mostré que las células
remanentes a la terapia con gefitinib y osimertinib, tienen una mayor capacidad de
desarrollar fenotipos TEM o similares a células madre desarrollando marcadores
como aumento en vimentin y la perdida de E-cadherina (W. CH et al., 2019). En lo
que se refiere a inhibidores de segunda generacion, un estudio mostré marcadores
de TEM como respuesta a la terapia con afatinib como segunda linea de
tratamiento, esto posterior a la primera linea con el TKI de primera generacion (Poh,
Liam, Rajadurai, & Chai, 2018).

La figura 2 resume el mecanismo de resistencia a TKIls inducido por TEM
(Tulchinsky et al., 2019)
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Figura 2. Resistencia aterapias inducida por TEM. Las células sensibles a TKIs del tumor primario
desarrollan resistencia a través de la induccién de TEM después de la primera linea de tratamiento,

las células persistentes pueden tratarse con una segunda linea de tratamiento, sin embargo, las
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caracteristicas mesenquimales con las que cuentan, les confieren capacidades evolutivas y de
ventaja adaptativa permitiendo que el tumor tenga una recaida y pueda volver a proliferar (Tulchinsky
et al., 2019).

e) Cancer de pulmoén y Efecto Warburg.

Durante los afos veinte se comenzaban a desarrollar nuevas hipotesis acerca del
metabolismo y su intervencién en la formacion de tumores, Otto Warburg plantea la
hipotesis acerca de la capacidad de las células tumorales de modificar su
metabolismo para promover su proliferacion descontrolada. El mostré que los tejidos
tumorales en cultivo presentaban tasas aceleradas de incorporacion de glucosa
asociado con secrecion de lactato aun en presencia de oxigeno y estas tres
caracteristicas metabdlicas constituyen lo que se conoce como Efecto Warburg. La
conversion de glucosa en lactato aun en condiciones de normoxia, se postulaba
como la principal consecuencia del EW. (DeBerardinis & Chandel, 2020; K. WH, PL,
& CV, 2011).

Se ha propuesto un acoplamiento metabdlico en las células cancerosas que permite
que la glucdlisis acelerada que las caracteriza, funcione como un proveedor de
macromoléculas para otras vias biosintéticas que son importantes para la
proliferacion descontrolada como se muestra en la Figura 3. (DeBerardinis &
Chandel, 2020)
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Figura. 3 Acoplamiento entre glucdlisis y ciclo de Krebs. La glucdlisis acelerada permite que la
célula cuente con una alta disposicion de intermediarios que pueden ser desviados a rutas
metabdlicas alternas para mantener las altas tasas de proliferacion celular en tumores. De igual
forma, el piruvato que no es secretado como lactato, puede ser incorporado al ciclo de Krebs y
promover la sintesis de esqueletos carbonados que pueden participar en diversas rutas anabdlicas
(DeBerardinis & Chandel, 2020).

En un inicié se pensé que en un fenotipo Warburg, la glucdlisis trabajaba de forma
independiente a la fosforilacion oxidativa (FOSFOX), y que incluso esta misma se
mantenia inactiva debido a una disfuncién en las capacidades oxidativas de las
células tumorales. Posteriormente se observé un consumo constante de oxigeno en

los tumores por lo que se llegd a la conclusion de que en un fenotipo Warburg el
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mecanismo principal de abastecimiento de energia y macromoléculas es la
glucdlisis, sin embargo, la respiracion oxidativa se mantiene encendida pero en

menor proporcion que en células sin fenotipo Warburg (K. WH et al., 2011).

Con investigaciones mas recientes, se pudo confirmar que las altas tasas
glucoliticas, pueden estar acopladas al consumo de oxigeno, y que este
acoplamiento funciona como un excelente promotor de la proliferacién tumoral, sin
embargo, cuando existen disfunciones en el flujo de la glucosa, también existe
acumulacién de metabolitos y estos funcionan como combustible tanto para rutas

catabolicas como para rutas anabdlicas (Fan et al., 2009; Maher et al., 2012).

Los tumores solidos estan caracterizados por presentar microambientes con pH
acido y reducidas concentraciones de glucosa, producto del consumo acelerado de
la misma y la posterior secrecion de lactato al ambiente extracelular, aunado a la
baja disponibilidad de oxigeno en las zonas internas del tumor. El acoplamiento
metabdlico permite que el tumor tenga una regresion a la generacion de energia a
través de FOSFOX, cuando la demanda energética comienza a ser mas alta y no
hay suficiente glucosa (H, M, & X, 2016; Prado-Garcia, Campa-Higareda, & Romero-
Garcia, 2020; W. S & WF, 2004).

En el caso particular de CP, se ha observado el proceso de glucdlisis acelerada con
la posterior fermentacion lactica, esto en procesos de normoxia en las regiones
exteriores del tumor y en condiciones hipoxicas en las regiones mas interiores
(Vanhove et al., 2019; Vazquez, 2018).

Para poder llevar a cabo estos procesos, se ha visto que en CP las células tumorales
presentan sobreexpresion de transportadores de glucosa (GLUTs) asi como de
hexocinasas (HXKs), de igual forma, otro tipo de enzimas que son promotoras del
aumento de glucdlisis como la fosfofructocinasa-1 (PFK), se han reportado sobre
expresadas en adenocarcinoma de pulmon (Altenberg & Greulich, 2004; Higashi et
al., 2000). Por su parte, la expresion de transportadores monocarboxilato (MCT) es
de suma importancia en tumores de pulmon ya que llevan a cabo la regulacién del
lactato en el microambiente a través de su conversion en piruvato que puede seguir

siendo oxidado o acumulado en el ciclo de Krebs para la construccion de
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biomoléculas (Louis et al., 2016). Dentro de las vias mas importantes que se han
estudiado en CP que se benefician por el aumento de la tasa glucolitica, se ha visto
que son; la via de las pentosas fosfato, la via sintética de las hexosamina y la via

de la serina-glicina (Vanhove et al., 2019).
f) Relacion entre EGFR y metabolismo tumoral

Se ha estudiado en células tumorales de pulmén la relacion existente entre la via
de EGFR vy el fenotipo metabdlico tumoral, en un estudio previo se observo una
fuerte asociacion entre la activacion de la via de EGFR y glucdlisis acelerada, ellos
observaron que a través del bloqueo de EGFR, puede haber una reduccion en la
glucdlisis, fermentacion de lactato y una regresién a la generacién de energia a
través de FOSFOX (De Rosa et al.,, 2015a). De igual forma, en otro estudio se
muestra una fuerte influencia de EGFR en plasticidad metabdlica de tumores
pulmonares, aumentando la glucdlisis y acidificacion de microambiente a través de
la fermentacioén lactica. También se pudo observar la influencia de la activacion de
EGFR en la promocién de rutas anabdlicas estimuladas de igual forma por el

fenotipo de glucdlisis acelerada (Makinoshima et al., 2014).

La evidencia de la relacion entre EGFR y metabolismo, ha incentivado el uso de
terapia dirigida a diferentes marcadores metabdlicos que pueda actuar de manera
conjunta con los inhibidores de la via de EGFR. En este sentido, se ha probado
bloquear la enzima piruvato deshidrogenasa con el objetivo de bloquear la glucdlisis
aerobia, se observo que la terapia conjunta de este inhibidor, con radiacion ionizante
y TKIs, puede inducir un mayor efecto terapéutico disminuyendo la acidificacién, en
células tanto sensibles como resistentes a la terapia con inhibidores tirosin-cinasa
(Dyrstad et al., 2021). Otro estudio demostré que durante el desarrollo de resistencia
a la terapia con TKils, se puede tener como objetivo terapéutico al metabolismo
celular, en especifico al transportador monocarboxilato 1 (MCT1), y de esta forma
se puede atenuar la resistencia a la citotoxicidad causada por el tratamiento con
TKIs (Huang et al., 2020).
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Tratamiento con metformina en cancer.

Metformina es un farmaco perteneciente a las biguanidas que se utiliza como terapia
estandar para diabetes mellitus tipo 2, a nivel sistémico trabaja reduciendo la
glucosa basal, postpandrial, y mediante la inhibicion de la gluconeogénesis. A nivel
celular, es transportada a través de las membranas mediante la accion de
transportadores organicos de cationes (OCTs). El efecto metabdlico en células no
transformadas causado por metformina es principalmente a través de una
disfuncién en el complejo 1 de FOSFOX, esto causa un déficit de generacién de
ATP que a su vez es censado por la protein-cinasa activada por AMP (AMPK),
teniendo como respuesta la estimulacion de rutas catabdlicas para la generacion de
energia, aceleracion de la incorporacion de glucosa, asi como la estimulacion de
receptores de insulina (Foretz et al., 2010; Gunton, Delhanty, Takahashi, & Baxter,
2003; Pernicova & Korbonits, 2014).

Analisis y estudios recientes en varios tipos de cancer, mostraron un beneficio
terapéutico al afadir metformina a las terapias convencionales utilizadas para el
tratamiento de cancer, en general, el mecanismo por el que metformina reduce los
tamanos tumorales e inhibe la proliferacion celular, es a través de la inhibicion de
mTOR gracias a la activacion de AMPK inducida por el farmaco, este mecanismo
atenua la sintesis de proteinas y el crecimiento celular (Saraei, Asadi, Kakar, &
Moradi-Kor, 2019).

Se han descrito diversos mecanismos anti-cancerigenos del tratamiento con
metformina: 1) La activacion de LKB1 y AMPK asociadas con la inhibicién de la
actividad de mTOR y sus efectores rio abajo; 2) Inhibicion de la sintesis de
proteinas; 3) Arresto del ciclo celular; 4) Induccion de apoptosis y autofagia; 5)
Disminucion de los niveles de insulina en sangre; 6) Activacion del sistema inmune;
7) Destruccion de células con caracteristicas “stem”; 8) Prevencidn de formacion de

vasos sanguineos (Barrios-Bernal et al., 2022)

Se ha observado también que otro importante efecto de la metformina en cancer,

es la prevencion de la expresion de genes que son clave para la produccién de
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proteinas ribosomales, y proteinas que estan envueltas en la expresion de otros
genes (Kourelis & Siegel, 2012; Malek, Aghili, Emami, & Khamseh, 2013).

Metabdlicamente se ha observado que la metformina puede ejercer sus efectos
anticancerigenos tanto de forma dependiente, como de forma independiente de la
expresion de AMPK, presentando la caracteristica de oponerse a las modificaciones
ejercidas por el efecto Warburg gracias al estimulo de la generacién de energia a
través de FOSFOX (Davidson et al., 2016; Hirpara et al., 2019). Células de cancer
con sefializacion de AMPK inactiva o desacoplada han mostrado una mayor
sensibilidad al tratamiento con metformina (Carling, 2017). En este sentido existen
diversos estudios donde se observa una estrecha relacion entre la metformina, la
activacion de AMPK y los efectos anticancerigenos de esta interaccion (Groenendijk
et al., 2015; Z. Luo et al., 2019; Saraei et al., 2019).

Por otro lado, los efectos antitumorales de metformina en cancer también pueden
ser mediados de forma independiente a la expresion de AMPK. Se ha visto
inhibicion de proliferacién en células deficientes en AMPK y LKB1, ademas, en
algunos tipos de cancer se ha visto que la regulacién a la baja de AMPK no afecta
el tratamiento con metformina y la inhibicion de mTOR, en melanoma se observo
reduccion de viabilidad con metformina de forma independiente de la expresion de
AMPK y en hepatocitos, se reporté que la inhibicion de produccion de glucosa por
metformina, fue efectiva en células con expresion deficiente de AMPK y LKB1
(Foretz et al., 2010; Janjetovic et al., 2011; Sahra et al., 2011). Estos datos sugieren
que metformina puede ejercer sus efectos a través de vias de sefializaciéon
alternativas, que estan encargadas del control y regulacién de la proliferacion de

células de cancer.
a) Metformina en cancer de pulmon.

En anos recientes se ha descrito recurrentemente el uso de metformina en CP como
tratamiento adyuvante, en la clinica se ha observado que el tratamiento con
metformina tiene efectos benéficos en la supervivencia de pacientes diabéticos con

este tratamiento, observando reduccion en cancer y la mortalidad asociada con esta
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neoplasia (Evans, Donnelly, Emslie-Smith, Alessi, & Morris, 2005; Landman et al.,
2010).

En pacientes con CPCNP y diabetes mellitus, se reporté un beneficio en
supervivencia en pacientes que fueron tratados con metformina respecto a los que
no recibieron este tratamiento (Arrieta et al., 2016a). En otro estudio retrospectivo,
se observd que la adicion de metformina a la terapia convencional de TKls de
EGFR, aumenté la SLP en los pacientes que recibieron la combinacién de estas
terapias ademas de un incremento en la supervivencia media (Hung et al., 2019).
Finalmente, en un estudio prospectivo, se comprueba el efecto benéfico de la
adicion de metformina al tratamiento con TKiIs, reportando un aumento en SLP vy

supervivencia media (Arrieta et al., 2019a).

Se han propuesto diversas modificaciones a nivel celular como posibles
mecanismos de accion de metformina en CP, dentro de los mas estudiados y con
resultados mas concluyentes, se ha encontrado sinergia en el tratamiento
combinado de metformina con TKIs de primera generacion, asociado con la
inactivacion del eje PI3BK/AKT/mTOR en lineas de CPCNP. La reduccion del fenotipo
celular de TEM, la regresién a caracteristicas epiteliales y su asociacion con un
bloqueo de la senalizacion de Interlucina-6 (IL-6) cuando se combina metformina
con TKls de primera generacion. De igual forma esta terapia combinada ha
mostrado efectos favorables en la inhibicion de la sefializacion desencadenada por
receptores de factores de crecimiento como el receptor de factor de crecimiento de
insulina (IGFR) y sus efectores rio abajo como la protein-cinasa B (AKT) (JC et al.,
2018; Morgillo et al., 2013; Zhao et al., 2014).

En resumen, los diversos mecanismos de accidon de metformina en CP, ain no han
sido completamente dilucidados, principalmente, como se modifica el cruce de
caminos entre sefalizacion y metabolismo celular, por lo que el presente trabajo
evalud dichas modificaciones, inducidas por la combinacion de tratamientos

afatinib-metformina.
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HIPOTESIS

La adicién de metformina al tratamiento con el TKI de segunda generacion afatinib,
incrementara su citotoxicidad de forma sinérgica, regulando a la baja la via de
sefnalizacion de EGFR, la TEM, asi como marcadores de fenotipo glucolitico que se
ven envueltos en el favorecimiento de proliferacion celular, en lineas celulares de
CPCNP con diferente estado mutacional de EGFR.

OBJETIVO GENERAL

» Evaluar el tipo de interaccién del tratamiento afatinib-metformina y su efecto
sobre la via de sefalizacion de EGFR, la TEM, asi como la regulacion
glucolitica,en lineas celulares de CPCNP con diferentes mutaciones en
EGFR.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar si existe una relacion sinérgica, aditiva o antagdnica con el
tratamiento afatinib-metformina en lineas celulares de CPCNP.

= Determinar la apoptosis inducida por el tratamiento afatinib-metformina.

= Evaluar la expresion proteica y activacién de la via de sefalizacion de EGFR
y asociarla con la expresion y activacion de AMPK.

= Evaluar la regulacién causada por el tratamiento afatinib-metformina sobre
los marcadores de TEM, fenotipo glucolitico, y FOSFOX.

» Medirlos cambios en asimilacion de glucosa y secrecion de lactato, causados

por el tratamiento afatinib-metformina.
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MATERIALES Y METODOS
Tratamientos y lineas celulares

Todas las lineas celulares de CPCNP estudiadas fueron adquiridas en ATCC
(Estados Unidos de América). Las 3 lineas celulares utilizadas difieren en su estado
mutacional de EGFR, lo que les confiere un patron diferencial de sensibilidad al
tratamiento con TKis; La linea celular A549 cuenta con un EGFR en estado nativo,
mientras que las células H1975 tienen un EGFR doblemente mutado (L858R en el
exén 21y T790M en el exén 20), y la linea celular HCC827 que posee una delecion
en el exén 19 de EGFR, dichas mutaciones le confieren a la proteina la capacidad
de mantenerse constitutivamente activa. La linea celular A549 se hizoe-ereeer cultivd
en medio F12 (Gibco, 21700-075). De manera diferente, las lineas celulares H1975
y HCC827 se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado (Gibco, 31800-022).
Ambos medios se complementaron con suero fetal bovino (SFB) al 10% (Gibco,
26140-079) y 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina-anfotericina B (MP
Biomedicals, 091674049). Todas las lineas celulares se incubaron a 37 ° C en una
atmésfera humidificada con 5% de CO2. De igual forma las 3 lineas celulares, se
encontraban en pases tempranos (menores a pase 10), al momento de su

descongelacion.

Las lineas celulares se trataron con afatinib (laboratorios LC A-8644) y metformina
(Sigma Aldrich PHR1084) durante 72 horas, segun el esquema de concentraciones
descrito en la tabla 1. Dichas concentraciones se obtuvieron con el uso de ensayos

dosis-respuesta.

Tabla 1.
Lineas Concentraciones en medicamentos.
celulares
Metformina Afatinib
6 uM (Combo 1)
A549 15 mM IC1s 7 UM ICso (Combo 2)

8 uM (Combo 3)
1 uM (Combo 1)
H1975 5 mM IC1s 2 uM ICs0 (Combo 2)
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3 uM (Combo 3)

3 nM (Combo 1)
HCC827 8 mM IC+s 4 nM ICs0 (Combo 2)

5 nM (Combo 3)

Para evaluar las modificaciones en el metabolismo, las vias de sefalizacion y la
expresion de proteinas modificadas por nuestro tratamiento, utilizamos los combos
con el mayor grado de sinergia para cada una de las lineas celulares (combo 3 para
A549, combo 3 para H1975 y combo 1 para HCC827).

Ensayo MTT

Para evaluar el efecto citotoxico del tratamiento con afatinib-metformina, se
realizaron ensayos MTT con bromuro de tetrazolio (Sigma Aldrich M2128), esta
técnica tiene su fundamento en la reduccion mitocondrial de dicho compuesto por
la accién de la succinato deshidrogenasa en células que se encuentran
funcionalmente viables, posteriormente, las sales de formazan que son formadas
en este proceso metabdlico, son disgregadas para obtener una lectura colorimétrica
de la cual es adquirida la absorbancia a 570 nm. Para ello, las lineas celulares A549,
H1975 y HCC827 se sembraron por triplicado para cada tratamiento a una densidad
de 1x10* en placas de 96 pozos, y se incubaron en medio suplementado con SFB
al 10% a 37 °C en una atmoésfera con 5% de CO2. Una vez que las células se
adhirieron, se trataron de acuerdo a las concentraciones que se muestran en la
Tabla 1.

Después de 72 horas se aspiré el medio de los pocillos y se reemplazdé por 10 pl de

solucion MTT (5 mg / ml) y 90 ul de medio complementado.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Después, se aspiré el medio con
MTT de los pocillos y se solubilizaron los cristales de formazan anadiendo 200 ul de
solucion de DMSO-isopropanol (1: 1) a las placas. Finalmente, las absorbancias de

se midieron mediante un lector de microplacas a 570 nm (BioTek ELX 808).
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El porcentaje de viabilidad se obtuvo mediante normalizacién de datos con la

siguiente formula.

%Viabilidad= (Densidad 6ptica de células tratadas X 100) / Densidad optica de

células control.
Se realizaron tres ensayos independientes por triplicado para cada linea celular.
Andlisis de interacciones farmacoldgicas

Para determinar si el tratamiento combinado de afatinib-metformina produce efectos
sinérgicos en citotoxicidad en las lineas celulares de CP, utilizamos el software
Compusyn 1.0 (Biosoft) para obtener el indice de combinacién (IC) correspondiente
a cada interaccion farmacolégica, dicho programa esta basado en el indice y modelo
matematico propuesto por Chou y Talalay. En este sentido, se utilizaron los
porcentajes de viabilidad obtenidos en el ensayo MTT, los valores menores a 1 en
IC, denotan que las combinaciones terapéuticas tienen algun grado de sinergismo.
De manera diferente, si el IC varia de 1 a 1.10, los tratamientos muestran un
comportamiento de aditividad, y finalmente, los IC superiores a 1.10 revelan un

efecto antagonico.
Ensayo de apoptosis

Para determinar la induccidn de apoptosis por el tratamiento propuesto, se
sembraron las 3 lineas celulares en placas de 24 pocillos en una confluencia de
5x10%. Una vez adheridas a la placa, se trataron segun las concentraciones
descritas en la Tabla 1 y se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de COZ2.
Posteriormente, las células se separaron del fondo de los pocillos utilizando tripsina,
se lavaron dos veces con 1X solucién salina tampén fosfato (PBS), se colectaron
en tubos de ensayo y se evaluaron con el kit de apoptosis "Annexin-V-FLUOS
Staining Kit" (Roche 11988549001) mediante citometria de flujo (Life Technologies),
agregando 1 ul de IP (para marcar células necréticas gracias a sus caracteristicas
intercalantes) y 1 ul de Anexina V FITC (para marcaje de células apoptéticas, debido
a su union a fosfatidil-serina cuando la misma se encuentra expuesta) diluidos en

300 ul de buffer de unién. Se llevé a cabo una incubacion en obscuridad durante 30
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minutos, y posteriormente se adquirieron los porcentajes para realizar el analisis en

Flowjo v.10.1.
Ensayo de expresion en membrana de EGFR

La expresion de EGFR en la membrana celular se detecté mediante citometria de
flujo. Las células se sembraron a una confluencia de 5 x 10* en placas de 24 pozos,
se trataron acorde a la tabla 1 y se incubaron durante 72 horas. Luego, las células
se despegaron, tratando de mantener integra la membrana celular con el objetivo
de detectar la mayor cantidad de expresién de la proteina, se lavaron dos veces con
PBS 1x y se fijaron con la solucion tampdn Cytofix (BD 554655). Posteriormente,
las células se lavaron una vez con solucion de PBS, se tifieron con un anticuerpo
acoplado a un fluoroforo (ficoeritrina, PE) dirigido a EGFR, y se realizé una
incubacion durante 30 minutos. Después de la incubacion, el exceso de anticuerpo
se lavo una vez con PBS 1Xy la deteccién del mismo se realiz6 mediante citometria
de flujo, el analisis correspondiente se realizé con Flowjo v.10.1, donde se determind
el porcentaje de expresion de EGFR en membrana para cada una de las lineas

celulares y su respectivo tratamiento.
Western blot

Las lineas celulares se sembraron en una confluencia de 3x10° en placas de 6
pozos, luego se trataron con las concentraciones de tratamientos mencionadas
anteriormente y se incubaron durante 72 horas. Posteriormente, las células se
lisaron con el sistema de lisis RIPA (Santa Cruz Biotechnology SC-24948A),
complementado con inhibidores de proteasas, inhibidor de fosfatasas, y PMSF,
adicional al lisado quimico, se llevé a cabo un rompimiento mecanico de membrana
con la ayuda de scrappers. Los lisados celulares se cuantificaron mediante el
ensayo de Bradford (Bio-Rad # 5000205), adquiriendo las absorbancias
correspondientes a 570 nm, la interpolacion de datos de realiz6 en Excel para
obtener las concentraciones de proteina ug/ml. Se cargaron cantidades iguales de
proteinas en los pocillos del gel de poliacrilamida y se analizaron mediante el
sistema de electroforesis de separacion de proteinas SDS-PAGE (25 ng para

proteinas totales y 50 ng para las proteinas fosforiladas). Posteriormente, los lisados
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de proteina ya separados se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,2 ym
precortadas utilizando el Trans-Blot Turbo transfer System (Bio-Rad). Estas
membranas se bloquearon con una solucion de albumina de suero bovino (ASB) al
5%, se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 1X durante 10 minutos vy
posteriormente se incubaron durante la noche con anticuerpos primarios especificos
contra EGFR (SC-311550; 1: 1000), P-EGFR (SC-101669; 1: 1000), AKT (SC-5298;
1: 1000), P-AKT ( SC- 514032; 1: 1000), GLUT-1 (SC-3777228; 1: 1000), GLUT-3
(SC-74399; 1: 1000), HKI-I (SC-46695; 1: 1000), HKI- Il (SC-374091; 1: 1000),
GAPDH (SC-47724; 1: 10000), P70S6K (Cell signalling 9202S; 1: 1000), P-P70S6K
(Cell signalling 9205S; 1: 1000), Vimentina (Cell signalling 5741S; 1: 1000), N-
Cadherina (Cell signalling 13116S; 1: 1000), B-Catenina (Cell signalling 8480S;
1:1000), E-Cadherina (SC-8426 1:1000), AMPK (Cell signalling 2603S; 1:1000), P-
AMPK (Cell signalling 25315S; 1:1000), P-PKM2 (Cell signalling 3827S; 1: 1000) y
el coctel OXPHOS (Abcam # 110413; 1: 1000). Al dia siguiente, las membranas de
nitrocelulosa se lavaron 5 veces durante 10 minutos con PBS-Tween 1X, para
eliminar el exceso de anticuerpos, y luego se afadid una solucion de ASB al 5%
que contenia anticuerpos secundarios especificos dirigidos de ratéon o conejo segun
el caso que se presentara (Li-Cor 1:5000). Después de una hora de incubacion, las
membranas se lavaron tres veces durante 15 minutos con PBS-Tween 1X. Las
membranas fueron expuestas al sustrato de revelado (Li-Cor) durante 5 minutos y
se analizaron con el escaner de transferencia C-Digit (Li-Cor). A continuacion, la
densidad de bandeo cuantificé con el software Imaged (NIH). Se realizaron 3

ensayos de western-blot independientes para cada proteina.
Zimograma

Las lineas celulares se trataron y se incubaron en placas de 6 pozos durante 72
horas. Se analizaron MMP-2 (Cell signalling 87809S; 1:1000) y MMP-9 (Cell
signalling 13667S 1:1000) mediante zimografia en gel. Las células se
homogeneizaron en un tampon de lisis con inhibidores de proteasa. El sobrenadante
se separd por electroforesis usando geles de poliacrilamida-SDS al 10% en

condiciones no reductoras. Después de la electroforesis, los geles se lavaron dos
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veces con Triton X-100 al 2,5% durante 30 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el dodecil-sulfato de sodio (SDS). A continuacion, los geles se incubaron a
37°C durante 24 horas en una solucién activadora. La actividad de MMP apareci6
como una banda clara que contrastaba con un fondo azul. Se realizaron dos

ensayos independientes para cada una de las MMPs.
Ensayo de captacion de glucosa

Las células se sembraron en placas de 6 pozos a una confluencia de 1x10° y se
incubaron durante 24 horas. Después, el medio de cultivo inicial se reemplazé con
medio suplementado con SFB al 2% y las placas se incubaron durante toda la
noche. A la mafana siguiente, el medio mencionado se reemplazé con solucion
buffer Krebs Ringer Phosphate Hepes (KRPH), junto con el tratamiento como
unidroga y combinado afatinib-metformina, y las placas se incubaron durante 3
horas. Posteriormente, se anadidé a los pozos 2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato
(2DG6P) sin insulina con el objetivo de llevar a cabo la deteccion de la misma por
meétodo de colorimetria, y las placas se incubaron durante 35 minutos. Finalmente,
se continu6 con el protocolo del kit, (Sigma Aldrich MAKO083), segun las
instrucciones del fabricante y se adquirié en el lector de microplacas a 420 nm. Las
concentraciones en pmol de 2DG6P se obtuvieron mediante la interpolacion de las

absorbancias con el uso de la curva standard incluida en el kit.
Ensayo de secrecidon de lactato

Las células se sembraron a una confluencia de 1 x 10° en placas de 6 pozos y se
incubaron durante 24 horas. A continuacién, las células se trataron con la
combinacion o unidroga de afatinib-metformina, se incubaron durante 3 horas para
que llevara a cabo su efecto el tratamiento evitando que se empezara a ejercer
citotoxicidad para reducir el sesgo del ensayo y se procesaron acorde a las
instrucciones del fabricante (Sigma Aldrich MAKO064). La lectura se realizd en el
lector de microplacas a 570 nm. Las concentraciones en ng/ul se obtuvieron
mediante la interpolacion de las absorbancias con el uso de la curva standard

incluida en el kit.
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Analisis estadistico

Los datos se muestran como media + desviacion estandar (DE). Los datos
proporcionados por el MTT y los ensayos de anexina V / ioduro de propidio se
analizaron mediante un analisis de varianza de dos vias (ANOVA). Los resultados
de los ensayos de proteina, absorcion de glucosa y secrecion de lactato se
analizaron mediante pruebas ANOVA de una via. Todos los analisis mencionados
se realizaron con las pruebas post-hoc de Tukey en el software GraphPad
(Scientific, San Diego, California, EE. UU.). Los valores de p < 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
RESULTADOS.

Las lineas utilizadas para el presente trabajo con su estado mutacional de EGFR se

pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2.
Linea celular Estado mutacional (EGFR)
A549 Estado nativo
H1975 L858R en exdén 21 y T790M en exon
20
HCC827 Delecion en exén 19

Tabla 2. Estado mutacional de EGFR en lineas celulares.

Efecto citotéxico inducido por el tratamiento afatinib-metformina y analisis de
interaccidon farmacolégica.El efecto citotoxico y la interaccidn del tratamiento con
afatinib-metformina, se evaluo a través de ensayos MTT. Se encontré que
metformina tiene la capacidad de sensibilizar a la linea celular resistente a TKI,
H1975, mostrando una tendencia al aumento de la capacidad citotdxica de afatinib,
sin embargo, no se pudieron encontrar resultados estadisticamente significativos.
La linea celular sensible HCC827, mostrd inhibicion por el combo numero 1 cuando
la comparamos con 3 nM de tratamiento con afatinib (38% vs 60% p= 0.0046).
Curiosamente, la linea celular A549 que cuenta con EGFR en estado nativo,

presentd un efecto citotdxico notable cuando afatinib se combina con metformina,
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se observo sensibilizacion de esta linea celular, con una mayor citotoxicidad en el
combo numero 3 de tratamiento en comparacion con 8 uM de afatinib (24% vs 50%
p= 0.0054) (Fig. 4A)
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Figura 4. Citotoxicidad e interaccion de la combinacién afatinib-metformina (A) Efecto
citotoxico de afatinib (AFA) solo o en combinaciéon con metformina (METFO) en las lineas
celulares de CPCNP H1975, HCC827 y A549. Las células se sembraron y trataron con el esquema
descrito anteriormente durante 72 horas, se realizé el ensayo MTT como mencionamos en materiales
y métodos. Los puntos representan las medias de 3 experimentos independientes por triplicado. El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias. * p< 0.05, ** p<0.01. (B) Graficos de
interaccion farmacolégica en las lineas celulares de CPCNP. Los graficos mostraron que la linea
celular H1975 mostro sinergismo con las dos concentraciones mas altas de afatinib (2 uM y 3 uM),
la linea celular HCC827 solo tenia cierto grado de sinergia con la concentracion mas baja de afatinib
(3 nM). Por su parte la linea celular A549, presenté efecto sinérgico en los tres tratamientos
combinados (el eje de las X representa la fraccion celular afectada y en el eje de las Y, se representa

el indice de combinacion).

Posteriormente se analizo el tipo de interaccion entre ambos medicamentos con el

programa Compusyn, que se basa en el método propuesto por Chou-Talalay para
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determinar el indice de combinacion de tratamientos (IC). Las graficas de
interaccion farmacologica obtenidas de Compusyn indican antagonismo cuando los
tratamientos se ubican por encima del umbral, el efecto aditivo se ubica cercano al
umbral y el efecto sinérgico se refleja cuando los puntos de tratamiento estan por
debajo del umbral. Las tres lineas celulares mostraron por lo menos una
combinacion con efecto sinérgico en uno o mas tratamientos combinados que se

localizaron por debajo del umbral (Fig. 4B).
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El calculo de indice de combinacién entre afatinib-metformina reveld que la linea

celular H1975 muestra un efecto sinérgico con 2 yM y 3 uM de afatinib combinado

con metformina 5mM. La linea celular HCC827 unicamente mostréo un ligero

sinergismo con 3 nM de afatinib combinado con 8 mM de metformina y finalmente

la linea celular A549 tuvo sinergismo en sus tres concentraciones de afatinib

combinadas con 15 mM de metformina. Por otra parte, Ninguna de las

combinaciones mostré antagonismo en alguna de las lineas celulares de LC. Los

valores de indice de combinacion encontrados para cada linea celular se

encuentran reflejados en la Tabla 3.

Cell line Treatment Combination index Description
(CN)
H1975 AFA 1 uyM+ METFO 5 .99173 Cercano a aditivo
mM
AFA 2 uyM+ METFO 5 .90775 Sinergismo leve
mM
AFA 3 uM+ METFO 5 .72703 Sinergismo
mM moderado
HCC827 AFA 3 nM+ METFO 8 .89682 Sinergismo leve
mM
AFA 4 nM+ METFO 8 1.06555 Cercano a aditivo
mM
AFA 5 nM+ METFO 8 1.04850 Cercano a aditivo
mM
A549 AFA 6 yM+ METFO 15 .93289 Cercano a aditivo
mM
AFA 7 yM+ METFO 15 .73329 Sinergismo
mM moderado
AFA 8 uyM+ METFO 15 .53721 Sinergismo
mM

Tabla 3. Valores de indices de combinacion del tratamiento afatinib-metformina.
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En la tabla 4 se pueden observar los rangos de cada tipo de interaccion, acorde al

inserto del software
of Description Symbol
o 4 | Very Strong Synergism ]
0.1-0.3 Strong Synergiam —
0.3-0.7 Synergism ——
0.7-0.85  Moderate Synergi=sm —
0.85-0.90 Slight Synergizm
0.90-1.10 Nearly Additive
L.10-1.20 Slight Antagoniem — ;g —; -
1.20-1.45 Moderate Antagonism -
1.45-3.3  Antagonism - e EEm
3.3-10 Strong Antagonism EEEEN
= 10 Very Strong Antagonism H H H H B

Tabla 4. Intervalos para cada tipo de interaccién.

Induccidn de apoptosis.

Compusyn.

Para corroborar la induccion de citotoxicidad y muerte causada por nuestro

tratamiento, se realizé un ensayo de apoptosis. Las tres lineas celulares revelaron

un aumento en la induccion de apoptosis estadisticamente significativo cuando se

afiade metformina a la terapia con afatinib. La linea celular H1975 exhibié una mayor

induccion de apoptosis en el combo numero 1 en comparacion con afatinib 1 uM
(48% frente a 26% p=0.0001). Enla linea celular HCC827, la induccion de apoptosis

mas alta fue por el combo numero 2 en comparacion con afatinib 4nM (58% vs 45%

p= 0.0041). Finalmente, la linea celular A549 mostr6 una mayor induccion de

apoptosis por el combo numero 1 en comparacién con afatinib 6 pM (50% vs 28%
p= 0.013) (Fig 5).
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Figura 5. Inducciéon de apoptosis causada por el tratamiento afatinib-metformina. Se analizaron
5.000 eventos para cada ensayo. Las células se sembraron y trataron con el esquema descrito
anteriormente durante 72 horas y luego se evaluaron con el kit de apoptosis y citometria de flujo. Se
determinaron como células vivas, aquellas que no presentaron ninguna marca, células en apoptosis,
aquellas con marca de Anexina V, y finalmente células necréticas, aquellas que presentaron marca
con ioduro de propidio. Las barras representan las medias de 3 experimentos independientes por
triplicado. Las referencias estadisticas del andlisis ANOVA son presentadas en cada gréfico. *
p<0.0001 vs control, #p<0.05 Afa vs Comb.

A partir de este punto, solo se evaluaron las combinaciones con mayor grado de

sinergismo para cada una de las lineas celulares (Tabla 2)

Regulacion a la baja de la expresiéon de EGFR en membrana celular, por el

tratamiento con afatinib-metformina.

Para evaluar el impacto del tratamiento combinado en EGFR, se evaluaron los
cambios en el porcentaje de expresidn de esta proteina en la membrana celular
mediante citometria de flujo. Se realiz6 una tincién tratando de no comprometer la
membrana celular para detectar la mayor cantidad de proteina posible en las lineas
celulares H1975, HCC827 y A549. La linea celular H1975 mostré una reduccién en
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EGFR

%

EGFR del 14% en el tratamiento combinado versus afatinib como unidroga (p=
.0120). Por el contrario, la linea celular HCC827 no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas en la expresién de EGFR en membrana entre afatinib
y su combinacion con metformina. Curiosamente, la linea celular A549 mostrd una
mayor inhibicion de EGFR con el tratamiento combinado en comparacion con
afatinib con una reduccion del 15.7% (p= 0.0433) (Fig. 6).
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Figura 6. Regulacion de EGFR en membrana por afatinib-metformina. Las células se sembraron y
trataron con sus dosis respectivas durante 72 horas, luego se analizaron 5.000 eventos mediante
citometria de flujo con un anticuerpo especifico para EGFR. Las barras representan las medias de 3
experimentos independientes por triplicado. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de
una via. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001.

Regulacion de la via de sefalizacién desencadenada por EGFR.Para dilucidar
el impacto del tratamiento en la via de EGFR, realizamos un ensayo western-blot.
Se detecto inhibicién de la via de EGFR en todas las lineas celulares cuando se
afiadio el tratamiento con metformina. La linea celular H1975 mostré diferencias
estadisticamente significativas en la inhibicion de la proteina total de EGFR y formas
fosforiladas de EGFR, AKT y P70S6K (Fig. 7) Como era de esperar, la linea celular
HCCB827 mostrd inhibicion del eje con el tratamiento con afatinib, por su parte, la
metformina también mostrd inhibicion de las proteinas activadas en esta linea

celular (Fig. 7) asi como de las proteinas totales (Informacion suplementaria Fig.1),
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siendo la proteina ribosdmica P70S6K la que reporté una mayor reduccion. En la
linea celular A549 observamos una tendencia al aumento de las formas activas con
afatinib, sin embargo, cuando metformina se administra como unidroga y en
combinacién con afatinib, reduce notablemente las proteinas totales, con la
excepcion de AKT (informacion suplementaria, figura 1), asi como las formas

fosforiladas de esta via de sefalizacion (Fig. 7).
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Figura 7. Efecto del tratamiento combinado afatinib-metformina sobre la via de sefializacion de
EGFR. Las células se sembraron y trataron durante 72 horas con sus respectivas concentraciones
de metformina-afatinib. Se utiliz6 GAPDH como control constitutivo, las imagenes se analizaron

mediante Image (NIH) y se representaron como barras. Las imagenes son representativas de tres
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experimentos independientes y los resultados de la densitometria de las bandas correspondientes a
las diferentes proteinas, se presentan como media * desviacion estandar de estos tres experimentos
Los datos se normalizaron con respecto al control endégeno y se analizaron estadisticamente
mediante ANOVA de una via. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001.

De forma complementaria, se realizé un comparativo en los cambios de expresion
(reduccién) de las proteinas fosforiladas, respecto a las proteinas totales, para
clarificar si los efectos de los farmacos se dan principalmente en las formas
activadas, en las totales o en ambas (Tabla 5). Como se puede observar en la Tabla
5, los cambios que se atribuyen a metformina, se reflejan en ambas formas, pero
principalmente en las formas fosforiladas, de igual forma, se observa una mayor
disminucién de expresion de dichas proteinas, cuando el tratamiento combinado es

administrado.

H1975  P.Total P.Fosfo Cambio en Expresion (Fosfo/total %) HCC827 P.Total P.Fosfo Cambio en Expresion (Fosfo/total %) A549 P.Total P.Fosfo Cambio en Expresion (Fosfo/total %)

EGFR EGFR EGFR

Control 1831 1876 2.468 Control 1930 1927 -0.178 Control 1803  1.503
Metformina 1066  0.931 -12.641 Metformina 1220 0.155 -87.287 Metformina 0.786  0.603
Afatinib 0.891  0.560 -37.174 Afatinib 0478  0.455 -4.677 Afatinib 1252 125
Combo 0338 0334 -1.183 Combo 0.29 0.243 -18.009 Combo 0475  0.270
AKT AKT AKT

Control 1302 0976 -25.046 Control 1288 1516 17.644 Control 1333 1297
Metformina 1.083  0.846 -21.897 Metformina 0.738  0.406 -45.046 Metformina 1029  0.593
Afatinib 0.838  0.397 -52.631 Afatinib 1241 1187 -4.370 Afatinib 0.999 1539
Combo 0.823  0.390 -52.645 Combo 0.788  0.513 -34.904 Combo 0.867  0.536
P70S6K P70S6K P70S6K

Control 1560 1420 -8.984 Control 0.966  0.850 -12.070 Control 1366 1195
Metformina 0842 0.697 -17.184 Metformina 0.046  0.016 -66.466 Metformina 0.809  0.495
Afatinib 0.892 0617 -30.856 Afatinib 0.873 0833 -4.545 Afatinib 1297 1553
Combo 0.595  0.361 -39.319 Combo 0.490  0.465 -5.092 Combo 0426 0343

Tabla 5. Cambios en expresion de proteinas fosforiladas en comparacién con proteinas totales.

Regresion de marcadores de TEM.Una vez confirmada la inhibicién de la via de
EGFR por el tratamiento con afatinib-metformina, se averigué si el tratamiento
propuesto afecta la expresion de proteinas relacionadas con TEM. Se llevaron a
cabo ensayos de western-blot y zimograma para medir los niveles de proteinas
clave y metaloproteasas de matriz. La linea celular H1975 mostro inhibicion de todos
los marcadores de TEM, principalmente sobre (-catenina (p= 0,0067 frente al

control), con el tratamiento combinado. La linea celular HCC827 mostré inhibicion
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principalmente en N-Cadherina con el tratamiento combinado (p= 0,0028 frente al
control). De la misma manera, el tratamiento combinado inhibi6 la vimentina y la N-
cadherina en la linea celular A549. Por su parte, se pudo observar un incremento
en el marcador epitelial E-cadherina en las 3 lineas celulares tanto con los
tratamientos como unidroga, como con la combinacion. Con respecto a la expresion
de las enzimas MMP, todas las lineas celulares mostraron una reduccion similar

mediante la administracion de metformina, afatinib y su combinacion (Fig. 8).
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Figura 8. Reduccion de TEM mediante la administracién de metformina en lineas celulares de
CPCNP. Las células se sembraron y trataron durante 72 horas con sus respectivas concentraciones
de metformina-afatinib. Se utiliz6 GAPDH como control constitutivo, las imagenes se analizaron
mediante Image (NIH) y se representaron como barras. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes y los resultados del area se presentan como media + desviacion
estandar de estos tres experimentos Los datos se normalizaron con respecto al control endégeno y
se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de una via. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, ****
p< 0.0001.

Modificacion inducida por el tratamiento afatinib-metformina en marcadores

metabdlicos, asimilacién de glucosa, y secreciéon de lactato.

Para evaluar si la regulacion a la baja inducida por afatinib-metformina en la via de
sefnalizacion de EGFR puede modificar la via glucolitica, se midié la expresion de
transportadores de glucosa, enzimas y subunidades de FOSFOX, que son clave
para definir un fenotipo glucolitico de las células CP. Ademas, se evaluaron los

cambios en la captacion de glucosa celular y la secrecién de lactato.

En primer lugar, evaluamos los cambios en la expresién de GLUTs, HXKs, AMPK y
formas fosforiladas de AMPK y piruvato cinasa M2 (PKM2) mediante ensayos de

western-blot.

La linea celular H1975 mostro inhibicion con todos los tratamientos sobre la
expresion de GLUT1 y GLUTS3. La terapia de combinacion inhibié GLUT3 (p= 0.0003
respecto a control), de igual forma, metformina en monoterapia y en combinacion
con afatinib inhibié GLUT1 en la linea celular HCC827. La linea celular A549
presentd reduccion en ambos transportadores con el tratamiento con metformina,
ademas, el tratamiento combinado presenté inhibicion de GLUT1 y GLUT3 (p=
0.0348 y p= 0.0011 respecto a control respectivamente) (Fig. 9). Ninguna de las
lineas celulares mostré6 cambios en AMPK total (informacion suplementaria, figura
2); sin embargo, las lineas celulares A549 y H1975 mostraron un aumento notable
en los niveles de P-AMPK cuando se afiadié metformina (p= 0.0357 y p= <0.0001
respecto al control, respectivamente). Los niveles de HXK1 no mostraron cambios
en alguna de las lineas celulares en respuesta al tratamiento y la linea celular A549

no mostré expresion basal de HXK2. Por otro lado, las lineas celulares H1975 y
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HCC827 mostraron una reduccion notable en los niveles de HXK2 con el tratamiento
con metformina. Finalmente, las lineas celulares A549 y HCC827 mostraron
reduccion en la expresion de p-PKM2 con metformina y de igual forma con los
tratamientos combinados (Fig. 9). Por el contrario, la linea celular H1975 solo mostro
reduccion de p-PKM2 con el tratamiento combinado (informacion suplementaria,

figura 2).
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Figura 9. Efecto del tratamiento combinado de afatinib-metformina sobre enzimas y proteinas
de la via glucolitica. Las células se sembraron y trataron durante 72 horas con sus respectivas
concentraciones de metformina-afatinib. Se utiliz6 GAPDH como control constitutivo, las imagenes
se analizaron mediante Image (NIH) y se representaron como barras. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes y los resultados del area se presentan como

media * desviacion estandar de estos tres experimentos Los datos se normalizaron con respecto al
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control endogeno y se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de unavia. *p< 0.05, ** p<0.01,
***p< 0.001, **** p< 0.0001.

En cuanto a la relacion de AMPK total y su forma fosforilada, podemos observar en
la tabla 6, que el principal aumento fue por el efecto de metformina, y esto
principalmente en la linea celular H1975, donde este efecto es notable cuando se

adiciona dicho tratamiento.

H1975  p.Total P.Fosfo Cambioen Expresion (Fosfoftotal %) HCC827  P.Total P.Fosfo Cambioen Expresion (Fosfoftotal %) A549  P.Total P.Fosfo Cambio en Expresion (Fosfo/total %)

AMPK AMPK AMPK

Control 0907 0.5% -34.328 Control 1930 1932 0,075 Control 0891 084
Metformina 1086 1.5% 83199 Metformina 120 1144 -6.303 Metformina 1021 0.844
Afatinib 1057 095 -0,585 Afatinib 1148 1107 -3.514 Afatinib 1042 0870
Combo 0861 0932 8.222 Combo 109  1.025 -6.492 Comhbo 1051 0.8

Tabla 6. Relacion AMPK, proteina total y forma fosforilada.

De forma complementaria, exploramos el impacto del tratamiento con afatinib-
metformina sobre la captacion de glucosa mediante la evaluacion de incorporacion
celular de 2DG6P vy la secrecion de lactato, a través de su medicion en medio de
cultivo. La linea celular H1975 tuvo una reduccion de 33,4 pmol con el tratamiento
combinado en comparacion con el control (p= 0,0009). La linea celular A549 mostrd
una reduccion de 42,6 pmol en la deteccion de la captacién de 2DG6P (p = <0,0001)
por el tratamiento combinado. Acorde a lo esperado, la linea celular HCC827 mostro
inhibicion de la captacion de glucosa con todos los tratamientos (p = <0,0001) (Fig.
10A).

Como se muestra en la Figura 10B, la linea celular H1975 no mostré significancia
estadistica en la secrecién de lactato, sin embargo, las lineas celulares HCC827 y
A549 presentaron una reduccién con el tratamiento combinado de 6.0 ng/ul (p=

0.0005) y 4.6 ng/pl (p= 0,04) respectivamente, frente al control.
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Figura 10. Modificaciones de la captacion de glucosa celular y la secrecién de lactato. (A).
Para el ensayo de captacion de glucosa, se sembraron células y se administré tratamiento con
metformina-afatinib en tampon KRPH durante 3 horas, luego se afiadié 2-DG6P y posteriormente se
evalué su consumo mediante ELISA. (B). Las células se sembraron y luego se trataron con
metformina-afatinib durante 3 horas, los niveles de lactato presentes en el medio de cultivo se
midieron mediante ELISA. Los graficos representan las medias de dos experimentos independientes
por duplicado. Se realizé un analisis ANOVA de una via para determinar la significancia estadistica
*p< 0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001.

DISCUSION.

La metformina es una biguanida que actua como un potente modificador del
metabolismo celular, reduce la glucosa basal y posprandial y su transporte a través
de las membranas celulares se lleva a cabo por la accion de transportadores OCTs.
Los principales efectos sobre las células no transformadas tratadas con metformina

49



incluyen: inhibicion de gluconeogénesis hepatica, aumento y aceleracién de la
captacion de glucosa, y estimulacion de los receptores de insulina (IRs) (Foretz,
Guigas, Bertrand, Pollak, & Viollet, 2014; Gunton et al., 2003; Pernicova & Korbonits,
2014)

A la fecha el tratamiento con metformina en cancer presenta una gran variabilidad
tanto en los resultados en investigacion basica como en la clinica. En este trabajo
nos dimos a la tarea de probar la eficacia del EGFR-TKI de segunda generacién
afatinib solo o en combinacion con metformina en lineas celulares de CPCNP con
diferente estado mutacional de EGFR. De igual forma, dilucidar algunas de las vias
metabdlicas y de sefalizacién que se pueden ver modificadas por la aplicacién de

este tratamiento.

Trabajos previos donde se combiné metformina con TKls de primera generacién
como el gefitinib, han demostrado induccidon de citotoxicidad, inhibicion de
resistencia al tratamiento y sensibilizacion al efecto citotdéxico del TKI en lineas
celulares de CP con resistencia a inhibidores de tirosin-cinasa (L et al., 2020; Ling
Li et al., 2020; Morgillo et al., 2013).

Nuestro trabajo demostré que la combinacion afatinib-metformina, tiene efecto
sinérgico en la induccion de citotoxicidad y de apoptosis en las tres lineas celulares
de trabajo. De forma interesante, las lineas celulares que cuentan con baja afinidad
a TKls (A549 y H1975), presentaron un mayor efecto sinérgico en la induccion de
citotoxicidad, mostrando un alto grado en la linea A549, esto quiza a un efecto
directo en AMPK en esta linea celular. Estudios previos han mostrado que el TKl de
primera generacion erlotinib en combinacion con metformina puede inhibir la
proliferacion celular y reducir el crecimiento tumoral en un modelo murino derivado
de la linea celular A549. Por el contrario, otro estudio en lineas de CP, midi6 el
indice de combinacion entre gefitinib y metformina, encontrando antagonismo en la
linea A549 y sinergismo en el caso de la linea celular H1975. Esta variabilidad en
resultados, parece ser dependiente del tipo de TKI, su concentracién, al igual que
las concentraciones de metformina utilizadas, y de igual forma, con los niveles

basales de expresién de las moléculas que pueden ser modificadas por estos
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tratamientos. Ademas, se ha visto que las concentraciones elevadas de farmacos,
pueden tener una gran influencia en el analisis de interaccién entre diferentes
tratamientos (Chao et al., 2015; Chen et al., 2015; Morgillo et al., 2016; TS et al.,
2017).

En la induccidn de apoptosis por nuestros tratamientos, se pudo observar un rango
del 10 al 60 % considerando los tratamientos como monoterapia, y la combinacion
de los mismos. En estudios previos se reportd que el principal mecanismo de muerte
inducido por afatinib como monoterapia es apoptosis, mientras que por el lado de
metformina se ha reportado arresto de ciclo celular, autofagia, y apoptosis, siendo
este el que se presenta con una mayor frecuencia. Por nuestra parte, los resultados
muestran un incremento significativo en la inducciéon de apoptosis celular cuando
metformina es afiadida al tratamiento citotoxico con afatinib a través de la inhibicion
farmacoldégica de vias de sefalizacion proliferativas, en todas nuestras lineas
celulares, siendo el caso mas notorio, el de la A549, mostrando una mayor
sensibilizaciéon por metformina que las otras lineas celulares. (Ashinuma et al., 2012;
Chao et al., 2015; Chung et al., 2020).

Posterior a las evaluaciones de citotoxicidad causada por nuestro tratamiento
combinado, nos dimos a la tarea de evaluar el impacto molecular y metabdlico del
mismo. Se evaluod la expresion y activacion de la via de sefializacion de EGFR, en
los analisis de proteina se pudo observar una disminucion de esta via en las lineas
celulares H1975 y A549 cuando se adiciona metformina al tratamiento, sin embargo,
el tratamiento como monoterapia con afatinib, no reporté disminucién de las
proteinas totales en la linea celular A549. Como se esperaba, la linea celular
sensible HCC827 mostrd reduccién en la actividad de la via de EGFR con ambos
tratamientos debido a la alta sensibilidad por el TKI con la que cuenta esta linea ,
de forma interesante, metformina presento incluso un mayor impacto en la inhibicién
de proteinas activadas del eje de EGFR que el TKI. Un estudio previo mostré que
en lineas celulares no sensibles a TKIls, es necesaria una alta concentracion de
farmaco para disminuir la activacion de la via de EGFR (Z. Liu & Gao, 2019). En

nuestro trabajo, pudimos observar que la sensibilizacion inducida por metformina
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cuando se afade al tratamiento con afatinib, tiene la capacidad de disminuir las

concentraciones requeridas de TKI que se reportaron previamente.

De igual forma, se encontré una estrecha relacion entre la activacion de la via de
EGFR, el metabolismo de la glucosa y la TEM, como se habia reportado en estudios
previos. Se asocio la inhibicion causada por el tratamiento afatinib-metformina en
las formas activas de AKT con la regulacion a la baja del fenotipo glucolitico en las
células tumorales y con la disminucion de la actividad de P70S6K que funciona
como un importante efector rio debajo de la proteina objetivo de la rapamicina en
mamiferos (MTOR), que a su vez funciona como un potente promotor de sintesis
de proteinas y el fenémeno de TEM (De Rosa et al., 2015b; S. Zhang et al., 2019).

El uso de metformina como tratamiento anticancerigeno, se ha propuesto como un
potente reductor de TEM, de igual forma, se ha combinado con TKIs de primera
generacion y se observa que este efecto se exacerba con dicha combinacion. En
este sentido, nos dimos a la tarea de analizar proteinas y metaloproteasas de matriz
(MMPs) que se encuentran frecuentemente sobreexpresadas durante el desarrollo
del CP, asi como E-cadherina, que a menudo se encuentra regulada a la baja en
ciertos tipos de cancer. Acorde a lo reportado con TKls de primera generacion,
observamos regulacion a la baja de los marcadores de TEM mediante el uso de
metformina como monoterapia y en combinacion con afatinib. De forma dependiente
al estado mutacional de EGFR que presenta nuestras lineas celulares, afatinib tiene
la capacidad de inhibir N-cadherina y B-catenina en la linea resistente H1975 y solo
N-cadherina en la linea sensible HCC827. De forma diferencial, estudios previos no
mostraron efecto inhibitorio de TEM con el uso de TKls de primera generacion, esto
puede ser asociado a una inhibicidn inestable de la via de sefializacion de EGFR y
la resistencia a dicha generacion de TKIs inducida por la activacién del eje IL-
6R/JAK/STAT3 (Kim et al., 2012; Lee et al., 2016; Li Li et al., 2014; Zhao et al.,
2014). De igual forma, la combinacién de metformina con TKIs de primera
generacion, resultod eficiente en la disminucion de marcadores de TEM. Acorde a lo

reportado previamente, los niveles de E-cadherina, se vieron aumentados con las
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monoterapias, asi como con la combinacion, estos efectos sobre TEM, tuvieron

impacto disminuyendo la supervivencia celular (Li Li et al., 2014; Zhao et al., 2014).

A nivel mitocondrial, la metformina ha mostrado capacidad de inhibir indirectamente
el complejo 1 de la cadena de transporte de electrones, causando un déficit en la
produccion de ATP, que, a su vez, es censado por AMPK, provocando una
respuesta de sefalizacidon celular que tiene como objetivo la estimulacion de vias
catabdlicas para oponerse al déficit energético, y de forma complementaria, las vias
anabdlicas son reguladas a la baja (Andrzejewski, Gravel, Pollak, & St-Pierre, 2014;
Luengo, Sullivan, & Heiden, 2014).

Se ha observado una estrecha relacién entre la actividad antitumoral que ejerce
metformina y modificaciones metabdlicas. El metabolismo celular en tumores,
permanece como un tema controversial debido a la gran heterogeneidad que se ha
obtenido en diferentes investigaciones del tema. Resultados previos en CP, han
mostrado una importante reprogramacion metabdlica, cuando dichas células son
tratadas con metformina. Dentro de estos resultados, se ha reportado un incremento
en el consumo de glucosa y degradacién de la célula de cancer en estadios
tempranos (Chun et al., 2020). Por el contrario, diversas investigaciones proponen
inhibicion de la asimilaciéon de glucosa, resultando en la reduccion de procesos
glucoliticos y una regresiéon metabdlica a la generacidn de energia a través de
FOSFOX (C. Li, Xue, Xi, & Xie, 2017; Y. Liu, He, & Huang, 2017; Salani et al., 2013).
Por nuestra parte, pudimos detectar una reprogramacion metabdlica similar
inducida por metformina, que se asocié con la regulaciéon a la baja de la via de

sefalizacion de EGFR, dicho tema sera discutido mas adelante.

En la asociacion entre la via de sefalizacion desencadenada por EGFR vy la
promocion de un fenotipo celular de tipo Warburg, un estudio previo mostré que la
cuando existe sobre activacion del eje de sefalizacion PI3BK/mTOR, se propicia la
utilizacién de glucdlisis aerobia como principal fuente de produccion de energia,
adicionalmente, se mostré que la inhibicidn de la activacion de EGFR, puede reducir
la produccion de lactato celular, ademas de marcadores moleculares y metabolitos
que estan ampliamente relacionados con glucdlisis (Makinoshima et al., 2015). Los
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hallazgos encontrados en dicho estudio correlacionan con otros estudios en los
cuales, a través de inhibidores de EGFR en células de CP, observaron reduccién
de GLUTs y HXK, adicionalmente, se report6 reduccion de marcadores glucoliticos
en respuesta al tratamiento con TKIs de primera generacion (De Rosa et al., 2015b;
Makinoshima et al., 2014).

Nuestros resultados muestran una clara inhibicion de marcadores glucoliticos,
asimilacion de glucosa y secrecion de lactato, cuando el tratamiento combinado
afatinib-metformina es administrado en nuestras lineas celulares. La linea celular
A549 que no cuenta con expresion de LKB1, mostré una fuerte inhibiciéon de los
GLUTs, y un notable incremento en la activacion de AMPK, esto puede ser
explicado mediante la capacidad de los inhibidores cinasa, de activar AMPK a
través del censo de la disfuncion mitocondrial, y respondiendo a través de la
activacién de vias de sefializacién alternas que pueden promover la generacion de
energia, sin que LKB1 se encuentre involucrado (L. Luo, Jiang, Huang, Lu, & Luo,
2015; Ross et al., 2017).

Se ha asociado la activacién de AMPK inducida con metformina, con procesos de
inhibicion de sintesis de proteina mediante el bloqueo de mTOR, esto podria
explicar la reducciéon en los niveles de proteina analizadas en este trabajo, tanto
total, como en sus formas activadas (Shaw, 2009). De forma similar, un estudio
previo mostré que ciertas modificaciones metabdlicas que pueden activar a AMPK,
llevan a la inhibicién de la proliferacion celular en células de CP, de manera
independiente a la expresién de LKB1 (Q. Guo et al., 2016). Por nuestra parte, los
resultados obtenidos mostraron una importante activacién de AMPK principalmente
en las lineas celulares A549 y H1975 que cuentan con un estado basal de p-AMPK
bajo, cuando metformina fue administrada, este efecto se vio asociado con una
reduccion en los niveles de GLUTs, HXK 2 y un decremento de la asimilacion de
glucosa, y la secrecion de lactato, este fendmeno se reportd previamente en
estudios que combinaron metformina con otro tipo de compuestos, observando
activacién de AMPK y regulando a la baja la via glucolitica (L. Guo et al., 2021; Z.
Xiao, Sperl, Ullrich, & Knyazev, 2014).
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De forma contraria, la linea celular HCC827, no mostré sobre activacion de AMPK
inducida por alguno de los tratamientos, probablemente debido a que los cambios
son imperceptibles debido a la alta expresién basal de esta proteina activada, sin
embargo, en un estudio previo se mostro que la resistencia adquirida al tratamiento
con TKIs, puede reducir la expresion de p-AMPK, y esto podria ser explicado
mediante la activacién constitutiva de vias de sefalizacion desencadenadas por
varios receptores de factores de crecimiento. Adicionalmente, el tratamiento con
metformina puede abatir estos mecanismos de resistencia a través del
mantenimiento de la activacion de AMPK (Ling Li et al., 2020). En tumores sdlidos,
se ha evaluado la relevancia clinica de AMPK, en donde la perdida de funcionalidad
o de expresiéon de dicha proteina ha sido reportada como factor de mal prondstico

o de progresion de la enfermedad (Chen et al., 2017; Zheng et al., 2013).

En lo que respecta a la linea celular HCC827, mostrd una reduccién significativa en
los niveles de GLUTs, HXK2 y en p-PKM2, cuando el tratamiento con metformina
fue administrado, particularmente, PKM2 juega un rol crucial en la conversion de
fosofoenolpiruvato a piruvato, una vez que PKM2 se dimeriza, puede llevar a cabo
un cambio metabdlico de respiracion normal, a una basada en lactato en las células
tumorales, lo que vuelve a esta proteina como un potencial blanco terapéutico. De
igual forma, las células HCC827 disminuyeron la asimilacién de glucosa y
produccion de lactato con todos los tratamientos administrados. Estos resultados
pueden ser explicados debido a la sensibilidad de esta linea al tratamiento con TKis,
observando la dependencia de la sefalizacién constitutiva de la via desencadenada
por EGFR (PI3K/Akt), sobre el fenotipo glucolitico celular (Sun, Liu, Fu, Zhou, &
Zhong, 2016; Zahra, Dey, Ashish, Mishra, & Pandey, 2020).

Se ha reportado una fuerte asociacion entre la inhibicion de EGFR y una regresion
metabdlica de fenotipo Warburg a la generacion de energia a través de FOSFOX,
sin embargo, este fendbmeno permanece como un tema controversial ya que ha
funcionado como promotor o represor tumoral. Algunos reportes sugieren que a
través de la via de sefalizaciéon de EGFR, se puede reestablecer el metabolismo

oxidativo en la célula, y de esta forma, disminuir los marcadores de glucdlisis, al

55



igual que la produccién de lactato, lo que resultaria en una limitante de combustible
para la proliferacién celular descontrolada (De Rosa et al., 2015b; Majem, Nadal, &
Mufoz-Pinedo, 2020). De forma contraria, estudios clinicos han sefalado la
FOSFOX, como un posible mecanismo promotor de la resistencia al tratamiento con
TKIs, posiblemente a través de métodos de adaptacion de las células tumorales

como respuesta a la inhibicion de EGFR (Hirpara et al., 2019; Martin et al., 2016).

Con esto en mente, exploramos el impacto de nuestros tratamientos en los niveles
de expresion de subunidades pertenecientes a los cinco complejos encargados de
realizar la FOSFOX. A pesar de que no encontramos diferencias estadisticamente
significativas, pudimos notar una tendencia al aumento en los niveles de las
subunidades que fueron evaluadas en todas nuestras lineas celulares,
principalmente en aquellas que cuentan con mutaciones en EGFR (informacién
suplementaria, figura 3). Evidencia previa, mostro que un aumento en FOSFOX,
secundario a la inhibicion de la via de EGFR, es asociada con un incremento en el
ATP intracelular, una disminucidon en la activacion de PKM2, estimulacion de
catabolismo, y estos efectos impactan directamente en la proliferacion celular del
tumor y sintesis de proteinas, como pudimos observar con nuestros tratamientos
(De Rosa et al., 2015b).

La evidencia clinica que existe donde se combina metformina y afatinib en pacientes
con CPCNP, muestra un incremento en la tasa de respuesta al tratamiento, asi
como en la supervivencia. Complementario a esto, nuestros resultados sugieren
una sensibilizacion al tratamiento con TKIs inducida por metformina en células de
CP con baja afinidad por el inhibidor, ademas de una interaccidén sinérgica entre
ambos tratamientos. Aunque el mecanismo a través del cual se induce este efecto
sinérgico, no esta bien dilucidado, nuestro trabajo arroja algunos posibles
mecanismos de esta interaccion y las modificaciones asociadas al metabolismo de
la glucosa inducidas por el tratamiento (Arrieta et al., 2019b, 2016b; Li Li et al., 2019;
Wang et al., 2020).

Con base en los resultados encontrados en nuestra investigacion, y la literatura

citada, podemos proponer dos posibles mecanismos de interaccion biolégica de
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nuestro tratamiento, en funcion de la linea celular y su estado mutacional de EGFR
(Figura 11)
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Figura 11. Posible mecanismo de accién inducido por el tratamiento afatinib-metformina. En
el lado izquierdo, las lineas celulares de CP con mutaciones de EGFR (H1975 y HCC827), ven
afectada la activacién de dicha via a través de los efectos inhibitorios causados por afatinib. Este
efecto, impacta disminuyendo la TEM y los procesos de glicélisis, adicionalmente, esta inhibicién se
exacerba con el efecto complementario de metformina, promoviendo la activacion de AMPK vy la
consecuente inhibicion de P70S6K, lo que provoca una disminucién en la sintesis de proteinas. Por
otra parte, las células con EGFR en estado nativo (A549), mostraron estimulacion de la via de
sefializacion de EGFR, cuando afatinib se administr6 como monoterapia, sin embargo, utilizando la
metformina de forma complementaria, la combinacién puede abatir esta activacion causada por
afatinib, disminuyendo la sintesis de proteinas, el fenotipo glucolitico y la TEM. Debido a esto,
nuestros resultados sugieren una importante sensibilizacion causada por metformina, al tratamiento

con TKiIs, inclusive cuando existe baja afinidad por el farmaco.

CONCLUSION.

Los datos de nuestro estudio, muestran el beneficio del tratamiento combinado con

metformina y el TKI de segunda generacion afatinib. Se pudo observar
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sensibilizacion terapéutica de las células resistentes A549 y H1975. Reportamos un
incremento en la induccion de apoptosis, asi como en la induccion de citotoxicidad
de forma sinérgica, utilizando bajas concentraciones de afatinib. De manera similar,
la linea sensible a TKls HCC827, exhibidé un incremento en citotoxicidad cuando el
tratamiento con metformina fue afiadido al TKI, la via de sefalizacion de EGFR fue
significativamente inhibida, causando una disminucion de los marcadores
glucoliticos y una tendencia al incremento en las subunidades de FOSFOX.
Adicional a estos efectos, se comprobd la inhibicién de la TEM, con inhibidores de
segunda generacion como monoterapia y en combinacion con metformina. La
evidencia obtenida en este estudio muestra ciertos mecanismos moleculares y
metabdlicos, que pueden ser tomados en cuenta para futuros ensayos clinicos, en
la busqueda de terapia adyuvante o de sensibilizacion para tumores resistentes al

tratamiento con inhibidores de tirosin-cinasa.
PERSPECTIVAS.

El presente trabajo intenta asentar bases moleculares y metabdlicas de respuesta
al tratamiento combinado de metformina con TKls de segunda generacion, este
tratamiento comienza a evaluarse clinicamente por lo que dilucidar sus posibles
mecanismos de accidn, puede dar la pauta a continuar con la investigacion de los
mismos para la determinacion de marcadores de sefializacion y metabdlicos que
pudieran utilizarse como blancos de tratamiento. De igual forma, la sinergia entre
metformina y el TKI, tanto en citotoxicidad como en respuesta molecular y

metabdlica, refuerza la iniciativa del uso de este tratamiento combinado en CP.
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INFORMACION SUPLEMENTARIA.
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Figura 1 suplementaria. Efecto del tratamiento combinado afatinib-metformina sobre la via de

sefializacién de EGFR. Las células se sembraron y trataron durante 72 horas con sus respectivas

concentraciones de metformina-afatinib. Se utiliz6 GAPDH como control constitutivo, las imagenes

se analizaron mediante Image (NIH) y se representaron como barras. Las imagenes son

representativas de tres experimentos independientes y los resultados del area se presentan como

media + desviacidn estandar de estos tres experimentos Los datos se normalizaron con respecto al

control endégeno y se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de una via. * p< 0.05, ** p<0.01,
***p< 0.001, **** p< 0.0001.
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Figura 2 suplementaria. Efecto del tratamiento combinado afatinib-metformina sobre enzimas
y proteinas de la via glucolitica. Las células se sembraron y trataron durante 72 horas con sus
respectivas concentraciones de metformina-afatinib. Se utiliz6 GAPDH como control constitutivo, las
imagenes se analizaron mediante Image (NIH) y se representaron como barras. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes y los resultados del &rea se presentan como
media + desviacion estandar de estos tres experimentos Los datos se normalizaron con respecto al
control end6geno y se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de una via. *p< 0.05, ** p<0.01,
***p< 0.001, **** p< 0.0001.
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Figura 3 suplementaria. Regulacion al alza de 5 subunidades de FOSFOX mediante el tratamiento
con afatinib-metformina. Se sembraron las lineas celulares, y durante 72 horas fueron tratadas con
las dosis respectivas de afatinib-metformina y se evaluaron cambios en expresion de proteinas. Se
utiliz6 GAPDH como control constitutivo, las imagenes se analizaron mediante Image (NIH) y se
representaron como barras. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes
y los resultados del area se presentan como media *+ desviacion estandar de estos tres experimentos
Los datos se normalizaron con respecto al control endégeno y se analizaron estadisticamente
mediante ANOVA de una via. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001.
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