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RESUMEN

El cdncer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial, de acuerdo
con cifras de GLOBOCAN (2020) se reportaron 2 261 419 casos nuevos que
representan el 47.8% del total de neoplasias en la poblacién femenina y 684 996
defunciones que representan el 13.6% de muertes por enfermedad neoplasica.
Aungue es una enfermedad multifactorial, la obesidad es un factor de riesgo que
incrementa 26% la probabilidad de desarrollar cancer de mama en mujeres
posmenopausicas. Por otra parte, uno de los medicamentos utilizados para el
control glucémico de pacientes con obesidad es la metformina, donde estudios
retrospectivos han asociado un efecto protector contra el desarrollo de cancer de
mama que se presenta en el 30% de las usuarias. Aunque los estudios in vitro han
demostrado un efecto antitumoral del farmaco, sobrepasan la concentracion
biodisponible en sangre, por lo que es poco probable que en el organismo el
farmaco pueda presentar el mecanismo antitumoral descrito. Asi el uso de la célula
tumoral como biosensor de cambios sirvi6 como herramienta para la comparacion
de sueros humanos con diferentes caracteristicas metabdlicas y hormonales,
afectando la via IR/Akt/p70S6K por exposicion al suero de mujeres con obesidad en
comparacion con mujeres eutroficas. Nuestros resultados mostraron que las células
MCF-7 pueden ser consideradas como un biosensor robusto para la identificacion
de diferencias en moléculas séricas, por medio de la modulacién de los niveles de
fosforilacion de Akt repercutiendo directamente en el incremento de la viabilidad y
la migracion celular bajo la estimulacién con sueros de mujeres con obesidad. En
particular, los sueros de mujeres posmenopdausicas con obesidad indujeron
mayores tasas de proliferacion asociadas al aumento en la fosforilacion de Akt,
efecto que fue revertido después del tratamiento con metformina en mujeres que
presentaron resistencia a la insulina. Mientras en mujeres sin resistencia a la
insulina el tratamiento con metformina resulto en la regulacion negativa de la via de
NF-kB.



ABSTRACT

Breast cancer is a public health problem worldwide, according to data from
GLOBOCAN (2020), 2 261 419 new cases were reported representing 47.8% of all
neoplasms in the female population, and 684 996 deaths, representing the 13.6% of
deaths from the neoplastic disease. Although it is a multifactorial disease, obesity is
a risk factor that increases the probability of developing breast cancer by 26% in
postmenopausal women. On the other hand, one of the drugs used for glycemic
control in obese patients is metformin, which retrospective studies have associated
with a protective effect against the development of breast cancer, but that occurs in
30% of users. Although in vitro studies have shown an antitumor effect of the drug,
they exceed the bioavailable concentration in blood, so it is unlikely that the drug can
present the described antitumor mechanism. Thus, the use of the tumor cell as a
biosensor of changes as a tool for the comparison of human sera with different
metabolic and hormonal characteristics, the IR/Akt/p70S6K pathway will appear due
to exposure to the serum of obese women compared to eutrophic women. Our
results showed that MCF-7 cells can be considered a robust biosensor for the
identification of differences in serum molecules, through the modulation of Akt
phosphorylation levels, directly affecting the increase in viability and cell migration
under stimulation with sera from obese women. In particular, sera from obese
postmenopausal women induced higher proliferation rates associated with
increased Akt phosphorylation, an effect that was reversed after metformin treatment
in women with insulin resistance. While in women without insulin resistance,

metformin treatment resulted in downregulation of the NF-kB pathway.



1. INTRODUCCION
1.1 CANCER DE MAMA

1.1.1 DEFINICION DE CANCER DE MAMA

El cadncer de mama se define como un conjunto de enfermedades que se asocia
principalmente a la sobreexpresion de estrégenos y a la capacidad de respuesta del
tejido de la mama, que se caracteriza por el crecimiento descontrolado de células
malignas en el epitelio de los lobulillos o conductos de la mama. Al progresar la
enfermedad presenta la formacion de un tumor que pasa por extension local,
dispersion nodal o diseminacién a 6rganos distantes como pulmon, rifién, aparato
digestivo, hueso o cerebro (American Cancer Society (2021)) (Figura 1).

Proliferacionde células EoTifEaE6T
tumorales en el lobulillo del Tumor

Angiogénesis

Metastasis

Figura 1. Desarrollo de Cancer de Mama



1.1.2 ESTADISTICAS

A nivel mundial el cadncer de mama es considerado como un problema de salud
publica al representar el 47.8% del total de las neoplasias en la poblacién femenina
y ser la principal causa de mortalidad en mujeres por enfermedad neoplasica
representando el 13.6% (GLOBOCAN, 2020). En 2020 en el mundo se reportaron
2 261 419 casos nuevos de cancer de mama y 684 996 defunciones por la misma
enfermedad (GLOBOCAN, 2020) (Figura 2).
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Figura 2. Namero estimado de casos de incidentes y muertes por cancer en mujeres en todo el
mundo. Modificado de GLOBOCAN (2020)
Se estima que 1 de cada 8 mujeres desarrollara cancer de mama, mientras que la
probabilidad de morir por la misma enfermedad es 1 de cada 36 mujeres (American
Cancer Society, 2021). Esta enfermedad presenta un riesgo absoluto que varia de
acuerdo al grupo etario (Tabla 1) (BREASTCANCER.ORG, 2020):

Tabla 1. Riesgo Absoluto de
Céancer de Mama por edad

Grupo Etario Riesgo
Absoluto

30-39 afos 0.44%

40-49 afios 1.47%

50-59 afios 2.38%

60-69 afios 3.56%




Ademéas de presentar diferencias por etnia, donde las mujeres caucasicas
presentan una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad, mientras las
mujeres con ascendencia africana son mas propensas a morir por cancer de mama

(American Cancer Society, 2021).

Para 2020, en México el cancer de mama representd el 28.2% del total de
neoplasias en mujeres y el 17.2% de muertes por la misma enfermedad, con 29 929
casos nuevos y 59 442 muertes por la misma. Esto lo posiciona en el octavo lugar
en incidencia y el noveno en mortalidad entre 24 paises latinoamericanos
(GLOBOCAN, 2020) (Figura 3).

INCIDENCIA MORTALIDAD
Mama,
Otros, Mama, Otros 7931, 17%
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Figura 3. Nimero estimado de casos de incidencia'y mortalidad por cancer en mujeres mexicanas.
Modificado de GLOBOCAN (2020)

En los dltimos afios se ha modificado la distribucion de casos por grupos etarios,
por lo que la edad de aparicién es mas temprana al presentar un aumento del 45.5%
del total de casos nuevos a la edad de 35 afios (CNEGSR, 2017).

1.1.3 CLASIFICACION

Al ser una enfermedad heterogénea, el cancer de mama presenta caracteristicas

variables, permitiendo su clasificacion de diferentes formas.

- Forma Celular al microscopio (American Cancer Society, 2021) (Figura 4):
o Carcinoma: son tumoraciones originadas por las células del epitelio

mamario.



o Sarcomas: tumoraciones que se originan de las células del musculo,
grasa o tejido conectivo del seno.

o Cancer Inflamatorio: en este tipo de cancer no se presenta una sola
protuberancia o tumor, debido a que es producto del bloqueo que
producen las células cancerosas en los vasos linfaticos de la piel del
seno, generando rubor, calor y dolor en la piel de la mama.

v
'Se
”

-

Sarcoma

Infiltrante

£

Figura 4. Clasificacion de cancer de mama por forma celular al microscopio

Localizacion (American Cancer Society, 2021) (Figura 5):
o In situ: las células no han invadido los tejidos adyacentes a los
conductos o lobulillos de la glandula mamaria.
= Ductal: el crecimiento tumoral se presenta dentro de los
conductos de la mama, sin atravesar la pared del conducto.
= Lobulillar: el crecimiento de las células tumorales se da dentro

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



o Infiltrante: las células cancerosas se han propagado a tejidos
circundantes a traveés de los conductos de la mama, las cuales pueden
presentar la capacidad de generar metastasis hacia otros 6rganos a

través del sistema linfatico y torrente sanguineo.

Conducto o Hiperplasia Hiperplasia Carcinoma Carcinoma
Lobulillo intraductal Intraductal In situ Infliltrante
sano Atipica

Figura 5. Clasificacion de cancer de mama por localizacion.

Expresién Inmunohistoquimica: basada en la reaccién antigeno-
anticuerpo y permite la identificacion de marcadores presentes en las células
tumorales (American Cancer Society, 2021) (Figura 6):

o Luminal A: su patrén inmunofenotipico es similar al componente
epitelial luminal de la glandula mamaria, al expresar citoqueratinas,
receptores hormonales como estrégenos y progesterona, y genes
asociados a su activacion como LIV1 y CCND1. No expresan el
receptor Her-2 y presentan baja expresion de genes relacionadas con
la proliferacion (Fragomeni et al, 2018). Corresponde al 67% de los
tumores mamarios (Selitrennik & Lev, 2015).

o Luminal B: presenta niveles mas bajos del receptor de estrogenos y
mayor nivel del receptor de progesterona, expresa niveles mas altos
de genes de proliferacion. Son negativos a la expresion del receptor
Her-2 (Fragomeni et al, 2018).

o Luminal Her-2: ademas de expresar bajos niveles del receptor de
estrogenos y altos niveles del receptor de progesterona, presenta
expresion del receptor Her-2 y expresa citoqueratinas CK9 y CK10
(Fragomeni et al, 2018).




o Her-2+: sobreexpresa genes ubicados en el cromosoma 17q como:
EGFR-2 y GRB7, ademas de sobreexpresar genes de proliferacion.
Se asocia a tumores altamente agresivos y de mal prondstico
(Fragomeni et al, 2018). Representan entre el 10 al 15% del total de
los tumores mamarios (Selitrennik & Lev, 2015).

o Triple Negativo: no presenta expresion de los receptores de
estrogenos, progesterona y Her-2. Expresa citoqueratinas de alto
peso molecular como CK5 y CK17, expresa genes asociados a células
mioepiteliales cuyo inmunofenotipo corresponde a c-kit, factores de
crecimiento de hepatocito e insulina, calponina 1, caveolina, integrina-
B4 y laminina. Suelen presentar alteraciones en genes como BRCAL
y P53 (Fragomeni et al, 2018). Representa entre el 2 al 18% del total
de los tumores mamarios (Costa et al, 2018). Presenta alta
heterogeneidad por lo que se agrupa en:

= Basaloide 1 (Basal-like 1): presenta alta expresion de genes
del ciclo celular por lo que incrementa las tasas de proliferacion
y tiene alteraciones en genes de reparacion de ADN.

» Basaloide 2 (Basal-like 2): presentan un incremento en la
sefalizacion de factores de crecimiento como: EGFR, MET,
WNT e IGF.

» Inmunomodulador: presenta alteraciones en genes
involucrados en procesos de inmunidad celular.

» Mesenquimatoso: tienen alteraciones en genes relacionados
con la movilidad celular, diferenciacion y activacion de vias de
receptores que interactian con la matriz extracelular.

= Mesenquimatoso tipo “MLS”: presentan procesos biolégicos
similares a los tumores mesenquimatosos, pero con la
sefalizacion de factores de crecimiento y enriguecimiento de
genes asociados a la transicién epitelio-mesénquima.

= Receptor de Andrégenos Positivo: tiene alta expresion de

genes relacionados con la sefalizacion del receptor de



androégenos como: DHCR24, ALCAM, FASN, FKBP5, APOD,
PIP, SPDEF y CLDNS8 (Zaharia & Gomez, 2013).

Luminal A

Luminal B

Her-2+

Triple
Negativo

Figura 6. Clasificacion de cancer de mama por inmunohistoquimica. Modificado de
Rivenbark et al (2013).

- Microarreglos (Garcia et al, 2015):
o Luminal: representa del 60-80%
= Luminal A
= Luminal B
o Similar a basal: representa del 10-20%
o Similar anormal
o Her-2+: representa del 15-20%



o Bajo en Claudina
Pronostico por expresion Génica (Fragomeni et al, 2018):

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

de progesterona e incluye a:
= Luminal A
= Luminal B
= Luminal Her-2

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

estrégenos y progesterona, pero si sobreexpresan Her-2. Incluye:
= Basal
= Her-2+
= Tipo Normal
Etapa de Desarrollo (TNM): toma en consideracion el tamafio del tumor y el
grado de diseminacién a ganglios linfaticos y diseminacion metastasica a otras
partes del cuerpo (American Cancer Society, 2021) (Figura 7):

o Etapa 0: las células cancerosas se encuentran localizadas Uunicamente
en el interior de los conductos mamarios y no presentan caracter invasivo,
denominado carcinoma in situ.

o Etapa 1: se presenta una tumoracion inferior a los 2 cm de diametro.

= |A: tumor menor a 2 cm de ancho y sin diseminacién a ganglios
linfaticos.

= |B: tumor de menos de 2 cm de diametro y presenta diseminacion
de células cancerosas en ganglios linfaticos.

o Etapa 2: tumor con un tamafio menor a 2 cm con diseminacion axilar.

= JIA: tumoracion menor a 2 cm con diseminacibn a ganglios
linfaticos de la axila.

= |IB: tumoracion mayor a 2 cm y menor a 5 cm, que presenta 50%
de probabilidad de diseminacion a ganglios linfaticos axilares.

o Etapa 3: el tumor presenta un tamafio menor a 5 cm, con extension a las
axilas.

= [IIA: tumor menor a 5 cm de diametro con diseminacion a ganglios
linfaticos del esterndn, sin diseminacion a ganglios linfaticos
axilares.
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= |lIB: la tumoracién puede presentar cualquier tamafio y presenta
diseminacién a la pared toracica, el pecho puede presentar
inflamacioén, con o sin diseminacion a ganglios linfaticos de la axila

o detras del esternoén.

= |IIC: tumoracion de cualquier tamafio con diseminacién a ganglios
linfaticos detras del esterndn y axila, o encima y debajo de la

clavicula.

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

diseminacién a otros tejidos y 6rganos del cuerpo (metastasis).

Estadio 0

Estadio 1

Estadio 2

Estadio 3

Estadio

Figura 7. Clasificacion de cancer de mama por etapa de desarrollo.
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1.1.4 TRATAMIENTO

El tratamiento multidisciplinario del cancer de mama depende del tamafio, ubicacién

del tumor y la diseminacion. El tratamiento se encuentra dividido en (American
Cancer Society, 2021):

Terapia Locorregional: eliminaciéon de cualquier tumoracién visible por medio
de:

o Cirugia Conservadora

o Cirugia No Conservadora

Terapia Sistémica: tiene como objetivo el control y tratamiento de la
enfermedad, reduciendo el riesgo de recaida y la eliminacion de células
cancerosas que pudieran persistir después de la remocion del tumor. Esta
dividida en:

o Neoadyuvante: la administracion de la terapia sistémica se genera
previo a la reseccidén tumoral, principalmente utilizada para mujeres en
etapas IIA y IIB que reunen criterios para cirugia conservadora.

o Adyuvante: la terapia sistémica es administrada después de la cirugia
de reseccion, con el objetivo de eliminar la posible existencia de
enfermedad residual y de esta forma reducir el riesgo de recaida local o
metastasis.

Radioterapia: elimina las células tumorales por medio de la utilizacion de
radiacion ionizante, disminuyendo el tamafio tumoral y facilitando la cirugia
conservadora en tumores operables. Ademas, es utilizada cuando los ganglios
axilares estan comprometidos reduciendo el riesgo de recurrencia (American
Cancer Society, 2021).

Quimioterapia: utiliza farmacos basados en la capacidad de interferir con la
rapida tasa de proliferacion de las células tumorales, promoviendo la
citoreduccion. Se utiliza para el tratamiento de tumores menores a 2 cm, con
ganglios axilares comprometidos y se utiliza principalmente como terapia
preoperatoria en mujeres con cancer de mama triple negativo que pueden ser
candidatas a cirugia conservadora o0 pacientes que presentan metastasis
(American Cancer Society, 2021). Dentro de este grupo se encuentran:
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Agentes Alquilantes: inducen dafio al ADN al incorporar grupos alquilo,
disminuyendo la proliferacion, en este grupo se encuentran: Clorambucil
y Melfalan.

Antimetabolitos: son sustancias analogas a compones celulares
naturales: Metotrexato, 6-Mercaptorina y 5-Flurouracilo.

Alcaloides de la vinca inhibidores de microtabulos: Etopodsido,
Tenipdsido, Vincristina y Vinblastina.

Entrecruzadores e inductores de radicales libres derivados de
Platino: Carboplatino y Cisplatino.

Antraciclinas alquilantes: generan dafio en el ADN disminuyendo la
proliferacion de células tumorales. Incluyen: Doxorrubicinay Epirrubicina.
Alcaloides activadores de microtubulos: estimulan el ensamblaje de
tubulina en microtibulos estables inhibiendo su polimerizacion,
disminuyendo la mitosis. Incluye a Docetaxel.

Hormonoterapia: debido a la alta dependencia hormonal que presentan la

mayoria de los tumores mamarios, este tipo de tratamiento disminuye la accion

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

tratamiento de tumores del subtipo luminal. Se divide en (American Cancer
Society, 2021):

o

@)

Tratamientos Competitivos:
» Antiestrogenos: actian como agonistas del receptor de
estrégenos, disminuyendo la proliferacion de las células tumorales.
Entre los que se encuentran: Tamoxifeno, Toremifeno vy
Fulvestrant.
= Progestagenos: presentan un efecto antiproliferativo en tumores
positivos al receptor de progesterona, al regular de forma indirecta
la  activacion  del receptor de  estrbgenos  como
Medroxiprogesterona y Megestrol.
Inhibidores de aromatasa: bloquean la actividad de la enzima
aromatasa del tejido adiposo en mujeres posmenopausicas,
disminuyendo la conversion de androgenos en estrégenos. Sin embargo,
no pueden bloquear la produccion de estrogenos por parte de los ovarios,
razén por la que no son efectivos en mujeres premenopausicas. Dentro
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de este grupo se encuentra: Letrozol, Anastrozol y Exemestano
(American Cancer Society, 2021). Divididos en:
» Tipo I: derivados de la androstendiona.
= Tipo Il: inhibidores no esteroideos.
- Terapia Biolégica: generacion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
proteina Her-2 (American Cancer Society, 2021), en este grupo se encuentra:

o Trastuzumab: es un anticuerpo monoclonal que inhibe la activacion de
Her-2, acelerando su internalizacion y degradaciéon, ademas recluta a
células inmunes que eliminan a la célula tumoral y regula a la baja el factor
de crecimiento endotelial y otros factores angiogénicos (Carreto, 2002).

o Pertuzumab: inhibe la sefalizacion intracelular de Her-2 a través de las
vias PISK y MAPK (Vademecum, 2020).

- Terapia con moléculas pequefias TKI:

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

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

1.1.5 FACTORES DE RIESGO

Un factor de riesgo se define como cualquier elemento que incrementa la
probabilidad de contraer una enfermedad. Para el cancer de mama no se ha
identificado una causa directa por la cual se desarrolla la enfermedad, pero han sido
identificados factores de riesgo que en combinacion con variables ambientales y
genéticas contribuyen a su aparicién, tales como (American Cancer Society, 2021):

- Hormonales: como el cancer de mama es un tumor hormono-dependiente,
cualquier factor que incremente la exposicion a estrogenos representa un factor
de riesgo.

o Menarquia Temprana: en mujeres que presentaron Su primera
menstruacion antes de los 12 afios se incrementa ligeramente el riesgo
de desarrollar cancer de mama.

o Menopausia tardia: mujeres que presentan la menopausia después de
los 52 afios tienen un riesgo doble de padecer cAncer mamario, como
consecuencia del tiempo de exposicion a estrégenos y progestagenos.
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o Uso de anticonceptivos orales: se ha reportado un ligero incremento en
el riesgo de desarrollar cancer de mama en mujeres que emplean
anticonceptivos orales.

o Terapia Hormonal: el uso prolongado de estrégenos y/o progesterona
aumenta ligeramente el riesgo de presentar cancer de mama.

Edad: la probabilidad de desarrollar cAncer de mama incrementa a medida que
la mujer envejece, con una edad promedio de aparicion de 54 afios (American
Cancer Society, 2021).

Primera gestacion tardia: mujeres que presentaron su primer embarazo entre
los 30-35 afios presentan un riesgo 5 veces mayor de desarrollar una tumoracion
mamaria (American Cancer Society, 2021).

Reproductivos: se presenta una disminucién del 7% en el riesgo de desarrollar
cancer de mama por cada embarazo, al que se afiade una reduccién del 4.3%
por cada 12 meses de lactancia (Aguilar et al , 2012).

Tejido mamario denso: el exceso de tejido glandular y menor cantidad de tejido
graso en la mama, genera un aumento en el riesgo de desarrollar cancer de
mama (American Cancer Society, 2021).

Enfermedad mamaria previa: la presencia de cambios fibroquisticos y lesiones
benignas como: fibroadenoma complejo, hiperplasia moderada florida,
hiperplasia ductal o lobulillar atipica; aumenta 4 a 5 veces el riesgo de cancer de
mama (American Cancer Society, 2021).

Antecedentes de carcinoma de endometrio.

Genéticos: antecedentes familiares de cancer de mama incrementan de 2-4
veces el riesgo de desarrollar cancer de mama. Ademas, se tiene un 60% de
probabilidad de presentar la enfermedad antes de la menopausia (American
Cancer Society, 2021).

o Mutacién en el gen BRCA1L: la presencia de mutaciones en el gen
BRCA1 aumentan 60% el desarrollo de cancer de mama heredable.

o Mutacién en el gen BRCA2: la mutacion en el gen BRCA2 se asocia con
un incremento del 60-85% el riesgo de desarrollar cancer de mama.

Estilo de vida: factores de estilo de vida pueden contribuir al desarrollo de
cancer de mama (American Cancer Society, 2021):
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o Actividad Fisica: el ejercicio moderado protege contra la aparicion de
cancer de mama.

o Alcohol: la ingesta de alcohol incrementa 7 al 10% el riesgo de
desarrollar cancer de mama.

o Tabaquismo: las mujeres fumadoras presentan un incremento en la
probabilidad de desarrollar cancer de mama. Sin embargo, en mujeres
posmenopausicas se ha reportado una disminucion asociada al efecto
antiestrogeénico del tabaco.

o Sindrome Metabdlico: incrementa 1.6 veces el riesgo de presentar una
tumoracion en la mama (Agnoli et al, 2015)

o Obesidad: después de la menopausia, la presencia de obesidad
aumenta el riesgo de desarrollar cancer de mama (Kosalka et al, 2019).

En los dltimos afios estos dos ultimos factores de riesgo han tomado gran interés
en la investigacion, pues en estudios prospectivos se ha demostrado que confieren
una mayor probabilidad de desarrollar cancer de mama en un 30 a 50%. Mientras
la mortalidad en mujeres con obesidad (IMC>40 kg/m?) es tres veces mayor en
comparacion con mujeres delgadas (Barone et al, 2020).

1.2 RELACION OBESIDAD-CANCER DE MAMA
1.2.1 OBESIDAD

La obesidad es definida como un estado de desequilibrio energético consecuencia
del exceso en la ingesta de energia y el poco gasto energético, que conduce a un
aumento en la masa del tejido adiposo, tanto por el nUmero como por el tamafio de
los adipocitos. Finalmente, este tejido adiposo presenta disfuncion adipocitaria
favoreciendo una mayor acumulacion de triglicéridos y alteracién de su funcién
enddcrina (Goossens, 2017). Todo esto es promovido por una dieta poco saludable,
sedentarismo, factores genéticos, endocrinos, neurales y microbiota (Amin et al
(2019), Bluher (2019), Izquierdo & Crujeiras (2019), Caslin & Hasty (2019)). En la
obesidad se ha documentado la presencia de cambios funcionales dentro del tejido
adiposo, cerebro, higado, pancreas, musculo esquelético e intestino, por lo que se
considera una enfermedad crénica progresiva (Bluher (2019), Caslin & Hasty
(2019)).
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Existen mdultiples parametros para diagnosticar la obesidad entre los que se
encuentran (Tabla 2) (National Institutes of Health, 2014) :

Tabla 2. Pardmetros utilizados para la determinacion de obesidad

arémetro
Indice de Masa Corporal (IMC)

Se calcula con base en el peso y estatura del
individuo (Peso/talla?). Clasificado en:
- Obesidad Grado | o moderada de 30-34.9

kg/m?.
- Obesidad Grado Il o severa de 35 a 39.9
kg/m?.
- Obesidad Grado Ill o mérbida 240 kg/m?
indice cintura/cadera (ICC) Mide la relacion existente entre el perimetro

de la cintura y el perimetro de la cadera. Mide
la grasa abdominal (cintura/cadera). Un valor
superior a 0.8 en mujeres se considera
obesidad

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

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

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

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

Pese a la existencia de multiples parametros que diagnostican la obesidad, el indice

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

18.5-24.9 Kg/m? 25-29.9 Kg/m? 30-34.9 Kg/m? 35-39.9 Kg/m? 240 Kg/m?
Normal Sobrepeso Obesidad | Obesidad Il Obesidad Il

Figura 8. Clasificacion de obesidad por indice de Masa Corporal (IMC).

17



Para 2016, la Organizacion Mundial de la Salud reporté que aproximadamente el
13% de la poblaciéon mundial adulta era obesa, por lo que mas de 1900 millones de
adultos mayores a 18 afios tenian sobrepeso. De los cuales 650 millones
presentaban algun grado de obesidad, en donde el 39% de los hombres y el 40%

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

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de 2018, en
México se presenta una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en adultos
del 75%, donde las mujeres tuvieron una prevalencia de 76.8% y los hombres de
73%.

Especificamente la obesidad central se asocia con un mayor riesgo de mortalidad
de forma independiente al IMC, presenta una mayor asociacion con la resistencia a

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

Ademas, la presencia de obesidad en un individuo se considera un factor de riesgo
para enfermedades como: enfermedades cardiovasculares, diabetes, trastornos del
aparato locomotor y algunos canceres que incluyen cancer de endometrio, colon y

mama (Moreno, 2012).
1.2.2 OBESIDAD Y CANCER DE MAMA

Existe evidencia en metaanalisis sobre un aumento del 12% en el riesgo absoluto
de desarrollar cancer de mama por cada 5 kg/m? de aumento en el IMC, mientras

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

La asociacion entre obesidad y el riesgo de desarrollar cancer de mama depende
del estado menopausico y el subtipo de cancer mamario (Allott & Hursting, 2015).
Se ha observado un aumento de 1.82 veces en la probabilidad de desarrollar cancer
de mama del subtipo luminal A en mujeres posmenopausicas que presentan
obesidad. Mientras en mujeres premenopausicas la presencia de obesidad se
asocié con un efecto inverso de 0.86% en la incidencia de cancer, por lo que se
asocia como un factor “protector” pese a que en algunos reportes se ha demostrado
gue esta poblacion presenta mayor probabilidad de presentar tumores mamarios
del subtipo triple negativo (Amadou et al (2013), Allott & Hursting (2015), Trestini et
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al (2018), Mutschler et al (2018)) (Figura 9). En tanto para tumores de los subtipos
luminal B y Her-2+, existe poca evidencia que vincule la presencia de obesidad con
un incremento en el riesgo de desarrollar este tipo de tumores (Allott & Hursting
(2015), Arnold et al (2016)).
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4
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Figura 9. Incidencia de Cancer de mama ajustado por IMC en mujeres Premenopausicas y Posmenopausicas.

Modificado de Chen et al (2016)
Aunque el IMC es el principal criterio para determinar la presencia de obesidad y el
criterio en el cual se fundamentan las tasas de asociacion con el cancer de mama,
actualmente se ha descrito que la relacién cintura-cadera incrementa 1.5 veces el
riesgo de desarrollar cancer de mama en mujeres posmenopausicas, mientras en
mujeres premenopausicas se presenta un riesgo de 0.92 veces (Amadou et al,
2013). En ambos grupos se observa una mayor probabilidad de presentar tumores
del subtipo triple negativo, con tumoraciones mas grandes y deteccién en etapas Ill
y IV (Sun et al, 2015). Si bien sigue habiendo discusion sobre cual es la mejor
medida para describir la obesidad, todas las que se han empleado a la fecha han

mostrado una clara asociacion entre obesidad y cancer de mama.

Pese al efecto protector asociado a la obesidad en mujeres premenopausicas, se
han reportado edades de aparicion de cancer de mama mas tempranas en mujeres
con obesidad, aproximadamente de 31 vs 55 afios en comparaciéon a mujeres
eutroficas (normopeso) (Aguilar et al, 2011). Lo anterior a su vez se asocia con una

relacion de cancer de mama hereditario, ya que el 50% de mujeres con sobrepeso
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y el 33% de mujeres con obesidad presentan antecedentes de cancer de mama,

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

Por otra parte, la presencia de obesidad se ha asociado con un mayor riesgo de
mortalidad por cancer de mama, con la reduccion del 11% de la sobrevida, tanto en
mujeres pre y posmenopausicas. Con un riesgo de 1.18 veces en menor
supervivencia libre de progresion y un riesgo de 1.13 veces en supervivencia global
en comparacién con mujeres normopeso, pero se ha observado que las mujeres
premenopausicas presentan peor supervivencia libre de progresion y supervivencia
global en comparacion con mujeres con posmenopausicas (Azrad & Demark-
Wahnefried (2014), Arce et al (2014), Arnold et al (2016), Allott & Hursting (2015),
Bergom et al (2016), Sanchez et al (2019), Lee et al (2019), Modzelewska et al
(2019)) (Figura 10).

Sobrevivencia Global Sobrevivencia Libre de Progresion
1.0+ 1.0+
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Figura 10. Tasa de sobrevivencia global y sobrevivencia libre de progresién ajustado por IMC.
Modificado de Arce et al (2014)

Lo anterior se debe a multiples factores como: disminucién de un 10-20% en las
tasas de deteccion temprana, deteccion de tumores de mayor tamario, positividad
de ganglios linfaticos, aumento de 1.4% en el riesgo de recidiva, tasas de

recurrencia mas tempranas, menores dosis de tratamiento de quimioterapia que
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limitan su efectividad, mayor riesgo de efectos adversos de la quimioterapia,
reduccion en la eficacia de la terapia endocrina, inducciéon de radio-resistencia por
activacion de Chkl y un aumento del 46% de desarrollar metastasis (Azrad &
Demark-Wahnefried (2014), Allott & Hursting (2015), Widschwendter et al (2015),
Raman et al (2016), Biganzoli et al (2017), Bjorner et al (2017), Lee et al (2019),
Trestini et al (2018), Lehuédé et al (2019), Sanchez et al (2019), Amin et al (2019),
Chen & Du (2019)). En los tumores triple negativo el incremento en la mortalidad se
asocia a una respuesta patolégica completa disminuida a la quimioterapia, mientras
para tumores Her-2+ un IMC mas alto promueve un prondstico desfavorable cuando
las pacientes son tratadas con trastuzumab por la secrecion de factores solubles
(Trestini et al (2018), Lehuédé et al (2019)).

Existen diferencias en la supervivencia global utilizando ambos indices de obesidad,
mientras el IMC se asocia a peores resultados en mujeres con cancer triple
negativo, la relacion cintura-cadera presenta mayor influencia en la mortalidad de

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

Sumado a la presencia de obesidad se debe considerar que en su mayoria estas
pacientes también presentan sindrome metabdlico que es definido como una
agrupacion de problemas de salud que pueden aparecer de forma simultanea o
secuencial, que incluye alteraciones metabdlicas como: resistencia a la insulina,
obesidad abdominal, cambios proinflamatorios, dislipidemias, predisposicion a
diabetes tipo 2, aterosclerosis e hipertension (Stern et al, 2004). Para determinar
gue un individuo presenta sindrome metabdlico debe presentar 3 o0 mas de las
alteraciones previamente descritas. La presencia de sindrome metabdlico se asocia
con un riesgo absoluto de desarrollar cancer de mama de 1.67 veces, en donde las
mujeres posmenopausicas presentan un riesgo de 3.12 en comparacion con
mujeres premenopausicas que presenta mayor asociacion con la alteracion de

glucosa en ayuno (Agnoli et al (2015), Bitzur et al (2016)).
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DE MAMA

MECANISMOS DE ASOCIACION ENTRE OBESIDAD Y CANCER

Aunque la asociacion entre obesidad y cancer de mama se ha descrito desde hace

mas de 20 afos, el mecanismo por el que la obesidad promueve el desarrollo de

cancer de mama sigue sin ser comprendido del todo debido al gran nimero de

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

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

tumoral, proliferacién y metastasis a través de la regulacion de sellos distintivos del

cancer como: inestabilidad gendémica, cambios metabdlicos en el tejido, alteracion

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

alteracion del sistema inmune y diseminacion metastasica (Chen & Du (2019),

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

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

Tabla 3. Mecanismos de asociacion entre obesidad y cancer de mama

Molécula Mecanismo Efecto Biol6gico | Referencia
Insulina/IGF-1 1 Glucosa Sun et al (2016)
1 Insulina o IGF-1 Proliferacion Caslin &  Hasty
Activacion de MAPK, HIF- | Inhibiciéon de | (2019))
1a Apoptosis Amin et al (2019)
Amplificacién de Her-2 Activacion RE Choucair et al (2019)
1 Bcel-1, Bel-XL Angiogénesis Bjorner et al (2017)
| Bax Sanchez et al (2019)
Hormonas 1 Estrégenos Proliferacion Amin et al (2019).
Sexuales | SHBG Viabilidad Choucair et al (2019)
Activacién de GRP30 Inhibicién de | Lei etal (2018)
Activacién de Scr, PI3K y | Apoptosis Wei et al (2014)
MAPK ROS
Ca2+
Dafio al ADN
Adipocinas | Adiponectina Proliferacion Sanchez et al, (2019)

Activacion de PTP1B vy
AMPK

1 Leptina

Activacion de PI3K/Akt
MAPK, JAK2/STAT3, RE

1 Ciclina D, p53, survivina,
c-myc, p21, c-jun, ERG-1,

SOCS3, IL-1, E-caderina,
VEGF, Nanog, SOX2 vy
OCT4

1 CCL2 y CCL5

Insensibilidad a
Trastuzumab
Células madre del
cancer

Transicion
epitelio-
mesénquima
Migracién celular

Amin et al (2019)
Chen & Du (2019)
Modzelewska et al
(2019)
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Lipidos

1t HDL, LDL-C, ApoAl y

ApoB
1 mediadores inflamatorios
1t Proteina C-Reactiva,

amiloide-A, haptoglobina y
PAI-1
1 Aldehidos Lipidicos

Resistencia a la
insulina

Ataque
nucleofilico de
cadenas laterales
en residuos de
Lys, Hisy Cys
Estrés en reticulo
endoplasmico
ROS

Ca2+

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

Hauck et al (2019)
Salvestrini et al
(2019)

Citocinas
Proinflamatorias

1 COX-2, TNF-q, IL-6,
MCP-1, IL-1B8 y
prostaglandinas

| GSHS-transferasa A4,
peroxiredoxina 3 y GHS
peroxidasa 4

1 TNF-a

Inhibicion de lipoproteina
lipasa

1 estrogenos

1 IL-6

1 IL-8

Activacion de RE y EGF,
HIF-1ay HDAC-1

TIL-18

1 VEGF

1 TGF-B8

Resistencia a la
insulina

ROS

Disfuncion
mitocondrial
Proliferacion
Migracion celular
Quimioresistencia
Angiogénesis
Transicion
epitelio-
mesénquima
Metastasis

(Caslin & Hasty,
2019)
Allott &  Hurting
(2015)

Sanchez et al (2019)
Trestini et al (2018)
Hauck et al (2019)
Amin et al (2019)
Tangvarasittichai et
al (2016)

King et al (2017)
Tang et al (2017)
Luey & May (2016)

ROS y RNS

1 ROS y RNS

Acortamiento de
telomeros
Peroxidacion
lipidica

Dafio al ADN

Salvestrini et al
(2019)

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

del tipo sacarolitico, lo que aumenta la digestion e incrementa el consumo de

energia y el mayor depésito de grasa, lo que contribuye al aumento de peso (Baiden

& Tuyaerts, 2019).

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

de reparacion de ADN, consecuencia de la alteracion de patrones de metilacion de

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

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

un decremento en 50 genes, que regulan 59 procesos biolégicos como: la
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sefalizacion de insulina, la inflamacion, metabolismo de glucosa, vias biosintéticas,

transicion epitelio-mesénquima y metastasis (Fuentes-Mattei et al, 2014).

Por otra parte, se ha identificado la generacion de exosomas derivados de
adipocitos, los cuales contribuyen al desarrollo de resistencia a la insulina mediante
la activacion de macrofagos y la posterior produccion de citocinas proinflamatorias
(Khalyfa et al, 2018).

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

obesidad convergen en la regulacion positiva de la via PI3K/Akt.
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Figura 11. Mecanismos de asociacion entre obesidad y el desarrollo de cancer de mama (Cada color representa un mecanismo).
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1.3  VIA DE SENALIZACION PI3K/Akt

Ademas de representar un papel importante en la relacion entre obesidad y cancer
de mama, la via de sefalizacion PI3K/Akt tiene un papel preponderante en la
carcinogénesis a traves de su funcion anabdlica dependiente de la activacion del
ribosoma. A esto se suma una desregulaciéon en mas del 70% de los tumores
mamarios por lo que incrementa la proliferacion, metabolismo y metastasis (Ye et al
(2016), Costa et al (2018)).

La activacion anémala de la via PI3K/Akt ocurre por la mutacion o amplificacion de
los genes que codifican PI3K o Akt y por la pérdida, inactivacion o mutacion de
PTEN, mutacién o sobreexpresion de Her-2 o GPCR (Ye et al, 2016).

Son muchos los factores implicados en la activacion la via PI3K/Akt, dentro de los
cuales el eje IR/IGF-1 presenta un papel importante en la proliferacion y
diferenciacion celular (Belfiore et al (2018), Garcia et al (2015)). Sumado a su papel
como uno de los principales mediadores en la asociacion entre obesidad y cancer
de mama debido a la sobreproduccion de insulina e IGF-1.

La presencia de insulina, IGF-1 e IGF-2 promueven la activacion de los receptores
IR e IGF-R en las células tumorales de cancer de mama, que presentan
sobreexpresion de estos receptores, que a su vez se encuentran activos de forma
constitutiva por la produccién autocrina de IGF-2 por parte de la célula tumoral
(Belfiore et al (2018), Garcia et al (2015)).

Una vez que los ligandos de los receptores IR o IGF-R se une, estos sufren un
cambio conformacional que permite que su dominio cinasa pueda producir una
autofosforilacion. En este estado activado el dominio cinasa cataliza la fosforilacion
de residuos de tirosina en la region C-terminal y yuxtamembrana del propio receptor.
Posteriormente proteinas como IRS que carecen de actividad cinasa intrinseca se
unen a algunas de estas fosfotirosinas. Una vez unidas el dominio cinasa fosforila
al IRS, que sirve como proteina acopladora para moléculas de sefializacion
intracitosolicas como PI3K (Bastarrachea et al (2008), Ikink & Hilkens (2017))
(Figura 12).

PI3K es un heterodimero compuesto por una subunidad reguladora (p85) y una
subunidad catalitica (p110), las cuales presentan una regulacion transcripcional por
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STAT3 (Radler et al (2017), Costa et al (2018)). Una vez que PI3K se une a IRS
fosforila fosfoinositidos de membrana, lo que lleva al reclutamiento y activacion de
PDK1, PDK2 y Akt (Dey et al, 2015) (Figura 12).

La traslocacion a la membrana de PDK1, PDK2 y Akt permite la fosforilacion y
activacion de esta Ultima, la cual es una molécula que sirve como centro de
integracion de una gran cantidad de vias que regulan la tumorigénesis por induccion
de la traduccion, supervivencia, apoptosis, regulacion metabdlica y ciclo celular,
particularmente por la subsecuente activacion de mTOR (Dey et al, 2015) (Figura
12). La proteina Akt presenta tres isoformas que tienen un papel en la
carcinogénesis, Akt-1 induce la proliferacién y un efecto inverso en la metastasis,
mientras Akt-2 incrementa la migracion celular (Ye et al (2016), Radler et al (2017)).

Akt activa fosforila a TSC2 inhibiendo su funcién, lo que permite la liberacion de la
GTPasa Rheb que fosforila a mTOR (Sonnenblick et al, 2019). mTOR es un
importante regulador anabdlico que controla procesos biosintéticos de
macromoléculas como la traduccién de proteinas, transcripcion de ARNM,
biosintesis ribosomal, biogénesis de lipidos, autofagia, funcién mitocondrial,
respuesta inmune y metabolismo de glucosa (He et al, 2016). Entre las moléculas
blanco de mTOR se encuentran p70S6K, HIF1-a, c-Myc y SREBP-1 (Cantor &
Sabatini, 2012). Por otra parte, existe una regulacion cruzada entre la sefializacion
de mTOR y RE, en donde mTOR activa transcripcionalmente a RE y este activa a
MTOR, lo que contribuye a la resistencia endocrina (Bostner et al, 2018) (Figura 12).

El complejo mTOR activo fosforila a p70S6K, aumentando su actividad cinasa para
fosforilar a 40SrpS6 y elF4B que junto a la fosforilacion de 4E-BPs por mTOR,
permiten la formacion del complejo elF4F que interacta con la tapa 7-
metilguanosina presente en el extremo 5 de todos los ARNm y media el
reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal al ARNm, promoviendo la traduccion
de proteinas que incluyen factores de crecimiento, activadores del ciclo celular,
factores angiogénicos e inhibidores de la apoptosis (Dowling et al, 2007) (Figura
12). Como bucle de retroalimentacion positiva, mTOR y p70S6K pueden fosforilar a
IRS, lo que resulta en la activacion de Akt y el mantenimiento de la sefalizacién
(zakikhani et al, 2010).
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Mientras la fosforilacién de c-Myc por medio de mTOR, estimula la expresion de
genes implicados en la captacion de glucosa, glucdlisis, transporte del piruvato
glucolitico, transportadores de glutamina, biogénesis mitocondrial, glutamindlisis,
metabolismo de serina/glicina y la acido graso-sintasa (Cantor & Sabatini, 2012)
(Figura 12).

Por otra parte, la activacion de SREBP por accion de mTOR, induce la
desregulaciéon en la sintesis de lipidos de novo, que son necesarios para la
produccion de membrana para la proliferacion celular sostenida (Cantor & Sabatini,
2012) (Figura 12).

Ademas, la activacion de la PI3K/Akt/mTOR estabiliza y preserva la reparacion de
rotura de la doble cadena de ADN, al interactuar con el complejo de recombinacion
homologa, genera resistencia a la terapia endocrina por activacion del RE en
tumores luminales, promueve la resistencia a trastuzumab en tumores Her-2+y en
tumores triple negativo induce quimioresistencia (Ye et al (2016), Belfiore et al
(2018), Costa et al (2018), Yamamoto et al (2019), Lei et al (2018)).
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Figura 12. Sefializacion de la via IR/PI3K/Akt. Puntos rojos representan
fosforilaciones activadoras en residuos de Tyr. Puntos anaranjados
representan fosforilaciones activadoras en residuos Ser-Thr.
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Para el tratamiento de cancer de mama se han desarrollado varios inhibidores para
diferentes puntos de la via de sefializacion como son: SAR245408, Taselisib, PX-
866 y BKM120 para PI3K, Ipatasertib para Akt y Everolimus para mTOR (Yamamoto
et al (2019), Bostner et al (2018), Costa et al (2018)). A partir del afio 2019 la FDA
aprob6 Alpelisib como tratamiento contra PI3K en pacientes con cancer de mama
avanzado hormono dependiente (ER+, PR+ y Her-2-) (amp.cancer.org). Todas son
terapias que no han tenido éxito debido a la falta de especificidad lo que genera
altos perfiles de toxicidad, por lo que se han buscado nuevas alternativas de
tratamiento como es el farmaco metformina.

1.4 METFORMINA

La N-N-dimetilbiguanida o mejor conocida como metformina esta compuesta por
dos moléculas de guanidina unidas por la eliminacion de un radical amino formando
un cation protonado (Foretz et al (2014), An & He (2016)). Es un farmaco empleado
para el tratamiento de la diabetes y en algunos casos para el control metabdlico en
pacientes con obesidad (Rena et al, 2013). Debido a su accién antihiperglucemiante
genera la reduccion en la produccion de glucosa hepética y el aumento de la
utilizacion de glucosa, ademas no actia como hipoglucemiante (An & He, 2016).

Para su funcién antihiperglucemiante su principal mecanismo de accién es la
inhibicion en la produccién hepética de la glucosa por medio de la activacion de
AMPK que inhibe la expresién de genes gluconeogénicos y lipogénicos, disminuye
la lipotoxicidad e incrementa la sensibilidad a la insulina en el hepatocito lo que
reduce la gluconeogénesis (Bastarrachea et al, 2008). Ademas, la metformina activa
AMPK en el musculo esquelético estimulando la captacion de glucosa
(Bastarrachea et al, 2008).

Por mecanismos que se desconocen, la metformina no estimula la secrecion de
insulina, disminuye la absorcion de glucosa a nivel intestinal, aumenta la captacion
y utilizacion de glucosa por musculo esquelético y tejido adiposo, potencializa la
accion de insulina endégena aumentando la sintesis de glucégeno en musculo
esquelético, disminuye la oxidacion de acidos grasos, mejora la funcién endotelial y
disminuye los niveles de ROS (Foretz et al (2014), An & Le (2016), Rena et al
(2013)).
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La metformina se administra por via oral y se absorbe en el intestino delgado de
forma incompleta y lenta, no se une a proteinas plasmaticas por lo que su
distribucion a tejidos periféricos es rapida, (Bastarrachea et al, 2008). Su vida media
plasmética oscila entre 1.5 a 5 hrs, no se metaboliza en el higado y se elimina
inalterada por el rifidn en un 90% en un plazo de 12 hrs (Bastarrachea et al (2008),
Graham et al (2011)).

Por otra parte, el uso de metformina en pacientes con obesidad con o sin sindrome
metabdlico ha mostrado cambios en moléculas séricas como (Tabla 4):

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

metformina
Referencia

| Insulina y Acetato Mueller et al (2021)
| Fractalquina y E-selectina Schinzari et al (2020)
| factor diferenciador del crecimiento 15 Day et al (2019)
| Acidos Grasos Libres Li et al (2012)
| Proteina C-Reactiva He et al (2012)
| Colesterol total, Colesterol HDL, colesterol LDL, Triglicéridos | Worsley et al (2015)
1 Globulina Fijadora de Hormonas Sexuales

1.4.1 METFORMINA Y CANCER DE MAMA

Evans et al (2005) fueron los primeros en encontrar una posible asociacion entre el
uso de metformina y la reduccion en la incidencia de cancer, desde entonces al
menos 17 estudios epidemioldgicos han examinado esta asociacion. En donde se
ha reportado que, en usuarios de metformina en comparacion con otras terapias
para el control de la diabetes, se presenta una disminucion del 30% en la incidencia
de todos los canceres y en especifico las mujeres presentaron una incidencia mas
baja de cAncer de mama invasivo, razén por la que se ha sugerido que la metformina
presenta un potencial papel como agente anticancerigeno (An & He, 2016). Estos
efectos se han limitado a pacientes con cancer de mama que presentan resistencia
a la insulina, un IMC mayor a 30 kg/m?y/o diabetes, por lo que es probable que su
efecto sea por un mecanismo indirecto (Col et al (2012), Allott & Hursting (2015),
Bao et al (2014), Giles et al (2018)).

Particularmente, algunos estudios reportan diferencias en la asociacion entre el uso
de metforminay el subtipo de cancer de mama. Uno de ellos informé la disminucion
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en la incidencia de tumores luminales A, luminales B y Her2+, otro reporta una

disminucién en tumores Her-2+ y otro reporta la reducciéon en la incidencia de
tumores luminales Ay B (Allot & Hursting (2015), Berstein et al (2011), DeCensi et
al (2014), Fuentes et al (2014), DeCensi et al (2015)). A pesar de estas
discrepancias, en todos los casos resulta consistente que la metformina presenta

una mejor respuesta antineoplasica en pacientes con niveles elevados de

triglicéridos y estrogenos.

1.4.2 MECANISMO DE ACCION ANTITUMORAL DE METFORMINA

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

mecanismos principales, asi como mecanismos no canonicos, los cuales se

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

Tabla 5. Mecanismos de accién antitumoral de metformina en cancer de mama

Mecanismo
Efecto
Indirecto

Moléculas

| Activacion de IR

| PI3K, Akt, MEK, ERK1, Scr
| TNF-q, IL-6 y VEGF

Efecto Biolégico
| Proliferacion
| Angiogenesis

Referencias

Bao et al (2014) An &
He (2016)

Menéndez et al (2016)
Dowling et al (2012)
Brown et al (2010)
Green et al (2011)

Ma et al (2013)

Caslin & Hasty (2019)

Efecto Directo

Internalizacion del farmaco
por OCT 1/2

Union al complejo | de
Cadena respiratoria

| ATP

1 ROSy RNS

Activacion de PKC, LKB1 y
AMPK, p53

Alteracion de AMP:ATP
Inhibicién de TSC2

| Ki67, Akt, c-Myc, ciclina D,
VEGF

Inhibicién de HIF-1a

Inhibicién de la cadena
respiratoria por:
1- Acumulacién
2- Alteracion de
Ca?
! Lipogénesis y
Gluconeogénesis
Detenciéon  del
celular en G1

ciclo

Zakikhani M et al (2010)
Foretz et al (2014) Rena
et al (2013)

El-Mir et al (2000)
Schéafer G (1976)
Green et al (2011)
Miller &  Birnbaum
(2010)

Piwkowska et al (2010)
Kane et al (2010)

Logie et al (2012)

Bost et al (2012)
Andrzejewski et al
(2014)

Bao et al (2014)

An & He (2016) Dowling
et al (2007)

Viollet et al (2012)
Obara et al (2015)
Hatoum & McGowan
(2015)

Dowling et al (2012)
Zhang et al (2017)

Li et al (2017)

Brown et al (2010)
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Zhuang & Miskimins
(2008)

Kalender et al (2010)
Hadad et al (2015)
Queiroz et al (2014)
Marinello et al (2016)
Gollavilli et al (2015)
Al-Zaidan et al (2017)
Liu et al (2012)

Syed et al (2019)

No Candnico

1 miR-200c | Akt-2 y Bcl-2

1 p21cip y p27Kip e inhibicion
de CDK2/Ciclina E

1 Bax

Traslocacion p53 a ndcleo
por AMPK

| Akt-FOXO03 por AMPK

| Antioxidantes 1 p53 y TGF-
B

| potencial
mitocondrial
| RE
Inactivacion de IRS-1
Activacion de AMPK por ATM
Inhibicion de mMTOR por
fosforilacién de RAG
Inhibicion de la degradacién
de DEPTOR

Inhibicion de MPAK por
desplazamiento de RAS
mediado por PCK

| c-Myc por 1 miR-332

Unién de Metf ADN | miRNAs

de membrana

Apoptosis
| Transiciéon Epitelio-
Mesénquima

Zhang et al (2017)
Zhuang et al (2008)
Hadad et al (2015)
Green et al (2011)
Queiroz et al (2014)
Marinello et al (2015)
Lietal (2017)

Giles et al (2018)
Zakikhani M et al (2010)
Grossmann et al (2015)
Dowling et al (2012)
Obara et al (2015)
Iglesias et al (2013)
Pulito et al (2017)
Mondal et al (2018)

Los mecanismos canodnicos (Directo e indirecto) antes descritos son los mas

aceptados y habian demostrado que el efecto antitumoral de la metformina requeria
la presencia de LKB1 o TSC2 (Dowling et al, 2007).
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Figura 13. Mecanismos de accién antitumoral de metformina en cancer de mama.
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2. JUSTIFICACION

Varios estudios in vitro ponen de manifiesto el efecto anticancerigeno de la
metformina, pero las concentraciones utilizadas son mayores en comparacion a la
concentracion biodisponible en sangre. Por otra parte, el efecto “protector” contra el
desarrollo de cancer se reporta en el 30% de los usuarios de metformina. Nosotros
proponemos que el efecto antitumoral de la metformina en este 30% de las
pacientes puede asociarse a la regulacién de componentes séricos (adipocitocinas
y metabolitos) relacionados al uso continuo de farmaco por mas de 2 meses (10
semanas), los cuales afectan la via de sefializacion de IR/Akt/p70S6K. Asi, el uso
de células tumorales como biosensores de estos cambios en la composicion sérica
ofrece una herramienta para identificar cambios en la fosforilacion de moléculas de
la via IR/Akt/p70S6K. La utilizacién de este ensayo in vitro permitiria identificar al

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

3. HIPOTESIS

En un subgrupo de pacientes con un IMC mayor a 30 kg/m? que responden
diferencialmente al tratamiento con metformina habra cambios en la composicion
sérica de adipocitocinas (adipocinas, citocinas proinflamatorias y hormonas, entre
otras). En conjunto estos componentes séricos seran reconocidos por las células de
cancer de mama, generando patrones de fosforilacion especificos de la via
IR/LKB1/Akt/p70S6K relacionados con una posible disminucion del metabolismo
anabalico. Estos resultados in vitro podrian explicar el efecto citostéatico y citotdxico
asociado a la disminucién en el desarrollo de cancer de mama en usuarias de

metformina.
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4. OBJETIVOS
41 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el perfil de fosforilacion de cinasas de la via de sefalizacion de
IR/Akt/p70S6K producido por la exposicion a sueros de pacientes con IMC mayor a

30 kg/m? a 0 y 10 semanas de tratamiento con metformina en células MCF-7.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar las condiciones 6ptimas de cultivo para la evaluacion de sueros

humanos.

- Determinar las lineas de cancer de mama que pueden ser utilizadas como
biosensores para evaluar diferencias en la concentracion de moléculas séricas

(Seleccién del Biosensor).

- Caracterizacion de los perfiles de fosforilacion de moléculas de la via
IR/Akt/p70S6K producido por el suero de mujeres con diferentes caracteristicas
metabdlicas y hormonales (Validacion de Modelo).

- Evaluar la viabilidad de las células MCF-7 en presencia del suero de pacientes con
IMC mayor a 30 kg/m? tratadas con metformina.

- Evaluar si el suero de pacientes con IMC mayor a 30 kg/m? tratadas con
metformina presentan un efecto diferencial sobre las fosforilaciones de los sistemas
IR/Akt/p70S6K, NF-kB y ERK en células MCF-7.
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5. SUJETOS, MATERIALES Y METODOS
5.1 Muestras de Sueros Humanos

Fue un estudio prospectivo controlado, no aleatorizado con cegamiento simple. Se
recolect6 la sangre de mujeres eutréficas o con obesidad sanas bajo el protocolo
BQO-2044-16/20-1 aprobado por los Comités de Investigacion y de Etica del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) y
se realiz6 de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y buenas précticas clinicas. Se
obtuvo el consentimiento informado antes de la participacion, todas las muestras y
los datos de los donantes se codificaron para mantener la confidencialidad. Las
mujeres con obesidad posmenopausicas fueron tratadas con 2550 mg/dia de
metformina durante 10 semanas. El IMC se calculé y las donantes se agruparon
segun la categoria de IMC (eutréfico 20-24.9 kg/m? u obesidad 230 kg/m?). Se
obtuvieron 30 ml de sangre de cada donante y las muestras sanguineas fueron
centrifugadas a 3000 rpm durante 30 min a 4 °C. Del centrifugado se colecto el
suero, el cual fue etiquetado y preservado a -70 °C hasta su utilizacién.

5.2Procedimientos para SFB y SNP

Para algunas pruebas fueron utilizados sueros con o sin inactivacion por calor, por
lo que el SFB y el suero SNP fueron puestos a bafio maria a 56 °C durante 30 min,
con agitacion cada 10 min.

La dislipidacion de los sueros SFB y SNP se realizé por la adicion de carbon
activado en agitacion constante “over night”. Posteriormente, se eliminé el carbén
activado y el suero fue centrifugado a 3000 rpm a 4 °C durante 30 min y se decanto
en un tubo nuevo, repitiendo esta accion hasta la eliminacibn completa de carbén
activado. Posteriormente el suero fue filtrado por una membrana de 0.20 um para
su esterilizacion.

5.3Ultracentrifugacion de sueros humanos

Los sueros humanos fueron sometidos a ultracentrifugacion durante 16 hrs a 110
000 g a 8 °C, posteriormente se obtuvieron tres fracciones, la fraccion superior e
intermedia fueron unidas como una sola fraccion a la que se denominé
“sobrenadante” , mientras el pellet fue resuspendido en 200 pl de PBS estéril. Las
fracciones fueron mantenidas a 4 °C hasta su utilizacion.
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5.4Lineas Celulares

Se utilizaron las lineas celulares MCF-7, MCF-7-GFP, T47-D, ZR-75-30, BT-474,
SKBR-3, MDA-MB-231, MDA-MB-468, PC3, HCT15, A549, HEK-293 y HelLa del
ATCC. Las lineas BT-474R y SKBR-3R se generaron para la resistencia a
trastuzumab y las lineas DSG-BC1, DSG-BC2, ECL-1 fueron obtenidas de cultivos
primarios de mujeres mexicanas con cancer de mama y diferentes IMC. Cada una
de las lineas se mantuvo en medio de cultivo RPMI-1640, excepto las lineas BT-
474 y BT-474R que se mantuvieron en medio de cultivo Hybri-Care y las células
SKBR-3 y SKBR-3R en medio de cultivo McCoy 5A. En todos los casos, el medio
de cultivo fue suplementado con 10% de SFB vy las células fueron mantenidas a 36
°C al 5% de CO..

5.5Reactivos y Anticuerpos

El medio de cultivo RPMI-1640, el medio de cultivo DMEM bajo en glucosa y el
suero fetal bovino fueron de Gibco-Thermo Fisher Scientific. El medio de cultivo
McCoy 5A fue de Caisson Labs. El medio de cultivo Hybri-Care fue de ATCC. Medio
de cultivo RPMI sin glucosa y sin rojo fenol, medio RPMI-1640 sin rojo fenol y 200
mM de glucosa fueron de Invitro S.A. Medio RPMI-1640 sin rojo fenol, cloruro de
sodio, cloruro de potasio, fosfato disodico, fosfato monopotasico, Nonidet 40, SDS,
Na3vO4, PMSF, NaF, céctel cOmplete 25x, wortmanina, genisteina, cristal violeta,
azul de coomasie, EDTA, metanol, glicina, Tris- Base, NaOH, glutaraldehido, &cido
acético, beta-mercaptoetanol, azul de bromofenol, glicerol, MTT, persulfato de
amonio, TEMED, Tween-20, Clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida (metformina)
fueron de Sigma Aldrich. Bortezomib fue de Sandoz. TNF-a humano recombinante
de R&D Systems. Solucion de acrilamida/bisacrilamida al 30% y Quick Start
Bradford Protein Assay Dye Reagent de Biorad. Insulina humana recombinante de
accion rapida de PiSA (100 IU/ml). 2-desoxi-D-glucosa tritiada (5-10 Ci/mmol) de
Perkin Elmer Inc. Anticuerpos contra IR-p (sc-81465), pIR-B (Tyr 1162-1163) (sc-
25103-3), LKB1 (sc-8185), LKB1 Ser 428 (sc-32245), Akt-1 (sc-1618-R), pAkt Ser
473 (sc-81433), pAkt Ser 473 (sc-514032), p70S6K (sc-8418), pp70S6K (Thr 389)
(sc-8416), Akt-2 (sc-81148), Erk (sc-271269), pp38 (Tyr 182) (sc-166182), p38 (sc-
7972), p65 (sc-372) y B- actina (sc-47778) eran de Santa Cruz Biotechnology.
Anticuerpo contra pAkt-1 Ser 473 (#9018), pAkt-2 Ser 474 (#8599) y Akt-3 (#14982),
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pp65 (Ser 536) (#93H1) y pErk (Thr 202-Tyr 204) (#4370) de Cell Signaling
Technology. Anticuerpo IKB-a (610690) de BD Transduction Laboratory.
Anticuerpos secundarios contra raton y conejo de Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific. Oligos para RT-PCR fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT).

5.6Protocolos de Reduccién de Suero Fetal Bovino

Fueron probados un protocolo sin reduccion de SFB y dos con reduccion de SFB.
El protocolo 1 fue de acuerdo con lo informado por Arellano-Plancarte et al (2010),
en donde las células se sembraron con medio RPMI-1640 con 10% de SFB durante
24 hrs, luego el cambio se realiz6 con medio RPMI-1640 con 2% de SFB durante
16 hrs, después de este tiempo el cambio se realiz6 con medio RPMI-1640 sin rojo
fenol con 0% SFB durante 4 hrs antes de comenzar los experimentos. En el
protocolo 2 las células se sembraron con medio RPMI-1640 con 10% de SFB
durante 24 hrs, luego el cambio se realiz6 con medio RPMI-1640 con 8% de SFB
durante 4 hrs, después de este tiempo el cambio se realiz6 con medio RPMI-1640
con 5% dejando 4 hrs, luego el cambio se realizé6 con medio RPMI-1640 con 2% de
SFB durante 16 hrs, después de este tiempo el cambio se realiz6 con medio RPMI-
1640 sin rojo fenol con 0% SFB durante 4 hrs antes de comenzar los experimentos.

5.7Ensayos de Proliferacion

Para las lineas MCF-7, DSG-BC1, DSG-BC2, BT-474, BT-474R, SKBR-3 y SKBR-
3R, se sembraron 15 000 células/cm?. Las lineas T47-D, ZR-75-30, MDA-MB -231,
MDA-MB-468 y ECL-1 fueron sembradas a 10 000 células/cm?. Después del
proceso de reduccién de SFB, el medio se reemplazé con medio RPMI-1640 sin
rojo fenol suplementado con 10% SFB, 5% SFB o 5% de suero humano. Para las
pruebas con las fracciones de sueros ultracentrifugados el medio fue suplementado
con 5% del sobrenadante o 5% del pellet resuspendido, en ambos casos esta
dilucion fue equivalente a un promedio de 2.5 pg/ul (£0.5) de proteina. En la curva
dosis respuesta de metformina, ademas de la suplementacion con los diferentes
tipos de suero se adicion6 5, 10, 20 o 40 mM del farmaco. Realizado el cambio con
los diferentes estimulos se dejo el ensayo durante 48 hrs. Pasado este tiempo las
células se fijaron con medio DMEM al 1% SFB-2% de glutaraldehido durante 15
min, luego se tifieron con cristal violeta al 0.5% durante 15 min. El tinte absorbido
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por las células fijadas se disolvié en acido acético al 10% y su densidad Optica se
determind a 595 nm (OD595) en placas de 96 pozos en un lector Skan It RE.

5.8Electroforesis SDS-PAGE de Sueros ultracentrifugados

Después de la ultracentrifugacion se realizo una dilucion seriada de las fracciones
obtenidas y sus respectivos inputs iniciando con una dilucién de 1:40 hasta una
dilucion 1:320. Posteriormente se midié la concentracion proteica de las muestras
por el método de Bradford (reactivo de colorante de ensayo de proteina de Biorad).
Las muestras en concentracion de 30 pg de proteina fueron sometidas a
electroforesis en geles SDS-PAGE de acrilamida al 12%. Posteriormente, los geles
fueron tefidos por el método de azul de Coomasie. Las imagenes se obtuvieron
usando el fotodocumentador Fusion Fx de Vilber Lourmant.

5.9Western Blot

Las células se sembraron en cajas de cultivo celular de 100 mm con la misma
densidad celular descrita en el ensayo de proliferacion y se sometieron al protocolo
de reduccién de SFB ya descrito. Después de la privacién de suero, se afiadié medio
RPMI-1640 sin rojo fenol con 0.5 IU/ml de insulina durante 10 o 60 min, 5% de
sueros humanos (eutroéficos u obesos) durante 5, 10, 30 o 60 min (dependiendo de
la prueba). En la prueba con las fracciones de sueros ultracentrifugados el medio
se suplemento con 5% del sobrenadante o 5% del pellet-resuspendido, en la prueba
con suero dislipidado o inactivado se empled una dilucion del 5%, respectivamente
durante 10 min. Para el ensayo de inhibidores, las células se incubaron previamente
durante 30 min con Genisteina 200 mM, Wortmanina 100 nM o Bortezomib 80 nM.
En el ensayo con metformina se adicion6 5 mM del farmaco. Para la sefalizacion
de NF-kB se utilizaron 10 ng de TNF-a como control positivo de activacion, durante
10 o 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de estimulacién, se realizé la extraccion
de proteinas utilizando el tampo6n de lisis RIPA con inhibidores de proteasas y
fosfatasas. La concentracion de proteina se midié por el método de Bradford. Las
muestras se sometieron a electroforesis en geles SDS-PAGE de acrilamida al 8 o
12% vy se transfirieron a membranas Immobilon-P PVDF de Merck Millipore en un
sistema de transferencia hiumeda. Las membranas transferidas se bloquearon
durante 1 h con leche, después se incubaron durante la noche a 4 °C con los
anticuerpos primarios:
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Anticuerpo Dilucion | PM (kDa
pIR ((Tyr 1162-1163) 1:500

IR total 1:1000 95

LKB1 Ser 428 1:1000 50

LKB1 total 1:1000

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

Akt total 1:10000 62

pp70S6K (Thr 389) 1:1000 20

p70S6K total 1:1000

pAkt-1 (Ser 473) 1:1000 62

pAkt-2 (Ser 474) 1:1000 56

Akt-2 total 1:1000

Akt-3 total 1:1000 60

pp65(Ser 536) 1:500 65

p65 total 1:2000

IKK-a 1:2000 38

pErk 1/2 (Thr 202-Tyr 204) 1:2000 Erk-1 44
Erk-2 42

Erk total 1:1000 44

pp38 (Tyr 182) 1:500 38

pp38 total 1:500

B-actina 1:2000 43

Posteriormente, los anticuerpos secundarios fueron incubados a temperatura
ambiente durante 1 h. Las bandas fueron reveladas utilizando el kit Super Signal
West Pico PLUS de Thermo Scientific. Las imagenes se obtuvieron usando el
fotodocumentador Fusion Fx de Vilber Lourmant y la densitometria fue cuantificada
por el programa Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EUA).

5.10 RT-PCR

Las células se sembraron como se describe en el ensayo de proliferacién y se
sometieron al protocolo de reduccibn de SFB descrito anteriormente. La
estimulacién con 5% de sueros humanos en RPMI-1640 sin rojo fenol se llevd a
cabo durante 5, 10, 30 o 60 min. Después del tiempo de estimulacién, se aislo el
ARN total utilizando Tripure Isolation Reagent (Roche) y se cuantifico en el
espectrofotometro Skan It RE. La integridad del ARN se determiné mediante un gel
desnaturalizante de formaldehido-agarosa. La transcripcion inversa se realiz6 con
el sistema de transcripcion inversa M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) que
dur6 5mina 70 °Cy 45 min a 42 °C. La PCR se realiz6 utilizando el Hot Start Master
Mix Kit en un termociclador Peltier Thermal Cycler-100 (MJ Research) comenzando
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a 95 °C durante 15 min, seguido de 30 sega 94 °C, 1 mina52°Cy 1 mina 72 °C
por ciclo, finalmente a 72 °C durante 10 min. Las secuencias de los cebadores son
las siguientes:

Oligo Secuencia ™ # Amplicon
Ciclos

Akt-1 sentido 5-TCAAGAATGATGGCACCTTCATTG-3’ 52° 32 1008
Akt-1 antisentido | 5-CCTCCATGAGGATGAGCTCAAAAA-3’
Akt-2 sentido 5-ATGAATGAGGTGTCTGTCATCAAAG-3' | 52° 32 856
Akt-2 antisentido | 5-CTTTGTCCAGCATGAGGTTTT-3’
Akt-3 sentido 5-TTGTGAAAGAAGGTTGGGTTCAG-3’ 52° 32 552
Akt-3 antisentido | 5-CTTCATCCTTTGCAATAATGACTTC-3’
PPIA sentido 5-GTTTACCCCTGATCGTGCAGCAG-3’ 52° 32 475
PPIA antisentido | 5-CGAGTTGTCCACAGTCAGCAATG-3

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1.5% en TAE, se
empaparon con bromuro de etidio y se utilizd6 el marcador de pares de bases
pUCmix. Las imagenes de los genes se obtuvieron utilizando un fotodocumentador
Fusion Fx de Vilber Lourmat y las bandas se cuantificaron mediante el programa
Image J (NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU.).

5.11 Formacioéon de Esferoides

Fueron sembradas 50, 000 células en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de
SFB, 5% de sueros humanos, 5% del sobrenadante de sueros humanos o 5% del
pellet resuspendido de sueros humanos en microplacas Corning para esferoides
ULA de 96 pozos y se dejo el cultivo durante 72 hrs. Pasado este tiempo se tomaron
imagenes fotograficas. Para el ensayo de MTT, el medio fue reemplazado con
medio RPMI-1640 sin rojo fenol con el reactivo de MTT como lo describe el
fabricante y se incubo durante 4 hrs a 36 °C, posteriormente el medio fue eliminado
y se adicionaron 100 ul de PBS y 100 pl de isopropanol. Se tomaron 100 pl de la
solucion anterior y su densidad éptica se determind a 570 nm (OD570) en placas de
96 pocillos detectadas en un lector Skan It RE.
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5.12 Ensayo de Migracion

Las células MCF-7 transfectadas con GFP se sembraron en placas “Transwell” de
24 pozos a una densidad de 15 000 células/cm? y se sometieron al proceso de
reduccion de SFB descrito anteriormente. La prueba comenzé con el cambio del
medio del fondo del pozo por medio RPMI-1640 sin rojo fenol suplementado con
suero humano al 5% (eutréfico u obeso) o 5% del sobrenadante o pellet
resuspendido de cada tipo de suero y el medio del inserto del pozo fue reemplazado
por medio RMPI-1640 sin fenol rojo sin suplementacion. El ensayo durd 48 hrs,
después de ese tiempo, los pocillos de la placa con las células transfectadas con
GFP que migraron se fotografiaron en un microscopio confocal Nikon A1R +
STORM. El numero de células migradas fue determinado utilizando el programa Fiji
(NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU.).

5.13 Captaciéon de Glucosa

Las células MCF-7 se sometieron al mismo procedimiento de reduccién de suero
descrito anteriormente, excepto en el cambio de medio sin SFB, el medio RPMI-
1640 fue sin rojo fenol y sin glucosa durante 4 hrs antes del ensayo. Posteriormente,
el medio se reemplaz6 con medio DMEM bajo en glucosa sin rojo fenol
suplementado con 6 pCi/ml de glucosa tritiada y con 1 IU/ml de insulina o 5% de
sueros humanos (eutréficos u obesos) o 5% del sobrenadante o pellet resuspendido
de cada suero durante 60 min. Después del tiempo de estimulacién, se retird el
medio y se lavaron las células con PBS. El PBS se reemplazé por una solucion de
hidroxido de sodio 0.2 N y se incubd durante la noche a 37 °C. El lisado con marca
radiactiva se disolvio en liquido de centelleo y se leyé en un contador de centelleo
Liquid Scintillation Analyzer 1600 TR Packard.

5.14 Anélisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA de una o dos vias o ANOVA de
muestras repetidas con Dunnet, DMS, Games-Howell como pruebas Post-hoc
utilizando SPSS, versiéon 25 (Armonk, NY: IBM Corp.). Considerando una p <0.05
como significativo. El célculo de IC50 se realizé por medio del método PROBIT.
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6. RESULTADOS

6.1Determinacion de las condiciones o6ptimas de cultivo celular en

presencia de sueros humanos

El concepto del uso de lineas de cancer de mama humano como biosensores de
cambio en los componentes séricos de mujeres normopeso (IMC < 25 Kg/m?) vs
con obesidad (IMC > 30Kg/m?) es novedoso. Por tal motivo no existia informacion
sobre las condiciones adecuadas para llevar a cabo esta comparacion, por lo
anterior se realizo la estandarizacion de las condiciones éptimas de cultivo para
realizar los ensayos con sueros humanos. La estandarizacion se realizé utilizando
el suero de una mujer normopeso premenopausica (SNP).

6.1.1. Evaluacién de laviabilidad de células MCF-7 en presencia de suero con
y sin inactivacion por calor

Tradicionalmente el cultivo de células de mamiferos, incluyendo las células
humanas emplean sueros animales “inactivados por calor”. Dado que la mayoria de
los sueros empleados son heterdlogos con respecto a las lineas celulares humanas
gue se utlizan para la investigacion es necesario inactivar al sistema del
complemento presente en estos sueros. El tratamiento con calor (56 °C) por 30 min
inactiva al factor 8 del sistema del complemento presente en el suero, eliminando
su potencial efecto toxico (Anderson & Anderson, 2002). Dado que este protocolo
se basa en la adicion de sueros humanos al cultivo de células humanas de cancer
de mama fue necesario determinar el potencial efecto toxico de la presencia del
sistema del complemento. Al no existir informacién sobre el uso de suero humano
en cultivo celular y considerando la presencia de moléculas termosensibles que
pudieran presentar un efecto sobre la viabilidad y la sefializacion celular, el primer
paso fue determinar el efecto del suero humano con y sin inactivacion del sistema
de complemento sobre la viabilidad celular.

Como muestra la Grafica 1, la suplementacién con 5% SFB sin inactivacién tuvo
una reduccion en la viabilidad celular del 27% respecto al control (Ctr), mientras que
bajo la suplementacion con suero SNP no hubo cambios estadisticamente
significativos respecto a Ctr. Considerando la viabilidad de Ctr como 100%, la
viabilidad observada con suero SNP con inactivacion fue de 86.54% y 97% con
suero SNP sin inactivacion. En base a los resultados anteriores, para los ensayos
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posteriores se decidio utilizar 5% de SFB inactivado y 5% de suero SNP sin
inactivacion para conservar moléculas termosensibles.

Grafica 1. Evaluacion de la viabilidad de células MCF-7 en presencia de

sueros con y sin inactivacion por calor
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* Comparacion vs Ctr. * p=0.05, ** p>0.005. Ctr=control, SFB=suero fetal bovino, SNP= suero de mujer
normopeso premenopausica

6.1.2. Efecto de la presencia de rojo de fenol sobre la viabilidad bajo la
suplementacién de suero humano

Considerando que el rojo de fenol presente en los medios de cultivo es utilizado
como indicador de pH y mimetiza al estradiol uniéndose a su receptor, decidimos
evaluar la viabilidad en presencia o ausencia de rojo de fenol en la suplementacion
con sueros humanos. Para este ensayo evaluamos la viabilidad de la linea MCF-7
en medio RPMI con o sin rojo de fenol (RF) bajo las diferentes suplementaciones,
considerando el numero de células a TO como el 100%.

La Grafica 2 muestra que bajo la suplementaciéon de 10% SFB (Ctr) hubo un
incremento del 70% en la viabilidad en presencia de RF respecto a la ausencia de
RF. Mientras en la suplementacion con 5% SFB no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre las dos condiciones (184.9% con RF y 187.8%
sin RF). Por otro lado, bajo la suplementacién con 5% SNP en ausencia de RF hubo
un aumento de 55% en la viabilidad respecto a la presencia de RF. Por otra parte,
la viabilidad bajo la suplementacion con suero SNP en ausencia de RF fue similar a
la observada en la suplementacion con 5y 10% de SFB en ausencia de RF, en base
a lo anterior se decidio utilizar medio sin RF en los ensayos posteriores.
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Grafica 2. Efecto en la viabilidad de células MCF-7 en presencia o
ausencia de rojo fenol en el medio de cultivo
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6.1.3. Evaluaciéon de protocolos de reduccion de suero fetal bovino sobre la
viabilidad de células MCF-7

Bajo la premisa de utilizar a la célula tumoral como un biosensor de cambio en los
componentes seéricos, se planted la idea de disminuir el estado de fosforilacion basal
de célula tumoral para asi poder evaluar la respuesta a la suplementacién con suero
humano. Por tal motivo se evaluaron dos protocolos de reduccién de SFB (descritos
en materiales y métodos) en comparacion a la condicion estandar de cultivo sin
reduccion de SFB, iniciando con la evaluacion de la viabilidad celular.

En la gréfica 3, utilizando el nimero de células a TO como el 100%, se observa que
el protocolo 2 de reduccion de SFB (P2) presentdé una menor tasa de viabilidad en
Ctr en comparacién con el protocolo sin reduccion de SFB (SR) y el protocolo 1 de
reduccion de SFB (P1) (76 y 68%, respectivamente). En la suplementacion con 5%
SFB no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tres protocolos
(338%, 327% y 314%, respectivamente). Mientras en la suplementacion con 5%
SNP, el protocolo SR presentd menor tasa de viabilidad en comparaciéon con los
protocolos 1 y 2 (74 y 110%, respectivamente). Los resultados anteriores
demostraron que la reduccion de SFB independiente del protocolo resulta en un
aumento de la viabilidad.
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Grafica 3. Efecto en la viabilidad de la linea MCF-7 por diferentes protocolos
de reduccion de SFB
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Al comparar las diferentes suplementaciones (10% de SFB, 5% SFB y 5% SNP) de
un mismo procedimiento de reduccion de SFB, en la Gréfica 4 se observa que en el
protocolo sin reduccion (SR) hubo una disminucion en la viabilidad del 23% bajo la
estimulacién con 5% SNP respecto a Ctr. Para el protocolo 1 se observo una
disminucién en la viabilidad del 8% bajo la suplementacion con 5% SFB respecto a
Ctr. Finalmente, en el protocolo 2, la suplementacion con 5% SNP indujo un
aumento en la viabilidad del 35% en comparacion a Ctr.

Grafica 4. Comparacion de la viabilidad de la linea MCF-7 con diferentes
protocolos de reduccién de SFB y diferente tipo de suplementacién
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fetal bovino, SNP=suero de mujer normopeso premenopausica

46




6.1.4. Evaluacion de protocolos de reduccion de suero fetal bovino sobre la
fosforilacion de Akt en células MCF-7

Posteriormente evaluamos el estado de fosforilacién de Akt en células sometidas a
los dos protocolos de reduccién de SFB considerando como punto de partida la
fosforilacion de Akt sin estimulo (TO, con valor de 1) de cada protocolo de ayuno.

Como se observa en la Figura 14 y la gréfica 5 el protocolo 1 presenté mayor
incremento en pAkt (1 vez) en comparacién al protocolo 2 cuando las células fueron
estimuladas con Ins. Por otra parte, cuando las células fueron estimuladas con
suero SNP, en ambos protocolos hubo una reduccién en pAkt, pero fue mayor en el
protocolo 2 con una reduccion de 0.31 veces (SNP-Ayuno 2) en comparacion con
SNP-Ayuno 1.

Grafica 5. Niveles de fosforilacion de Akt en
Protocolo 1 Protocolo 2 células MCF-7 sometidas a diferentes

—— Y : , protocolos de ayuno
10 min

! 10 min

r—%\ r—J—v
T0 Ins SNP T0 Ins SNP

pAkt-1
s [ D - - —
acie [

Figura 14. Western Blot de Akt en células MCF-

N

H

H

Veces de Cambio
p =
o (9] = (9,] N (9] w

T
»
ENE
»
ENE
»
ENE
iy
* k%
ENE
»
ENE
»
ENE
»
ENE

7 sometidas a diferentes protocolos de
reduccion de SFB. Células estimuladas con 0.5 Ayuno 1 Ayuno 2
IU/ml insulinay 5% suero de mujer normopeso

premenopausica (SNP). TO = antes de estimular; O Basal Ins EISNP

10 min = 10 min estimulacidn.
* Comparacion vs TO mismo ayuno. * p>0.05, ** p>0.005.

Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso
premenopausica

Con los resultados anteriores se decidi6 utilizar el protocolo 1 de reduccion de SFB
para el resto de los experimentos, debido a que no presenté diferencias
significativas en la viabilidad bajo las diferentes suplementaciones y permitid

observar mayores incrementos en la fosforilacion de Akt bajo los diferentes
estimulos, tanto con insulina como SNP.
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6.1.5. Efecto de la concentracion de glucosa sobre la viabilidad de células
MCF-7 en respuesta a diferentes tipos de suplementacion

Se ha reportado que la presencia de altas concentraciones de glucosa en el medio
de cultivo puede afectar la respuesta de las células tumorales a la presencia de
metformina (Nasir et al, 2019). Ademas, desconociamos el efecto de la
concentracion de glucosa bajo la suplementacion con sueros humanos, por lo que
decidimos evaluar el efecto de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo
sobre la viabilidad celular. Considerando los medios de cultivo estandar para el
cultivo de las diferentes lineas de céncer de mama (MEM, RPMI y DMEM),
utiizamos 5.5 mM, 11.11 mM y 25 mM de glucosa en el medio de cultivo.

En la Gréfica 6 se observa que bajo una concentracion de glucosa de 5.5y 25 mM,
la suplementacion con 5% SFB tuvo una reduccién en la viabilidad de 14y 11% en
comparacion a su respectivo Ctr. Mientras bajo la suplementacion con 5% SNP, en
concentraciones de glucosa de 5.5 y 25 mM de glucosa, hubo una reduccién en la
viabilidad de 18 y 34% en comparacion a su respectivo Ctr. En base a los resultados
anteriores, la concentracion de glucosa de 11.11 mM fue la éptima para realizar los
ensayos con suero humano.

Grafica 6. Efecto en la viabilidad de la linea MCF-7 por diferentes
concentraciones de glucosa en el medio de cultivo
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* Comparacion vs TO misma concentracion de glucosa. * p>0.05, ** p>0.005. Ctr=control, SFB=suero
fetal bovino, SNP= suero de mujer normopeso premenopausica
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6.2. Determinaciodn de los Biosensores Celulares de Cancer de Mama para

la_evaluacién de sueros de mujeres eutréficas vs con obesidad

(Seleccion del Biosensor)

Tomando en consideracion que el tratamiento con metformina ha sido asociado a
un efecto protector contra el desarrollo de cancer de mama, el uso de la célula
tumoral como biosensor se planted para evaluar los cambios en la concentracion de
moléculas séricas que son reguladas por el tratamiento con metformina. Por lo que
después del establecimiento de las condiciones Optimas para llevar a cabo los
experimentos con sueros humanos, se procedid a determinar cuales lineas
celulares de los diferentes subtipos de cancer de mama podrian ser utilizadas en
cultivo con suero humano.

Los criterios evaluados para la eleccion de los biosensores celulares fueron:
tolerancia al suero humano sin inactivar, IC50 de metformina bajo suplementacion
de suero humano, evaluacién de cambios en el estado de fosforilacion de la via de
la insulina e inhibicion de la via Akt/p70S6K por metformina.

6.2.1. Determinacion de la tolerancia a suero humano sin inactivar en un
panel de lineas celulares de cancer de mama

Previamente habiamos determinado el uso de suero humano sin inactivacion del
sistema del complemento, sin embargo, desconociamos si todas las lineas de
cancer de mama presentaban la misma respuesta, por lo que evaluamos la
tolerancia a la suplementacion con suero humano sin inactivacion.

En la Grafica 7 se observa que la mayoria de las lineas de cancer de mama que
conformaron nuestro panel fueron tolerantes al suero humano sin inactivacion
(SNP), excepto la linea T47D que tuvo una reduccion en la viabilidad del 86%
respecto a Ctr. Mientras las lineas MCF-10A, SKBR3 y MDA-MB-231 presentaron
una reduccion en la viabilidad del 12-21% respecto a Ctr. Contrario al efecto que
tuvo la linea DSG-BC1 que aumento la viabilidad 10%. Con los datos anteriores la
linea T47D fue descartada como posible biosensor por presentar baja viabilidad en
respuesta a suero humano sin inactivacion.
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Grafica 7. Tolerancia a suero humano en un panel de lineas celulares de cancer de mama
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6.2.2. Determinacion de la IC50 de metformina en un panel de lineas celulares
de cancer de mama

En estudios donde han evaluado el efecto antitumoral de metformina reportan una
concentracion biodisponible del farmaco menor a 5 mM. Por lo que determinamos
la IC50 del farmaco que presentan las diferentes lineas de cancer de mama. Esto
nos permitiria discriminar si el efecto observado era consecuencia de los cambios
metabolicos producidos por el tratamiento con el farmaco o eran resultado de la
presencia de metformina en el suero, cuando analizamos los sueros de pacientes
que recibieron tratamiento con metformina por 10 semanas (Grafica 29).

Como se observa en la Tabla 8 y Grafica 8, la mayoria de las lineas celulares de
cancer de mama que conformaron nuestro panel, en presencia de 5% SNP
presentaron una IC50 de metformina mas baja en comparacion a la suplementacion
con 5% SFB. Excepto en la linea MCF-10A que presenté un IC50 similar en ambas
suplementaciones (31.9 mM y 31.2 mM) y en la linea BT-474R que tuvo una IC50
mas alta en presencia de suero SNP (45.5 mM). Mientras las lineas DSG-BC2,
SKBR3 y MDA-MB-468 fueron descartadas por presentar valores de IC50 menores
0 muy cercanos a 5 mM (9.6 mM, 6.6 mM y 3.6 mM, respectivamente).

Tabla 8. IC50 de Metformina en un panel de lineas celulares de Cancer de Mama

Subtipo Linea Celular IC50 SFB IC50 SNP IC50 IC50
Molecular (mM) (mM) Promedio Promedio
SFB (mM) SNP (mM)
Luminal A MCF-7 14.58 7.1
DSG-BC-1 14.75 9.64 13.5 6.3
DSG-BC-2 11.29 231
Luminal B ZR-75-30 35.7 20.66
BT-474 50 14.38 41.94 26.86
BT-474R 40.13 45.55
Her-2+ SKBR-3 11.27 6.64
SKBR-3R 13.77 10.09 12.52 8.36
Triple MDA-MB-231 26.8 14.21
Negativo MDA-MB-468 7.69 3.68 16.1 8.7
ECL-1 14.1 8.26
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Grafica 8. IC50 de Metformina en un panel de lineas celulares de cancer de
mama
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Ctr=control, SFB=suero fetal bovino, SNP=suero de mujer normopeso premenopausica

Ademas, se observa que el subtipo luminal B fue mas resistente a metformina al
presentar una IC50 promedio de 41.94 mM bajo suplementacion con SFB y 26.86
mM en presencia de SNP. Mientras el subtipo luminal A fue mas sensible a
metformina, ya que presenté una IC50 promedio de 13.5 mM con SFB y 6.35 mM
con SNP.

6.2.3. Evaluacion de los niveles de fosforilacion de moléculas de la via
IR/LKB1/Akt/p70S6K por estimulacion con suero humano y metformina

Posteriormente se evaluaron los niveles de fosforilacion de moléculas de la via
IR/Akt/p70S6K en las lineas que no habian sido descartadas como posibles
biosensores. La eleccion se baso en la activacion por estimulacion con insulina (Ins)
como control positivo y con suero SNP. También se considerd la activacién de LKB1
e inhibicion de la sefalizaciobn de Akt/p70S6K por exposicion a metformina en
ausencia de estimulacién con insulina. El estado de fosforilacion de todos los
elementos de la via de sefalizacion y el total de cada elemento se evalué a los 10
min de estimulacién comparandolos con el estado de fosforilacion antes del estimulo
(TO).
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En la Figura 15 y Grafica 9 se observa que en la linea MCF-10A bajo estimulacion
con Ins hubo un aumento de 0.7 veces en fosfo receptor de insulina (pIR) y 1.4
veces en pAkt en comparacion con TO. Sin embargo, bajo la misma estimulacion
con insulina, pLKB1 presento una reduccion de 0.48 veces respecto a TO. En la
estimulacion con SNP se observa un aparente aumento en la fosforilacion de pIR
(Grafica 9 y Figura 15 tercer carril; SNP) sin embargo, una vez normalizado contra
IR total hubo una reduccién de 0.56 veces en pIR. Contrario al aumento de 1.35
veces en pLKB1 en comparacion a TO bajo estimulacion con SNP. Bajo el estimulo
con metformina (Metf) hubo un incremento de 0.35 veces en pIR y 0.4 veces en
pAkt, mientras pLKB1 tuvo una reduccion de 0.18 veces y pp70S6K de 0.22 veces
respecto a TO. Aunque la linea MCF-10A tuvo una respuesta favorable a la
estimulacién con Ins, fue descartada como biosensor por no presentar una
activacion de la via bajo el estimulo con SNP y al presentar un aumento en la
activacion de la sefalizacion por el estimulo con metformina.
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Figura 15. Western Blot de moléculas de la via * Comparacion vs TO de cada molécula. * p=0.05, **

IRILKB1/Akt/p70S6K en células MCF-10A.
Células estimuladas con 0.5 [lU/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica
(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes
de estimular; 10 min =10 min estimulacién.

p=0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso
premenopausica, Metf=metformina
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Para la linea MCF-7 se observdo un aumento en la fosforilacion de todos los
elementos analizados en respuesta a Ins. En donde se presentdé un aumento de 1.3
veces en pIR, 0.68 veces en pLKB1, 1 vez en pAkt y 0.8 veces en pp70S6K bajo
estimulacién con Ins en comparacion a TO. Al estimular con SNP, pIR incrementd
0.6 veces, 0.7 veces en pLKB1 y 0.2 veces en pp70S6K respecto a TO. Bajo
estimulacién con metformina, pIR presentd un decremento de 0.31 veces y 0.33
veces en pAkt, mientras pp70S6K tuvo un aumento de 0.36 veces respecto a T0.
En base a los resultados anteriores esta linea fue elegida como posible biosensor,
al presentar una activacion de la via por estimulaciéon con Ins y SNP, y por presentar

inhibicion de la sefializacidn bajo exposicion a metformina (Figura 16 y Grafica 10).
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Figura 16. Western Blot de moléculas de la via
IR/ILKB1/Akt/p70S6K en células MCF-7. p=0.005. Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso

Células estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5% premenopausica, Metf=metformina
suero de mujer normopeso premenopausica

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes

de estimular; 10 min = 10 min estimulacion.

En la linea DSG-BC1 (Figura 17 y Gréfica 11) la estimulacién con Ins generd un
incremento de 0.5 veces en pLKB1 y 0.2 veces en pp70S6K en comparacion con
TO. En la estimulacién con SNP hubo un incremento de 4.2 veces en pLKB1 y 0.5
veces en pp70S6K. Por otra parte, bajo estimulacibn con metformina hubo un
aumento de 0.62 veces en pIR, 4 veces en pLKB1, ademas de una disminucién de
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0.12 veces en pAkt respecto a TO. Por lo anterior, esta linea se descarté como
posible biosensor al presentar un incremento en la fosforilacion de pLKB1 en todas
las estimulaciones pese al incremento en la sefalizacion de la via de estudio.
Ademas de la falta de caracterizacion profunda de esta linea celular.

DSG-BC1
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Figura 17. Western Blot de moléculas de la via * Comparacion vs TO de cada molécula. * p=0.05, **
IR/ILKB1/Akt/p70S6K en células DSG-BCL.

Células estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica premenopausica, Metf=metformina
(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes

de estimular; 10 min = 10 min estimulacion.

p=0.005. Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso

Para la linea ZR-75-30 (Figura 18 y Grafica 12) se presenté un aumento de 1.14
veces en pIR, 0.2 veces en pLKB1, 0.94 veces en pAkt y 0.6 veces en pp70S6K
bajo estimulacion con Ins en comparacién con TO. Con estimulacion con SNP, hubo
un incremento de 0.47 veces en pIR y 0.4 veces en pAkt, mientras pLKB1 tuvo una
reduccion de 0.12 veces respecto a T0. Bajo estimulacién con metformina se
incrementd 0.35 veces pIR y 0.22 veces pp70S6K en comparacion a TO. Pese al
incremento en la fosforilacion de IR y p70S6K bajo estimulo con metformina, esta
linea fue considerada como un posible biosensor debido a que presenté una

adecuada activacion de la via bajo estimulacion con Ins 'y SNP.
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ZR-75-30 Grafica 12. Niveles de fosforilacion en ZR-75-
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Figura 18. Western Blot de moléculas de la via * Comparacion vs TO de cada molécula. * p20.05, **

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células ZR-75-30. p>0.005. Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso
Células estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica
(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes
de estimular; 10 min = 10 min estimulacién.

premenopausica, Metf=metformina

La Figura 19 y Grafica 13 muestran los resultados de la linea BT-474, en donde bajo
estimulacién con Ins hubo un aumento de 0.77 veces en pLKB1 respecto a TO. Bajo
estimulacién con SNP, hubo una reduccién de 0.46 veces en pIR, un aumento de
0.61 veces en pLKB1, 0.26 veces en pAkt y 1.3 veces en pp70S6k respecto a TO.
Bajo estimulacion con metformina hubo aumento de 0.78 veces en pLKB1, 0.91
veces en pAkt y 0.35 veces en pp70S6K en comparacion a TO. En base a lo anterior,
esta linea se descartd como biosensor ya que presentd un aumento en la

sefializacion por estimulacion con metformina.
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BT-474 Grafica 13. Niveles de fosforilacion en BT-474
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Figura 19. Western Blot de moléculas de la via * Comparacion vs TO de cada molécula. * p>0.05, **

IR/ILKB1/Akt/p70S6K en células BT-474.
Células estimuladas con 0.5 [U/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica
(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes
de estimular; 10 min = 10 min estimulacién.

p=0.005. Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso
premenopausica, Metf=metformina

En la linea BT-474R (resistente a Trastuzumab) (Figura 20 y Gréfica 14), la
estimulacion con Ins disminuyo 0.73 veces en pIR y 0.22 veces en pLKB1, pero
aumento 0.46 veces en pp70S6k en comparacion con TO. Bajo estimulacion con
SNP hubo una disminucion de 0.74 veces en pIR, 0.29 veces en pLKB1, 0.12 veces
en pAkty 0.13 veces en pp70S6K respecto a TO. En presencia de metformina hubo
un decremento de 0.5 veces en pIR, 0.33 veces en pLKB1 y 0.2 veces en pp70S6K
respecto a TO. Por los resultados anteriores, la linea fue descartada como
biosensor, pues no presentd activacion de la via por estimulacién con Ins ni por
SNP.
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Figura 20. Western Blot de moléculas de la via
IRILKB1/Akt/p70S6K en células BT-474R.
Células estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica
(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes
de estimular; 10 min =10 min estimulacién.
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En la Figura 21 y Gréfica 15 se observa que la linea SKBR3R (resistente a

Trastuzumab) tuvo un incremento en la fosforilacion de 0.72 veces en pIR, 1.4 veces

en pAkt y 1 vez en pp70S6K, mientras pLKB1 presenté un decremento de 0.19

veces respecto a TO. El estimulo con SNP present6 un incremento de 0.81 veces

en pIR, 0.63 veces en pAkty 0.22 veces en pp70S6K respecto a TO. Bajo el estimulo

con metformina se presentd un aumento de 1.6 veces en pIR, 0.26 veces en pAkty

0.45 veces en pp70S6K comparado con TO. Aunque esta linea presentd la

activacion de la via de sefializaciéon por estimulo con Ins y SNP, fue descartada por

el incremento en la sefalizacion por estimulacion con Metf y la falta de

caracterizacion profunda.
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Figura 21. Western Blot de moléculas de lavia >0 005, Ins= Insulina, SNP= suero de mujer normopeso
IR/ILKB1/Akt/p70S6K en células SKBR-3R.
Células estimuladas con 0.5 [U/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica
(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes
de estimular; 10 min = 10 min estimulacion.

premenopausica, Metf=metformina

En la linea MDA-MB-231 (Figura 22 y Grafica 16), la estimulacion con Ins indujo un
aumento de 0.44 veces en pIR, 0.24 veces en pLKB1, 0.98 en pAkty 0.18 veces en
pp70S6K en comparacién a TO. Por estimulacion con SNP hubo un aumento de
0.27 veces en pIR, 1 vez en pLKB1 y 0.29 veces en pAkt respecto a TO. Bajo la
estimulacién con metformina se present6 un incremento de 0.79 veces en pLKB1,
pero hubo una reduccién en pAkt de 0.12 veces. Por haber presentado una
adecuada activacion de la via de sefalizacion con estimulacién con Ins y SNP, la
linea MDA-MB-231 fue considerada como posible biosensor.
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MDA-MB-231
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Figura 22. Western Blot de moléculas de la via * Comparacion vs TO de cada molécula. * p20.05, **

IR/LKB1/Akt/p70S6K en células MDA-MB-231. p=0.005. Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso
Células estimuladas con 0.5 [U/ml insulina, 5% premenopausica, Metf=metformina

suero de mujer normopeso premenopausica

(SNP) y 5 mM de metformina (Metf). TO = antes

de estimular; 10 min = 10 min estimulacion.

La Figura 23 y la Grafica 17 muestran que en la linea ECL-1 por estimulacion con
Ins hubo un aumento de 1.4 veces en pIR, 0.4 veces en pLKB1,0.58 veces en pAkt
y 1.1 veces en pp70S6K respecto a TO. Bajo la estimulacion con SNP hubo un
incremento de 0.48 veces en pIR, 0.24 veces en pLKB1, 0.17 veces en pAkty 0.35
veces en pp70S6K en comparacion a TO. En la estimulacion con metformina se
presentd un aumento de 0.4 veces en pIR, 0.61 veces en pLKB1 y 0.21 veces en
pp70S6K respecto a TO. Aunque la linea presenté una activacion de la via de
sefializacion bajo el estimulo con In y SNP fue descartada como biosensor debido
al aumento de la sefalizacion por estimulo con metformina y la falta de
caracterizacion profunda.
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ECL-1 Grafica 17. Niveles de fosforilacion en ECL-1
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Figura 23. Western Blot de moléculas de la via
IR/Akt/p70S6K en células ECL-1. Células
estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5% suero
de mujer normopeso premenopdausica (SNP) y premenopausica, Metf=metformina
5 mM de metformina (Metf). TO = antes de

estimular; 10 min = 10 min estimulacion.

* Comparacion vs TO de cada molécula. * p>0.05, **

p=0.005. Ins=Insulina, SNP= suero de mujer normopeso

De los resultados anteriores, las lineas que fueron elegidas como posibles
biosensores para evaluar las diferencias en moléculas séricas entre mujeres
eutroficas y con obesidad fueron: MCF-7, ZR-75-30 y MDA-MB-231. Ademas, en la
mayoria de las lineas se observo la presencia de una banda extra con el anticuerpo
de pAkt Ser 473 que aparecié Unicamente bajo el estimulo con suero de mujer
premenopausica normopeso (SNP), la cual se evalu6 posteriormente (Anexo 1). Por
otra parte, se observé que en presencia de metformina algunas lineas presentaron
una inhibicion de la sefializacién desde los 10 min de exposicion a nivel IR de
manera independiente a la activacion de LKBL1.

6.2.4 Comparacion de la viabilidad por sueros de mujeres premenopausicas
eutréficas vs con obesidad en lineas celulares de cancer de mama

Al identificar a las lineas MCF-7, ZR-75-30 y MDA-MB-231 como las lineas de
cancer de mama que presentaron activacion de la via de PI3K/Akt por estimulaciéon
con suero humano, se procedi6 a evaluar cual de estas lineas podria discernir entre
sueros de mujeres premenopausicas eutréficas (SNP) en comparacion con mujeres
premenopausicas con obesidad (SOP).
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Como se menciond anteriormente, las mujeres con obesidad presentan un mayor
riesgo de desarrollar cancer de mama, por lo que decidimos comparar el efecto de
sueros de mujeres con obesidad vs normopeso. A través de una prueba piloto se
determind por medio del programa G Power un tamafo de muestra de 10 sueros
para cada grupo (eutréfico vs obeso), con un poder estadistico del 80%, 90% de
confianza y a=0.05. Una vez colectadas las muestras se evaluaron algunas
caracteristicas metabdlicas. En la Tabla 9 se describen las caracteristicas de cada
grupo, donde se observa que los triglicéridos presentaron una diferencia
estadisticamente significativa entre mujeres normopeso vs con obesidad.

Tabla 9. Caracteristicas de Sueros premenopausicos Eutroficos y Obesos

Caracteristica

Peso 56+4.2 84.6+13.5**
Estatura 1.61 +0.04 1.62 £ 0.06
IMC 21.5+0.8 335+4.2
Edad 31+6.5 31.844.5
Glucosa (mg/dL) 84.619.7 86.3+4.1
Colesterol Total (mg/dL) 167.1+11.6 173.6+39
Colesterol HDL (mg/dL) 48.6+8.1 56.6+26.7
Colesterol LDL (mg/dL) 101.6+7.5 98.8+21.7
Triglicéridos (mg/dL) 86.9£14.9 160.3+13.5**
Tipo Sanguineo Oo+7 Oo+7
A+ 2 O-1
B+1 A+ 2

En un estudio previo de nuestro laboratorio (Hernandez, 2016) se determind que
existe un efecto diferencial sobre la viabilidad de la linea MCF-7 al comparar sueros
de mujeres con diferentes caracteristicas metabdlicas. Tomando estos datos
decidimos comparar la viabilidad celular. En la Grafica 18 se observa que en la linea
MCF-7 la suplementacién con 5% SFB presento una disminucion en la viabilidad
del 9% respecto a Ctr, contrario al incremento del 22% bajo estimulacion con 5%
SOP. Mientras al comparar contra 5% SFB el aumento fue del 31% bajo
estimulacion con 5% SOP. Por otra parte, hubo un incremento del 20% bajo
estimulacion con 5% SOP respecto a SNP.

Para la linea ZR-75-30 (Grafica 18), la suplementacion con 5% SNP indujo una
reduccion del 13% respecto a Ctr. Por otra parte, al comparar contra 5% SFB y entre
sueros humanos no hubo diferencias estadisticamente significativas.
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En la linea MDA-MB-231 (Grafica 18), no hubo diferencias estadisticamente
significativas al comparar contra Ctr o 5% SFB, ni al comparar entre sueros

humanos.

Grafica 18. Comparacion de la viabilidad en lineas de cancer de mama
por exposicion a sueros eutroficos vs obesos
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* Comparacion vs Ctr de cada linea, # vs SFB, $ SNP. * p>0.05, ** p>0.005. Ctr=control, SFB=suero fetal bovino,

SNP= sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad premenopausicas
Los resultados anteriores demostraron que las lineas ZR-75-30 y MDA-MB-231 no
pudieron diferenciar adecuadamente entre los dos tipos de sueros humanos. Para
la linea ZR-75-30 ambos grupos presentaron una tasa de viabilidad similar, mientras
la linea MDA-MB-231 presentd mayor variabilidad en la respuesta a los diferentes
sueros de cada grupo, por lo que la dispersiéon fue mayor, razones por las que estas
lineas se descartaron para ser utilizadas para comparar sueros humanos con
caracteristicas metabolicas diferentes. Por otra parte, la linea MCF-7 fue capaz de
discernir entre ambos tipos de suero con un rango dinamico mayor, lo que permitié
diferenciar cambios pequeiios entre los sueros de ambos grupos de estudio.
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6.3. Comparacidon de sueros de mujeres premenopausicas eutréficas vs con
obesidad (Validaciéon del Modelo)

Una vez que se determiné a través de la viabilidad celular que la linea MCF-7 podia
diferenciar entre sueros con diferentes caracteristicas metabdlicas, el siguiente
paso fue validar el modelo a través de la evaluacién de diferentes parametros
bioldgicos que a su vez serviria como una caracterizacion inicial del efecto de estos
grupos de sueros sobre la célula tumoral, complementando la poca informacion que
existe sobre el uso de sueros humanos en cultivo celular.

6.3.1 Curso temporal de activacion de la via IR/Akt/p70S6K por exposicion a
sueros de mujeres premenopausicas eutréficas vs con obesidad

Si bien es conocido que en tumores de cancer de mama de mujeres con obesidad
existe un incremento en la activacion de Akt, se desconoce el mecanismo por el
cual se da esta activacion. Por lo que decidimos realizar un curso temporal de la
activacion de la via IR/Akt/p70S6K para determinar si parte de este incremento era
mediado por una activacién temprana por la exposicion a sueros con caracteristicas
metabolicas diferentes. En la Figura 24 se presenta el Western Blot de moléculas
de la via IR/Akt/p70S6K en un curso temporal después de la estimulaciéon con
sueros de mujeres premenopausicas eutroficas vs con obesidad.

Ins SNP1 SOP3
Min TO 10 5 10 30 60 10 30 60
pIR-B
(Tyr 1162-1163)
IR-B
pAkt

(Ser 473) S “

A1 ----..--..I
pp70S6K
(Thrsso) i s Seoe s S SEEE s s S——

Figura 24. Western Blot de curso temporal de moléculas de la via IR/Akt/p70S6K en células
MCF-7 por estimulacion con sueros humanos. Células estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5%
suero de mujer normopeso premenopausica (SNP) y 5% suero de mujer con obesidad
premenopausica (SOP).
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La estimulacion con sueros SOP incremento la fosforilacion del receptor de insulina
(IR) desde los primeros 5 min de estimulacion de manera constante hasta los 60
min, presentado el pico de activacion a los 10 min con un incremento de 0.45 veces
respecto a TO. Por su parte, la estimulacion con sueros SNP presento a los 10 min
de estimulacion el mayor nivel de fosforilacion, aunque fue similar a TO. Al comparar
los promedios de cada curso temporal, se observo que los sueros SOP aumentaron
0.46 veces la fosforilacion de IR respecto a SNP (Gréfica 19).

A nivel de Akt (Gréfica 19), la estimulacion con sueros SOP present6 un incremento
en la fosforilacién desde los primeros 5 min de manera constante hasta los 60 min,
donde el pico maximo se observd a los 10 min con un incremento de 1.68 veces
respecto a TO. Mientras la estimulacion con SNP presentd un incremento gradual a
partir de los 10 min de estimulacién, alcanzando el pico de fosforilacion a los 60 min
con un aumento de 0.9 veces respecto a TO. Al comparar los promedios de cada
curso temporal, se observo un aumento de 1.2 veces por estimulacion con sueros
SOP respecto a SNP. Por otra parte, se observo que bajo la estimulacion con sueros
SNP los niveles de Akt total fueron disminuyendo a lo largo del tiempo, contrario a
lo observado por estimulacion con sueros SOP en donde los niveles de la proteina
total fueron constantes.

Para p70S6K (Gréfica 19), la estimulacion con sueros SOP indujo un incremento
paulatino en la fosforilacion de la proteina, alcanzando un incremento maximo de
0.9 veces a los 30 min de estimulacion en comparacion a TO pese a la activaciéon
temprana de Akt. Por otro lado, la estimulacion con SNP incremento paulatinamente
la fosforilacion de p70S6K hasta alcanzar el pico a los 60 min con un incremento de
0.5 veces respecto a TO. Al comparar los promedios de cada curso temporal, se
observé que los sueros SOP aumentaron 0.35 veces la fosforilacion respecto a
SNP.
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Grafica 19. Comparacion del curso temporal de activacion de la via
IR/Akt/p70S6K por estimulacion con SNP vs SOP
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De forma general, los sueros SOP promovieron la activacion temprana de las tres
moléculas evaluadas en comparacion a sueros SNP. Por otra parte, la molécula que
presentd mayor diferencia en su fosforilacion al comparar ambos tipos de suero fue
Akt.

6.3.2 Evaluacion de los niveles de mRNA de isoformas de Akt por estimulacion
con sueros de mujeres premenopausicas eutroficas vs con obesidad

Con los resultados del ensayo anterior, al realizar las densitometrias de los Western
Blots se determiné que la exposicion a sueros SNP generd una disminucién en los
niveles de Akt total no asi en las estimulaciones con sueros de mujeres
premenopausicas con obesidad, por lo que se decidid determinar los niveles de
MRNA por estimulacion de sueros SNP y SOP en un curso temporal. En la Figura
25 se observan los geles de agarosa para cada isoforma de Akt, utilizando PPIA
como control constitutivo.

Insijlina SNP 1 SOIP 3
1

Min TO 10 60 5 10 30 60 5 10 30 60
Akt-1

Akt-2
Akt-3
PPIA

Figura 25. Gel de agarosa de productos de RT-PCR de Akt-1, Akt-2, Akt-3y PPIA de
células MCF-7 estimuladas en un curso temporal con sueros SNP y SOP. Células
estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5% suero de mujer normopeso premenopausica (SNP)
y 5% suero de mujer con obesidad premenopausica (SOP).

En la Grafica 20 se observa que los niveles de Akt-1 mRNA bajo estimulacién con
sueros SNP disminuydé 0.5 veces a los 5 min respecto a TO y presenté un aumento
gradual hasta alcanzar los niveles de expresion de TO a los 30 min de estimulacion.
Mientras bajo estimulacion con sueros SOP se observé un aumento de 0.96 veces
a los 5 min respecto a TO y se mantuvo constante hasta los 60 min de estimulacion.
Al comparar los dos cursos temporales se encontr6 que los sueros SOP
incrementaron 1.25 veces los niveles de expresion de Akt-1 mRNA en comparacion
a SNP.



Bajo estimulacion con sueros SNP, los niveles de expresion de Akt-2 mRNA
disminuyeron 0.47 veces a los 5 min de estimulacion comparado a TO hasta
alcanzar un aumento de 0.72 veces a los 60 min. Por su parte, la estimulacién con
sueros SOP indujo un incremento de 0.11 veces a los 5 min de estimulacion
respecto a TO hasta alcanzar un aumento de 0.81 veces a los 10 min. Comparando
los dos cursos temporales se encontrd que los sueros SOP indujeron un incremento
de 0.87 veces en comparacion de SNP (Gréfica 20).

La estimulacién con suero SNP present6 una reduccion de 0.16 veces a los 5 min
de estimulacion respecto a TO en los niveles de expresion de Akt-3 mRNA, hasta
presentar un incremento de 0.5 veces a los 60 min. Mientras la estimulacién con
sueros SOP indujo un incremento de 0.3 veces a los 5 min de estimulacion respecto
a TO y alcanzé un incremento de 0.6 veces a los 30 min. Al comparar los cursos
temporales, se observd que bajo estimulacion con sueros SOP hubo un incremento
de 0.4 veces en los niveles de expresion de Akt-3 mRNA en comparacion a SNP
(Gréfica 20).
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Grafica 20. Niveles de expresion de mRNA de isoformas de Akt bajo estimulacion con
sueros humanos
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* Comparacién vs TO de cada molécula, # vs Ins de cada molécula. * p=0.05, ** p=0.005. Ins=insulina, SNP= sueros de mujeres normopeso
premenopausicas, SOP=sueros de mujeres con obesidad premenopausicas
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6.3.3 Evaluacion de la migracion celular bajo suplementacion con sueros de

mujeres premenopausicas eutréficas vs con obesidad

Otra de las caracteristicas del cancer que se han visto modificados por la presencia
de obesidad es la metastasis, ya que la migracion in vitro es un subrogado de esta
caracteristica evaluamos la migracion celular comparando el efecto de sueros de
mujeres premenopausicas normopeso vs con obesidad.

Al evaluar la migracion en la linea MCF-7, en la Figura 26 y Grafica 21 se observa
gue bajo la suplementacion con sueros SOP hubo un incremento en la migraciéon
celular de 102% y 29% por SNP en comparacion a SFB. Mientras al comparar entre
sueros humanos, los sueros SOP indujeron 74% mayor migracion en comparacion

a sueros SNP.

Figura 26. Micrografia de células MCF-7 que atravesaron la membrana de “transwell” en
respuesta a la estimulacién con sueros humanos. Células estimuladas con 5% SFB, 5% sueros de
mujeres normopeso premenopausicas (SNP) y 5% sueros de mujeres con obesidad
premenopausicas (SOP).

Grafica 21. Migracion de células MCF-7 bajo suplementacion con
sueros de mujeres premenopdausicas con diferente IMC
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Estos resultados muestran que la adicién de suero, tanto bovino como humano
incrementa la migracién a través de la membrana del “transwell”. La mayor
migracion inducida por el suero SOP sugiere una diferente composicion sérica
enriguecida con factores que promueven la migracion.

6.3.4 Comparacion del efecto citotoxico de metformina bajo la suplementacion
con sueros de mujeres premenopausicas eutroficas vs con obesidad

Aungue existe amplia evidencia del efecto citotoxico de la metformina en cultivo
celular, se desconoce cudl es el efecto del farmaco en presencia de sueros
humanos. Para descartar que los efectos que pudiéramos observar por los sueros
de mujeres con tratamiento con metformina fuera consecuencia de la presencia del
farmaco en el suero, decidimos realizar una caracterizacion del efecto de la
concentracion minima reportada en cultivo celular del farmaco (5 mM) en presencia
de sueros humanos.

Como muestra la Gréfica 22, hubo una reduccion en la viabilidad dependiente de la
concentracion de metformina en el medio. En el caso de la suplementacién con SFB
se presentd una IC50 de 16.4 mM de metformina, en la suplementacion con sueros
SNP la IC50 fue de 12.7 mMy en la suplementacion con sueros SOP la IC50 fue de
19 mM. Los datos anteriores mostraron que las células MCF-7 presentaron mayor
sensibilidad a metformina bajo la suplementacion con sueros SNP, efecto contrario
al observado bajo suplementacion con sueros SOP.

Grafica 22. Efecto de metformina sobre la viabilidad en células MCF-7
en presencia de sueros humanos
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6.3.5 Efecto de la presencia de metformina sobre la captacidén de glucosa bajo
suplementacién con sueros de mujeres premenopausicas eutroficas vs con
obesidad

Al ser un regulador de la captacién de glucosa, la metformina podria regular el efecto
Warburg en las células tumorales, por lo que decidimos evaluar el efecto del
farmaco en la captacion de glucosa de las células MCF-7. En la Grafica 23 se
observa que bajo la suplementacion con sueros SNP hubo un incremento en la
captacion de glucosa del 12% en comparacion a sueros SOP. Por otra parte, en
presencia de metformina no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas, pero se observaron dos comportamientos: 1) bajo suplementacion
con sueros SNP hubo una reduccion en la captacion de glucosa y 2) bajo
suplementacion con sueros SOP hubo un incremento en la captacion de glucosa.

Grafica 23. Captacidon de glucosa en presencia de metformina bajo la suplementacion
con sueros humanos
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6.4 Seleccion de la poblacién para la intervencion farmacolégica con

metformina

Al validar que la linea MCF-7 fue la Unica linea de cancer de mama que podia ser
utilizada como biosensor, se procedié a determinar la poblacién de mujeres con
obesidad en la cual se podria llevar a cabo la intervencion farmacolégica con
metformina, ya que se desconocia si podria existir un efecto diferencial de
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metformina mediado por el estado hormonal de la mujer, pues la mayor parte de los
estudios retrospectivos que reportan el efecto antitumoral de metformina se han
realizado en mujeres posmenopausicas. Por lo anterior, comparamos los sueros de
mujeres pre y posmenopausicas eutroficas vs con obesidad.

En la Tabla 10 se muestran algunos parametros metabdlicos de los grupos de
estudio. Donde los triglicéridos presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre mujeres normopeso y con obesidad, tanto pre como
posmenopausicas. Mientras el colesterol HDL presentd diferencias significativas
entre mujeres normopeso vs con obesidad del grupo de posmenopausia.

Tabla 10. Caracteristicas metabdlicas de sueros de mujeres pre- y posmenopausicas
con diferentes IMC

Caracteristica Premenopausia Posmenopausia

SNP SOP SNPost SOPost
n=10 n=10 n=2 n=10

Peso 56.31+4.2 84.6+£13.5** 56.5+6.3 98+12.3**
Estatura 1.59 +0.05 1.6 £0.054 1.5+0.03 1.6 £0.06
IMC 20.9+ 1.67 32.8 +4.5* 23.4+0.41 40.2+ 7.2**
Edad 31+6.5 31.844.5 52+4.2 55.6+3.8
Glucosa (mg/dL) 84.61+9.7 86.31+4.1 92.148.1 91.247.2
Colesterol Total (mg/dL) | 167.1+11.6 173.6+39 154+9.15 172.1+30.9
Colesterol HDL (mg/dL) 48.6+8.1 56.6+26.7 55+3.6 43.948.9*
Colesterol LDL (mg/dL) 101.6+7.5 98.8+21.7 94+7.2 106.5+31.1
Triglicéridos (mg/dL) 86.9+14.9 160.3+13.5** 101+5.2 148.9+31.6*

* p>0.05, ** p=0.005

6.4.1. Comparacion de laviabilidad por sueros de mujeres eutréficas vs
con obesidad con diferente estatus hormonal

Para la seleccién de la poblacion en la que aplicariamos la maniobra farmacoldgica,
en principio evaluamos el efecto de los diferentes tipos de sueros humanos sobre la
viabilidad celular. Como se muestra en la Gréfica 24, los sueros SOP presentaron
un aumento del 20% en comparacion con Ctr, 29% en comparacion con 5% SFB y
25% en comparacion con SNP. Mientras que los sueros de mujeres
posmenopausicas con obesidad (SOPost) mostraron un aumento del 16% en
comparacion con el 5% de SFB y 14% en comparacion a SNP.



Grafica 24. Comparacion de la Viabilidad de la linea MCF-7 en respuesta a sueros
humanos con diferente IMC y estado hormonal
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* Comparacion vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p>0.05, ** p>0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero fetal
bovino, SNP=sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP=sueros de mujeres con obesidad
premenopausicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas, SNPost= sueros de mujeres
normopeso posmenopausicas

Los resultados anteriores demostraron que las células MCF-7 presentaron mayores
tasas de viabilidad bajo estimulacion con sueros de mujeres con obesidad, tanto
premenopausicas como posmenopausicas. Sin embargo, el grupo de sueros SOP
fue el que promovié mayor incremento en comparacién con las mujeres pre- y

posmenopausicas de peso normal.

6.4.2. Comparacion de la activacion de la via IR/Akt/p70S6K por sueros
de mujeres eutréficas vs con obesidad con diferente estatus
hormonal

Posteriormente evaluamos los niveles de fosforilacion de moléculas de la via
IR/Akt/p70S6K bajo estimulacion con sueros de mujeres pre- y posmenopausicas
eutroficas vs con obesidad. Para este ensayo se utilizé un anticuerpo que reconoce
las tres isoformas de Akt (pAkt 1/2/3 (Ser 473)) y un anticuerpo que reconoce
especificamente la isoforma Akt-1 (pAkt-1 (Ser 473)), esto con la finalidad de
discernir la isoforma de Akt sobre la que tienen mayor efecto los diferentes tipos de
sueros humanos. En la Figura 27 se observa el Western Blot de las moléculas de la
via IR/Akt/p70S6K bajo la estimulacion con los diferentes sueros humanos de cada
grupo de estudio.
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Figura 27. Western Blot de moléculas de la via IR/Akt/p70S6K en células MCF-7 estimuladas con sueros de
mujeres con diferente IMC y estatus hormonal. Células estimuladas con 0.5 IlU/ml insulina, 5% SNP, 5% SOP,
5% sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas (SOPost) y 5% sueros de mujeres normopeso
posmenopausicas (SNPost). Imagen representativa de 5 sueros de cada grupo.

Para el andlisis por grupo se evaluaron los 10 sueros descritos en la Tabla 9 con 3
repeticiones independientes. Este analisis mostré que para la fosforilacion de IR
(Gréafica 25) hubo un incremento de 0.8 veces bajo estimulacion con Ins, 1 vez con
SNP, 1.3 veces con SOP, 2 veces con SOPost y 1.1 veces con sueros de mujeres
posmenopausicas normopeso (SNPost) respecto a TO. En comparacion a Ins los
sueros SOP tuvieron un aumento de 0.75 veces y 1.35 veces bajo estimulacion con
sueros SOPost. Respecto a sueros SNP, los sueros SOPost tuvieron un incremento
de 0.8 veces. Al comparar contra los sueros SOP, los sueros SOPost presentaron
un incremento de 0.5 veces. En comparacion a sueros SOPost hubo una
disminucion de 0.75 veces en la estimulacion con los sueros SNPost.

Grafica 25. Comparacidn de pIR por estimulacion con diferentes tipos de sueros
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* Comparacion vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p20.05, ** p>0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero fetal
bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad
premenopausicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas, SNPost= sueros de mujeres
normopeso posmenopausicas
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En la Gréfica 26 se observan los niveles de fosforilacion de Akt 1/2/3, donde hubo
un incremento de 1.1 veces por estimulacion con Ins, 2 veces por SNP, 1.8 veces
por SOP, 3 veces por SOPost y 2 veces por SNPost respecto a TO. En comparacion
a Ins los sueros SNP tuvieron un aumento de 1 vez, los sueros SOP 0.9 veces, los
sueros SOPost 2.3 veces y los sueros SNPost 1.3 veces. Respecto a sueros SNP,
los sueros SOPost tuvieron un incremento de 1.28 veces. Al comparar contra los
sueros SOP, los sueros SOPost presentaron un incremento de 1.4 veces. En
comparacion a sueros SOPost hubo una disminucion de 1 vez en la estimulaciéon
con los sueros SNPost. Aunque el anticuerpo anti-Akt reconoce las 3 isoformas, las
imagenes del Western Blot, muestran que la sefial de fosforilacion predominante
corresponde a Akt-1, solo la insulina promovié la fosforilacion de Akt-2.

Grafica 26. Comparacion de pAkt 1/2/3 por estimulacion con diferentes tipos de
sueros humanos 2&
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fetal bovino, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad

premenopausicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas, SNPost= sueros de mujeres
normopeso posmenopausicas

Con los datos anteriores observamos que la sefializacion es mediada
principalmente por Akt-1, por lo que decidimos corroborar esta informacion
utilizando un anticuerpo especifico contra Akt-1. En la Grafica 27 se observan los
niveles de fosforilacion de Akt-1, en donde hubo un incremento de 1 vez por
estimulacion con SNP, 1.3 veces por SOP, 1.5 veces por SOPost y 1.2 veces por
SNPost en comparaciéon con TO. En comparacion a Ins los sueros SNP tuvieron un
aumento de 1 vez, SOP 1.55 veces, SOPost 1.7 veces y SNPost 1.1 veces.
Respecto a sueros SNP, los sueros SOP presentaron un aumento de 0.5 veces y
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SOPost 0.6 veces. Al comparar contra los sueros SOP no hubo diferencias
estadisticamente significativas. En comparacion a sueros SOPost tampoco hubo
diferencias estadisticamente significativas.

Grafica 27. Comparacion de pAkt-1 por estimulacién con diferentes tipos de
sueros humanos s
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* Comparacion vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p>0.05, ** p>0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero

fetal bovino, SNP=sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad

premenopausicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas, SNPost= sueros de mujeres
normopeso posmenopausicas

Al comparar los resultados de las graficas 26 y 27 observamos un patron semejante
en la fosforilacion de Akt. Se observé un aumento secuencial conforme incrementa
el IMC que a su vez también es influenciado por el estado hormonal. Se corroboro
gue las mujeres con obesidad posmenopausicas presentaron los mayores niveles
de fosforilacion de Akt. La Unica discordancia se presentd con la insulina que
promueve la fosforilacion de Akt-2.

En la Grafica 28 se observan los niveles de fosforilacién de p70S6K, donde ninguna
de las estimulaciones evaluadas presento diferencias significativas respecto a TO.
En comparacion a Ins solo la estimulacion con sueros SOP presentd una
disminucion de 0.09 veces. Respecto a sueros SNP, los sueros SOP presentaron
una disminucion de 0.09 veces y SOPost 0.07 veces. Al comparar contra los sueros
SOP no hubo diferencias estadisticamente significativas. En comparacion a sueros
SOPost tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas. Esta falta de
activacion en la proteina podria estar relacionada a lo observado en la grafical9, en
donde el tiempo de activacién de p70S6K se observo a los 30 min de estimulacion.
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Grafica 28. Comparacion de pp70S6K por estimulacion con diferentes tipos de
sueros humanos
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* Comparacion vs Ctr, # vs SFB, $ vs SNP. * p>0.05, ** p>0.00. n=10 para cada grupo. Ctr=control, SFB= suero

fetal bovino, SNP=sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de mujeres con obesidad

premenopausicas, SOPost= sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas, SNPost= sueros de mujeres
normopeso posmenopausicas

Los resultados anteriores mostraron un incremento secuencial en la fosforilacion de
IR, Akt 1/2/3 y Akt 1 bajo la estimulacién con los diferentes grupos de sueros
humanos, excepto con los sueros SNPost que fue muy similar a SNP. Ademas, los
sueros SOPost presentaron los mayores incrementos en la fosforilacion de las
moléculas evaluadas, exceptuando a p70S6K que presentd una reduccion en la
fosforilacion respecto a TO. También, la fosforilaciéon de Akt-1 fue la que identifico
con mayor diferencia entre sueros humanos.

6.4.3. Evaluacion delos niveles de expresion de mRNA de isoformas de
Akt por estimulacion con sueros de mujeres eutréficas vs con
obesidad con diferente estatus hormonal

Como se demostr6 en la Gréfica 20, existe una regulacion en la expresion de las
isoformas de Akt mediado por la exposicion a sueros humanos con diferentes
caracteristicas metabdlicas, pero se desconocia si de igual forma podria existir una
regulacion por sueros con caracteristicas hormonales diferentes. Por lo que
evaluamos la expresion de las isoformas de Akt a 10 min de exposicion con sueros
humanos con diferentes IMC y estatus hormonal.

En la Gréfica 29 se observa que la estimulacién con sueros SNP disminuyeron 0.25
veces el mRNA Akt-1, contrario al aumento de 0.9 veces con SOP, 1.2 veces con
SOPost y 1.9 veces con SNPost en comparacién a TO. Mientras la expresion de
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MRNA Akt-2 disminuyo 0.36 veces por SNP, en contraste al aumento de 0.78 veces
con SOP y 0.24 veces con SNPost respecto a TO. Por otra parte, la expresion de
MRNA Akt-3 disminuyo 0.18 veces por SNP y aumento 0.41 veces por SOP
respecto a TO.

Grafica 29. Comparacion de los niveles de expresion de mRNA de
isoformas de Akt por estimulacidn con diferentes tipos de sueros
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* Comparacion vs TO. * p=0.05, ** p=0.005. n=10 para cada grupo. Ins=insulina, SNP=sueros de mujeres
normopeso premenopausicas, SOP=sueros de mujeres con obesidad premenopausicas, SOPost= sueros de
mujeres con obesidad posmenopausicas, SNPost= sueros de mujeres normopeso posmenopausicas

En conjunto, los datos anteriores sugirieron que el suero de mujeres obesas
posmenopausicas, podria contribuir a un aumento en los niveles de viabilidad de las
células tumorales, asociado al aumento en la fosforilacion de Akt y la expresion de
MRNA Akt-1. Estos resultados y la mayor incidencia de cancer de mama en mujeres
posmenopausicas, nos llevd a centrarnos en esta poblacion para realizar la
intervencién farmacologica con metformina.

6.5. Evaluacion del efecto del suero de mujeres con obesidad

posmenopausicas tratadas con metformina

Para determinar si el tratamiento con metformina podia inducir cambios en
moléculas séricas de mujeres posmenopausicas con obesidad que pudieran tener
un impacto en la célula tumoral. Inicialmente habiamos calculado una muestra de
48 pacientes, pero solo colectamos 30 pacientes, de las cuales Unicamente 12
mujeres completaron el tratamiento con metformina. De estas 12 mujeres se evalué
el efecto de sus sueros a 0 semanas de tratamiento (0ST) y 10 semanas de
tratamiento (10ST) con metformina sobre la proliferacion celular, niveles de
fosforilacion de moléculas de la via IR/Akt/p70S6K, expresion de mRNA de

79



isoformas de Akt y sefalizacion de NF-kB, ERK y p38 en células MCF-7. Las

caracteristicas del grupo de estudio de mujeres posmenopausicas con obesidad
gue recibieron tratamiento con metformina se describen en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas de Mujeres Posmenopausicas con obesidad tratadas con metformina

Poblaci6n Total Obesidad | Obesidad I Obesidad Il
N=12 N=6 N=3
Edad 55.6+£3.8 55.6+£3.7 54+2.6 57.345.5
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
IMC (kg/m?) 36.416.6 35.616.6 31.5+£1.2 31.2+0.8 36+1.1 35.7+1.3 46.3+4.2 44.2+4.9
Glucosa 91.2+7.5 90.7£10.4 89.5+3.3 91.2+10.2 88.31+8.9 83.3£3.7 97.6+£9.8 95+9.7
(mg/dL)
Triglicéridos | 148.9+61.6 | 159.6+61.7 | 157.8+76.2 | 157.4+52.2 | 118.3+25.9 | 112.3+30.5 | 161.6+61.7 | 194.3+80.1
(mg/dL)
Colesterol 43.94£8.9 46.6+7.6 38.4+15.3 46.8+6 53+9.5 61+12 42.615 41.6+4.5
HDL (mg/dL)
Colesterol 106.5+31.1 116+31.5 107.5+35.2 119+38.7 82.3£22.6 92.3+£20.6 12919 123.3+13.8
LDL (mg/dL)
HOMA-IR 1.9+1.1 2.1+1 2+1.1 2.4+0.8 1.240.16 1.24+0.43 2.4+1.6 1.5+0.8

6.5.1. Evaluacién de la proliferacién de células MCF-7 bajo la suplementacion
con sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad antes y después del

tratamiento con metformina

Lo primero que evaluamos fue la viabilidad de las células MCF-7 bajo exposicion a
sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad antes (0ST) y después del
tratamiento con metformina (10 semanas-10ST). Como se observa en la Gréfica 30
no se observaron cambios significativos en la viabilidad de las células MCF-7

expuestas a sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas con
metformina durante 10 semanas.
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Grafica 30. Proliferacion de células MCF-7 expuestas al suero de mujeres

posmenopausicas con obesidad tratadas con metformina
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Posteriormente la poblacion fue subdivida por la presencia de alteraciones
metabolicas, encontrando dos pacientes con resistencia a la insulina (RI), tres con
hipertension arterial (HA), ocho con dislipidemia (Dislp); de las cuales una paciente
presentd resistencia a la insulina y dislipidemia, dos hipertension arterial y
dislipidemia y una presento las tres alteraciones metabolicas. En la Grafica 31 se
observa que las pacientes sin resistencia a la insulina y las pacientes con
hipertension arterial, en ausencia del tratamiento con metformina (0ST) presentaron
un incremento en la viabilidad celular de 9% y 13% respecto a Ctr. Mientras al
comparar 0ST vs 10ST se observo que las pacientes con resistencia a la insulina
presentaron una reduccion en la viabilidad del 11% y 7% en pacientes sin
dislipidemia. De manera individual la paciente que presenté las tres alteraciones
metabolicas fue quien tuvo la mayor reduccién en la viabilidad con el 10% a las 10
semanas de tratamiento con metformina respecto a 0ST.

Grafica 31. Comparacion de la viabilidad de células MCF-7 expuestas a
sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas con
metformina y clasificadas por alteraciones metabdlicas
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* Comparacioén vs Ctr, # vs 0ST. * p>0.05, ** p>0.005. Ctr= control, SFB= Suero fetal bovino, SOPost= sueros de
mujeres con obesidad posmenopausicas

6.5.2. Evaluacion de la via IR/Akt/p70S6K y Erk 1/2 en células MCF-7 bajo la
suplementaciéon con sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad
antes y después del tratamiento con metformina

Posteriormente para determinar si la disminucién observada en la viabilidad celular
estaba asociada a la reduccion en la activacion de la via IR/Akt/p70S6K, evaluamos
los niveles de fosforilacion de moléculas de esta via de sefalizacion. Ademas
considerando el efecto diferencial sobre la viabilidad dependiente de las
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caracteristicas metabolicas, también evaluamos a la proteina ERK como
representante de la via MAPK, la cual tiene un papel sobre la viabilidad célular. Para
esto estimulamos células MCF-7 con sueros de mujeres posmenopausicas con
obesidad tratadas con metformina durante 0 y 10 semanas (Figura 28).
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Figura 28. Western Blot de moléculas de la via IR/Akt/p70S6K y Erk 1/2 en células MCF-7 estimuladas con
sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas con metformina. Células estimuladas por 10 min
con 0.51U/ml insulina, 5% sueros de mujeres con obesidad posmenopausicas (SOPost) a 0 (0ST) y 10 (10ST)
semanas de tratamiento con metformina.

Al evaluar la fosforilacion de IR se observdé un aumento de 0.4 veces en la

estimulacién a 0ST y 10ST semanas de tratamiento con metformina en comparacion
al TO, pero no se observaron cambios estadisticamente significativos entre 0ST y
10ST. Es importante mencionar que al subdividir la poblacion en base a las
alteraciones metabdlicas tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas (Gréfica 32).
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Al evaluar la fosforilacion de Akt, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas cuando las células fueron estimuladas con los sueros de las pacientes
con obesidad tratadas con metformina (OST y 10ST) (Gréfica 33).
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Pero al dividir a la poblacién por la presecia de alteraciones metabdlicas se observo
gue después del tratamiento con metformina (10ST), los sueros de pacientes con
resistencia a la insulina (RI) indujeron una reduccién de 0.3 veces y los sueros de
pacientes con hipertension arterial (HA) 0.6 veces en comparacién a sus respectivos
OST (Grafica 34). Lo cual se correlaciono con la disminucion de la viabilidad en las
pacientes con resistencia a la insulina, no asi en las pacientes con hipertension

arterial.
Grafica 34. Comparacidn de la fosforilacion de Akt en células MCF-7
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Por otra parte, como en el ensayo de proliferacion se observé una diferencia en el
efecto inducido por los sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad mediado
por la presencia de resistencia a la insulina, se evalué la fosforilacion de Erk 1/2
(Thr 202-Tyr 204) para determinar si la viabilidad inducida por los sueros con HOMA
<3 era producido por la activacion de la via MAPK cinasa. Aunque se observé una
disminucion de 0.67 veces a 10ST en comparacion con OST, no fue
estadisticamente significativo, ni tampoco al subdividir a la poblacién en base a las

alteraciones metabdlicas (Grafica 35).

Grafica 35. Comparacion del efecto de sueros de mujeres
posmenopausicas con obesidad a diferentes tiempos de tratamiento
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En el caso de p70S6K no se observaron cambios estadisticamente significativos en
sus niveles de fosforilacion cuando las células fueron estimuladas con sueros de
mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas durante 10 semanas con
metformina en comparacion a 0 semanas (0ST) (Gréfica 36). Por otra parte, aunque
en algunas pacientes se observd una reduccion en los niveles de fosforilacién de
p70S6K, no se pudo asociar a uno de los grupos generados por la presencia de

alteraciones metabodlicas.
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Grafica 36. Comparacion del efecto de sueros de mujeres
£ posmenopdausicas con obesidad a diferentes tiempos de tratamiento
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En conjunto, los resultados anteriores mostraron que las mujeres posmenopausicas
con obesidad que tuvieron una respuesta al tratamiento con metformina
disminuyendo la viabilidad y la fosforilacion de Akt fueron aquellas con resistencia
a la insulina (HOMA>3). Por lo anterior se decidié Unicamente subdividir a la
poblacién por la presencia de resistencia a la insulina, en donde los grupos
guedaron conformados por 3 pacientes en el grupo con resistencia a la insulina'y 9
en el grupo sin resistencia a la insulina.

6.5.3. Evaluacion de isoformas de mRNA de Akt en células MCF-7 bajo la
suplementacién con sueros de mujeres posmenopdausicas con obesidad
antes y después del tratamiento con metformina

Como se observo en la Grafica 29, la estimulacion de las células MCF-7 con sueros
de mujeres con obesidad indujo un aumento en la expresion del mRNA de las
isoformas de Akt, por lo que decidimos evaluar si después del tratamiento con
metformina se podria revertir dicho efecto. La Grafica 37 muestra un aumento de 1
vez en la expresion de mRNA Akt-1 cuando las células fueron estimuladas con los
sueros de mujeres con HOMA<3 después de 10 semanas de tratamiento con
metformina (10ST) en comparacion con su respectivo 0ST. Para el mRNA Akt-2
hubo un aumento 0.75 veces por la suplementacion con sueros de mujeres con
HOMA>3 después de 10 semanas de tratamiento con el farmaco. En el caso de
MRNA Akt-3 no se observaron cambios estadisticamente significativos.
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Grafica 37. Comparacione los niveles de expresion de mRNA de
isoformas de Akt por estimulacidn con sueros de mujeres con obesidad
posmenopausicas tratadas con metformina
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* Comparacion vs 0ST. * p=0.05, ** p=0.005. Ins= insulina, H<3 = HOMA<3, H>3 = HOMA>3.

Los resultados anteriores mostraron que la disminucién en la fosforilacion de Akt-1
en mujeres con HOMA>3 no esta relacionada con la disminucion en la expresion
del mRNA. Curiosamente, aungque no se observaron cambios significativos en la
fosforilacién de Akt en pacientes sin resistencia a la insulina (HOMA<3), si hubo
cambios en la expresion del mRNA Akt-1 a las 10 semanas de tratamiento con
metformina.

6.5.4. Evaluacion de la via NF-kB y p38 en células MCF-7 bajo la
suplementacién con sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad
antes y después del tratamiento con metformina

Se ha descrito que la presencia de obesidad induce un estado inflamatorio de bajo
grado, por lo que no se descarta que la metformina también pudiera influir sobre las
vias de sefializacion asociadas a la inflamacién. Por otra parte, se sabe que la
metformina regula negativamente la expresibn de algunas citocinas
proinflamatorias, por lo que decidimos evaluar la sefalizacién de NF-kB y p38 en
células MCF-7 expuestas a los sueros de mujeres con obesidad después de 10
semanas de tratamiento con metformina. En la Figura 29 se muestra el western blot
de IKB-a y p65 a 10 y 30 min de estimulacién con sueros de mujeres
posmenopausicas con obesidad tratadas durante 10 semanas con metformina.
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Figura 29. Western Blot de moléculas de la via NF-kB y p38 en células MCF-7
estimuladas con sueros de mujeres posmenopausicas con obesidad tratadas con
metformina. Células estimuladas con 0.5 IU/ml insulina, 5% sueros de mujeres con

obesidad posmenopausicas (SOPost) a0y 10 semanas de tratamiento con
metformina divididos por la presencia de resistencia a la insulina.
Al evaluar los niveles de fosforilacion de moléculas de la via NF-kB, observamos
gue la estimulacion con sueros de mujeres con HOMA<3 antes del tratamiento con
metformina (OST) indujeron una degradacion de IKBa de 0.3 veces a los 30 min de
estimulacién en comparacion a 10ST (Gréfica 38). Mientras que a los 10 min de
estimulacion hubo un aumento de 0.45 veces en la fosforilacion de p65 con sueros
de pacientes con HOMA<3 con 10 semanas de tratamiento (10ST) en comparacion

a OST.

Grafica 38.- Comparacion de Niveles de fosforilacion de moléculas de la via NF-kB en células
MCF-7 por estimulacion con sueros de mujeres tratadas con metformina
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Por otra parte, se ha reportado que la activacion de NF-kB requiere la activacion de
p38 como cofactor, que a su vez es regulado por metformina. Al evaluar la
fosforilacion de p38 (Tyr 182) a los 10 min de estimulacion no se observaron
cambios estadisticamente significativos a 10ST respecto a OST en ninguno de los
grupos de estudio. Sin embargo, a 30 min de estimulaciéon hubo un incremento de
3.3 veces en pp38 (Tyr 182) por exposicion a sueros de mujeres con HOMA>3 a las
10ST respecto a su 0ST (Gréfica 39).

Grafica 39. Comparacidon de Niveles de fosforilacion de p38 en células MCF-
7 por estimulacion con sueros de mujeres tratadas c?_lr;g\etformina
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* Comparacion vs TO, # vs 0ST. * p>0.05, ** p>0.005. Ins=insulina, H<3 = HOMA<3, H>3 = HOMA>3.

En conjunto los resultados anteriores mostraron que el tratamiento corto con
metformina tiene un efecto positivo en mujeres con obesidad con resistencia a la
insulina, al revertir el incremento en la fosforilacion de Akt y la viabilidad de células
MCF-7 expuestas a los sueros de estas mujeres. Por otra parte, aunque nuestros
resultados mostraron que en mujeres con obesidad sin resistencia a la insulina
existe un aumento de la fosforilacion de p65, la reduccion en la degradacién de IKBa
impediria la traslocacion a nucleo de NF-kB, interrumpiendo su sefalizacion.
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7. DISCUSION

Las oscilaciones entre normopeso, sobrepeso y obesidad se presentan en las
poblaciones animales y en el humano como resultado de periodos de abundancia
(épocas de cosechas) y de escasez (sequia o invierno). Si bien a lo largo de la
historia estas fluctuaciones permitieron la existencia de alelos con mayor eficiencia
para el almacenamiento de lipidos (denominados genes “ahorradores de energia,
propuesto por Neel en 1962), no explica del todo la epidemia actual de obesidad
(Ruiz et al, 2019). Por lo cual es necesario considerar hipotesis complementarias
como la del “epigenoma econdmico” de Stoger, en donde todos los humanos
presentan los genes “ahorradores”, los cuales sufren la alteracién en la expresion
fenotipica producido por las variaciones ambientales, generando modificaciones
epigenéticas que pueden transmitirse a través de la linea germinal (Genng, 2014).

A lo anterior se suma la literatura cientifica documentada desde el siglo XVI cuando
se comienza a utilizar el término “obesidad” y su posterior conceptualizacién como
una enfermedad en el siglo XIX. Sin embargo, es en el siglo XX cuando la obesidad
presenta un cambio epidemioldgico a consecuencia de la mejora en la calidad de
vida. Dentro de las modificaciones asociadas a este cambio se incluyen: la movilidad
social, el aumento en la esperanza de vida y la urbanizacion, que en conjunto
promovieron un cambio en el estilo de vida incrementando el consumo calérico y
disminuyendo la actividad fisica, afectando la expresién del “epigenoma ahorrador”.
Es asi, que a partir de 1975 a 2014 a nivel mundial el aumento de peso fue de 1.5
Kg por década, razén por la que la investigacion en la obesidad, en el siglo XXI
presentd un aumento de 424% en comparacion al siglo XX (Ruiz et al, 2019).

El sobrepeso y la obesidad han mostrado ser elementos de riesgo para el desarrollo
no solo de enfermedades metabdlicas sino también de otras condiciones
patolégicas como las neoplasias de esofago, colo-rectal, pancreas, proéstata,
endometrio y mama (Sanchez et al, 2014). En particular en el cancer de mama el
sobrepeso y la obesidad incrementan de 2-3 veces el riesgo de desarrollar esta
enfermedad (Amadou et al, 2013). Por lo que, la relacion entre obesidad y cancer
de mama se reconoce como un problema de salud publica, lo que ha motivado la
investigacion sobre los mecanismos que conllevan a esta asociacion. Razon por la
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cual el desarrollo de nuevas herramientas para su investigacion es un area que se
encuentra en plena expansion.

En este trabajo consideramos el uso de células de cancer de mama como un
biosensor. Un biosensor es aquel que permite detectar e interpretar parametros
biolégicos o quimicos por medio de tres componentes: el sensor bioldgico, el
transductor y el detector (Jiménez & Ledn (2008), Castro et al (2007)). En nuestro
estudio propusimos el uso de la célula tumoral como el sensor biolégico, el
transductor analizando los cambios en los patrones de fosforilacién y el detector
asociado a la proliferacion y migracién (Figura 30). Estas variables presentaron
patrones diferenciales al exponer a las células tumorales a componentes séricos de
mujeres con caracteristicas metabdlicas y hormonales diferentes.
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Figura 30. Esquema de los componentes que conforman un biosensor.

El proponer a la célula tumoral como un biosensor para detectar diferencias en
moléculas séricas fue un concepto nuevo, por lo cual nos encontramos con la falta
de informacion que estableciera las condiciones adecuadas para el uso de sueros
humanos. Aunque sabemos que en este momento no es posible replicar el
“microambiente tumoral”’, una aproximacion directa es emplear un componente
sistémico, como es el suero humano.
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La primera limitante con el uso de sueros humanos fue la preservacion de moléculas
termosensibles que estan presentes en el suero en forma nativa y funcional, las
cuales repercuten en la promocion y progresion de la carcinogénesis. Ademas,
tuvimos que considerar la presencia de moléculas que inducen la eliminacion de
células tumorales, como son los componentes C1, C2 y C8 del sistema del
complemento que inician el proceso de opsonizacién en union a C6 y que
normalmente son inactivados a 56 °C (Linscott y Triglia, 1981).

Para el cultivo con SFB, la falta de inactivacion por calor tuvo una reduccion
importante sobre la viabilidad de las células tumorales que fue mas significativo en
comparacion al efecto que presentd el suero humano, probablemente como
consecuencia del rechazo inmunoldgico mediado por anticuerpos anti-Gala 1-3
presentes en el SFB (Bazéan et al, 2004). Por otro lado, aunque la disminucion que
se observo por estimulacion con suero eutréfico sin inactivacion del sistema de
complemento no fue estadisticamente significativa, la inactivacion térmica mostré la
inhibicion de proteinas termosensibles que tienen efecto en la induccién de la
proliferacion como podrian ser insulina e IGF, entre otras.

Por otra parte, tuvimos que tomar en consideracion la presencia de rojo fenol en el
medio de cultivo debido a reportes como el de Berthois et al (1986). En este trabajo
se describi6 que esta molécula presenta cierta semejanza estructural con
estroégenos no esteroideos. Mas aun, la concentracion de rojo de fenol presente en
el medio de cultivo incrementa significativamente la proliferacion y la sintesis de
proteinas en células sensibles a estrégeno, como es el caso de células de cancer
de mama. Por todo lo anterior, desconociamos si esto podia interferir en la
suplementacion con sueros humanos. Nuestros resultados mostraron que la
ausencia de rojo fenol en la suplementacién con suero de mujer normopeso
favorecio la proliferacion celular posiblemente por la union del rojo fenol a proteinas
séricas que inhiben su unién a receptores estrogénicos reduciendo la proliferaciéon
inducida por esta molécula y permitiendo la accion de inhibidores de la proliferacion
presentes en el suero (Berthois et al, 1986).

En otro orden de ideas, una de las metodologias ampliamente utilizadas en la
investigaciéon in vitro es la reduccion de SFB para la evaluacion de procesos
celulares como: ciclo celular, diferenciacion, bioestimulacién, niveles de
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fosforilacion, entre otros (Rosebrock (2017), Langan & Chou (2011)). Pese a que la
reduccion “semigradual” de SFB (10%-2%-0%) genera una reduccion en el tamafio
y mayor desprendimiento de la placa de cultivo, fue la que presentd una respuesta
similar a su control bajo la suplementacion con suero de mujer normopeso. Lo que
nos permiti6 generar un mayor rango dinamico en la respuesta entre sueros
eutréficos vs con obesidad, favoreciendo la capacidad de diferenciar entre ambos
tipos de suero humano.

Otro de los puntos a evaluar fue la concentracién de glucosa en el medio de cultivo,
ya que desconociamos si la concentracibn de glucosa podria influir en la
suplementacion con sueros humanos. Se sabe que la concentracién de glucosa en
sangre es de 5 mM en condiciones normoglucémicas, mientras en individuos con
obesidad que no presentan un adecuado control glucémico en promedio pueden
alcanzar una concentracion de 11.11 mM de glucosa (Pajuelo et al, 2018). Por otra
parte, se reconoce que la hiperglucemia puede inducir la proliferacién y disminuir la
apoptosis por aumento en la produccién de lactato, promoviendo el efecto Warburg
gue a su vez incrementa la produccion de ROS (Nasir Kansestani et al, 2019). Este
efecto fue comprobado en la concentracion de 25 mM de glucosa en el medio de
cultivo bajo la suplementaciéon con SFB, pero en la suplementacion con suero
humano hubo una reduccién significativa en la viabilidad que fue mayor a la
reduccion observada en una concentracion de 5 mM. Lo anterior podria explicarse
por lo reportado por Zhang et al (2019) en donde mostraron que en altas
concentraciones de glucosa se incrementa la produccién de ROS induciendo la
liberacién de citocromo C y la posterior activacion de las caspasas 3 y 9
promoviendo la apoptosis, contrario a lo que podria suceder a bajas
concentraciones en donde se presenta induccion de la autofagia por activacion de
LC3B explicando la reduccién en la viabilidad.

Por otro lado, el suero humano estd compuesto por 22 proteinas principales entre
las que destacan: albumina, IgG total, transferrina, fibrindgeno, IgA total, Alfa 2-
macroglobulina, IGG total, alfa-antitripsina, complemento C3, haptoglobulina,
glicoproteina alfa 1 4&cida, apolipoproteina Al, lipoproteina, factor H,
ceruloplasmina, complemento C4, factor B del complemento, prealbimina,
complemento C9, complemento C1g y complemento C8, las cuales son moléculas
gue pueden generar la destruccion de la célula tumoral (Anderson & Anderson,
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2002). Pese a la presencia de proteinas que pueden promover la eliminacion de
células tumorales, la mayoria de las lineas de cancer de mama que formaron
nuestro panel celular mantuvieron su viabilidad en la suplementacion con suero
humano. Lo anterior podria deberse al uso de suero normopeso perteneciente a una
mujer con tipo sanguineo O+, explicando el mantenimiento de la viabilidad para la
linea MCF-7 que expresa antigeno O+ en su superficie celular (ATCC). Para el resto
de las lineas celulares no existe una descripcion tan detallada pero la probabilidad
de expresion de antigeno O+ es elevada considerando que es el tipo sanguineo con
mayor abundancia (Mengoli et al, 2015).

Por otra parte, una de las vias de sefalizacion mas importantes en el desarrollo de
cancer es la via de PI3K/Akt, la cual se encuentra desregulada aproximadamente
en el 70% de los tumores mamarios (Tokunaga et al (2014), Wu et al (2018), Hinz
& Jucker (2019)). Ademas, esta via de sefializacion es una de las mas importantes
en la asociacion entre obesidad y cancer de mama al ser activada por moléculas
gue se encuentran en exceso en la obesidad como insulina e IGF (Bowers et al
(2013), Sanchez et al (2014), Allot & Hursting (2015), Dietze et al (2017), Chen et al
(2016), Argol et al (2015), Gérard & Brown (2017), Amadou et al (2013), Agnoli et al
(2015), Borengasser et al (2015), Antonia et al (2016)). A pesar del reconocimiento
de esta asociacion, el uso de sueros humanos solo se ha reportado en los estudios
de Bowers et al (2013 y 2015), por lo que no contabamos con informacion de la
respuesta de las células de nuestro panel a la estimulacién con sueros humanos.
Nuestros resultados mostraron respuestas variables de forma independiente al
subtipo de cancer de mama, pese a la importancia de la via PI3K/Akt asociada a los
subtipos luminal y triple negativo (Hinz & Jicker (2019), Clark & Toker (2014),
Schettini et al (2017), Shao et al (2017)).

Esta variacion en la respuesta de lineas que pertenecen a un mismo subtipo
molecular de la enfermedad puede ser consecuencia de la expresién de otros
receptores. Por ejemplo, en el subtipo luminal A la presencia de receptores como el
de andrdgenos, progesterona, glucocorticoides, prolactina, entre otros, que podrian
expresarse en mayor abundancia por lo que se contraponen a la importancia de la
via PI3K/Akt. Mientras en el subtipo triple negativo, las diferencias en la activacion
de la via de estudio pueden ser consecuencia de la alta variabilidad que presenta
cada uno de los subtipos de cancer de mama triple negativo (Shao et al, 2017).
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Como se mencion6 anteriormente Bowers et al (2013 y 2015) son los Unicos que
han comparado el efecto de sueros de mujeres eutréficas vs con obesidad,
mostrando para la linea MCF-7 un incremento en la viabilidad por exposicion al
suero de mujeres con obesidad asociado a un incremento en la fosforilacion de Akt.
Nuestros resultados corroboran este efecto en el que se present6 un incremento en
la viabilidad bajo exposicidn a sueros de mujeres con obesidad en comparacién con
el suero de mujeres eutréficas. Este resultado refuerza la asociacion entre obesidad
y el desarrollo de cancer de mama del subtipo luminal A. No asi en las lineas ZR-
75-30 y MDA-MB-231 que previamente habian sido seleccionadas como posibles
biosensores.

Lo observado en la linea MDA-MB-231 mostr6 que los sueros de mujeres con
obesidad presentaron una tendencia a inducir mayor proliferacion. Sin embargo, la
dispersiébn que presentaron los sueros del mismo grupo de IMC redujo la
significancia estadistica y demostré que existe variabilidad biol6gica que podria
estar relacionada con las concentraciones séricas de factores de crecimiento y
hormonas presentes en cada uno de los sueros analizados o por el tipo sanguineo.

En el caso de la linea MCF-7, no hubo diferencias significativas al comparar sueros
del mismo IMC, pero diferente estado hormonal, ya que los sueros de mujeres con
obesidad posmenopdausicas, aunque presentaron un ligero incremento en la
proliferacion respecto a su control no fue diferente a lo observado con el suero de
las mujeres premenopausicas con obesidad.

Asi mismo, aunque la activacion de la via IR/Akt/p70S6K por insulina se presenta
en un tiempo de estimulacion de 10 min, este efecto es observado en una
concentracion mayor en comparacion a la que se encuentra en sangre, razon por la
gue a nivel del receptor de insulina (IR) la fosforilacién no incremento a los mismos
niveles cuando fueron evaluados los sueros de mujeres normopeso VS con
obesidad. Sin embargo, pese a que ambos tipos de suero presentaron su mayor
nivel de fosforilacion a 10 min de estimulacion, los sueros de mujeres con obesidad
promovieron niveles mas elevados de pIR posiblemente asociado a la mayor
concentracion de insulina e IGF (Bowers et al, 2013), y en especial los sueros de
mujeres posmenopausicas con obesidad generaron un mayor incremento de la
fosforilacion.
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Pese a que en ambos tipos de suero la activacion de IR ocurrié al mismo tiempo, en
Akt la activacion inducida por los sueros con obesidad se presenté desde los 5 min
de estimulacion. Este efecto puede ser resultado de la presencia de mayores
concentraciones en los sueros de mujeres con obesidad de otras moléculas como
leptina, EGF y estrogenos, entre otras (Bowers et al, 2013). Estas hormonas
convergen en Akt o pueden inhibir la degradacién de la proteina al promover su
uniébn con Hsp90 que inhibe la desfosforilacion de Thr 308 mediado por la
fosforilacion de Ser 129 por CK2 o por la fosforilacion directa por Scr, explicando la
activacion sostenida de Akt (Risso et al, 2015). A lo que se suma la disposicién
continua de Akt que observamos a lo largo del curso temporal y que fue resultado
de la sintesis constante de mRNA producto de la estimulacién con estos sueros. Lo
anterior podria ser resultado de la activacion de STAT3 por la activacion del receptor
de leptina, donde la isoforma Akt-1 presentd mayor sobreexpresion asociando el
efecto de estos sueros a mayor proliferacion (Zhang et al (2013), Bowers et al
(2013), Barone et al (2019)).

Cabe mencionar que el efecto sobre la fosforilacion de Akt fue mayor por
estimulacién con el suero de mujeres posmenopausicas con obesidad, lo cual puede
ser resultado del incremento de la fosforilacion de IR. A esto podria sumarse el
efecto del exceso de estrégenos presente en esta poblacién, generando la
activacion del receptor de estrégenos (RE) que a su vez presenta un bucle de
retroalimentacion positiva con Akt (Wei et al, 2014).

Contrario al efecto que tuvieron los sueros de mujeres normopeso que presentaron
una menor fosforilacion de Akt y un retraso en la sefializacion, que podria ser
resultado de la degradacion via proteosomal al generar una banda de 48 kDa de
Akt-1 (Anexo 1) y por la reduccion de la expresion de las isoformas de Akt. En el
caso de la degradacion de Akt-1, este proceso podria estar mediado por la
ubiquitinacion de la lisina 48 de Akt por medio de ubiquitin ligasas como: CHIP,
BRCAL, TTC3y MUL1 (Chan et al, 2014). Este efecto se asocio especificamente a
un componente del sobrenadante (Anexo 2) como la adiponectina o citocinas
antiinflamatorias como IL-10 que promueven la fosforilacion y activacion de AMPK
lo que conduce a la activacion de FOXO1 o FOXO3 que aumenta la expresion de
MUL1 promoviendo la ubiquitinacién y la subsecuente degradacion de Akt. Pero no
se descarta la participacion de las otras ubiquitin ligasas que promueven la
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ubiquitinacién de la lisina 48 de Akt (Antonia et al (2016), Mauro et al (2017), Guan
et al (2016), Kim et al (2017)).

Mientras la reduccién en la expresion de las isoformas de Akt se podria explicar por
la presencia de miRNAs reguladores negativos de la expresion de Akt tales como:
MIR-409-3p que suprime la cantidad total de Akt-1, miR-200c que disminuye la
cantidad de Akt-2, miR-433 y miR-29b que regulan a la baja a Akt-3 (Hinz & Jucker,
2019).

Aunque se reconoce que Akt tiene un papel importante en la carcinogénesis, la
mayoria de los estudios la describen como una molécula Unica sin tomar en
consideracion la presencia de tres isoformas con funciones no redundantes y
blancos especificos. Akt-1 inhibe a TSC para la posterior activacion de los complejos
MTORL1 (sintesis de proteinas y el crecimiento celular) que activa a p70S6K y
MTOR?2 (proliferacion y supervivencia). Mientras Akt-2 tiene como sustratos AS160,
HDM2, miosina, entre otros, para regular el transporte de los Gluts y el metabolismo,
inhibir a p53 y modificar el citoesqueleto (Clark & Toker (2014), Hinz & Jicker
(2019)).

Por lo que, el uso de un anticuerpo panAkt permitio identificar una activacion
temprana y sostenida en presencia de sueros de mujeres con obesidad, efecto que
no tuvo una repercusioén directa sobre la activacion de p70S6K que ocurrié a los 30
min de estimulacién. Posteriormente se identificd que esta activacion fue mediada
por la activacion de la isoforma Akt-1, por lo que la fosforilacion de pan-Akt presenta
una divergencia en la sefializacién para modular procesos independientes, a pesar
de su activacion temprana.

En cuanto al uso de metformina como un farmaco antitumoral, la mayoria de los
estudios in vitro utilizan medios de cultivo con una concentracion alta de glucosa,
concentraciones suprafarmacolégicas y tiempos largos de exposiciéon (48 'y 72 hrs),
en los que se ha descrito que el efecto directo de metformina se genera a través de
la activacion de AMPK vy la fosforilacion de TCS2 que inhibe la sefalizacion de
MTOR/p70S6K (Al-Zaidan et al (2017), Queiroz et al (2014), Dowling et al (2007)).

En nuestro ensayo obtuvimos IC50s similares a las reportadas para las lineas MCF-
7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y BT-474 bajo la suplementacién con SFB (Ben
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Sahra et al (2008), Liu et al (2009), Zhuang & Miskimins (2011)). Sin embargo,
nuestro ensayo revel6 que la suplementacion con sueros de mujeres normopeso
sensibilizo a las células tumorales presentando IC50s mas bajas, probablemente
debido a la presencia de inhibidores de la proliferacion presentes en estos sueros
tales como la adiponectina (Anderson & Anderson, 2002). Efecto contrario al
observado bajo la suplementacién con sueros de mujeres con obesidad que
presentaron una IC50 mayor a la del SFB, posiblemente como consecuencia de la
presencia de altas concentraciones de moléculas inductoras de la proliferacion
como insulina, IGF y leptina, entre otras (Sun et al (2016), Caslin & Hasty (2019)).

Ademas, nuestros resultados mostraron que lineas como MCF-7, BT-474 resistente
a trastuzumab y MDA-MB-231 presentaron una disminucién en la activacién de
moléculas de la via IR/Akt/p70S6K en concentraciones medias de glucosa (11.11
mM), 5 mM de metformina y 10 min de exposicién al farmaco. Estos resultados
fueron semejantes a lo reportado por Wahdab-Alaswad et al (2013) a nivel de Akt y
p70S6K y lo reportado por Dowling et al (2015) a nivel de Akt en tumores de
pacientes con cancer de mama tratadas con metformina. Por lo anterior,
proponemos el siguiente mecanismo: a 10 min de exposicion y 5 mM de metformina
se presenta la disminucion en los niveles de fosforilacion de IR o IRS que
promueven una reduccién en la activacion de Akt repercutiendo en la activacion de
MTOR y posteriormente de p70S6K de forma independiente a la activacion de
LKB1.

Por otra parte, se ha descrito que las células tumorales presentan un incremento de
la captacion de glucosa de 20 a 30 veces mas en comparacion con células normales
al presentar una mayor tasa de glucolisis aerdbica debido al efecto Warburg, efecto
que en las células MCF-7 es mediado por GLUT-1 (Demmel et al (2015), Nasir
Kansestani et al (2019)). Debido a la informacion sobre las concentraciones
elevadas de insulina e IGF presentes en el suero de mujeres con obesidad y la
activacion de Akt (que habiamos observado previamente) que interviene en el
transporte de GLUT1 y GLUT4 (Clark & Toker (2014), Hinz & Jucker (2019), Santos
& Hussain (2019)), se esperaba que las células suplementadas con el suero de
mujeres con obesidad presentaran una mayor captacion de glucosa. Sin embargo,
nuestros resultados mostraron que los sueros de mujeres eutréficas promovieron
una mayor captacion de glucosa. Este efecto puede ser explicado por la presencia
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de mayores niveles de adiponectina que aumenta la activacion de AMPK
promoviendo la biogénesis mitocondrial aumentando la demanda de glucosa para
la produccion de ATP, manteniendo el efecto Warburg (Rinaldi et al, 2018). Mientras
bajo la suplementacion con sueros de mujeres con obesidad, se ha demostrado que
la célula tumoral en un entorno de adiposidad sufre una reprogramacion catabélica
de lipidos y aminoéacidos, lo que incrementa la beta-oxidacién, la desaminacién
oxidativa y la transaminacién, aumentando los niveles de acetato y piruvato para la
sintesis de novo de glucosa y otros metabolitos como ribosa-fosfato y NADPH (Luis
et al, 2019). Lo anterior aumenta la producciéon de energia a través de la respiracion
aerodbica, efecto que se denomina “Inversion del Efecto Warburg” (Luis et al (2019),
Blanquer et al (2016), Balaban et al (2018)).

Dicha actividad se perdio al fraccionar los sueros (Anexo 2), efecto que podria
explicarse por el probable enriquecimiento de leptina promoviendo mayor sintesis
de genes gluconeogénicos o por el enriquecimiento de lipidos saturados que inhiben
a IRS presentes en el sobrenadante de los sueros (Petersen & Shulman, 2017).
Mientras en la fraccion del pellet el efecto observado podria ser explicado por la
presencia de ceramidas y miR-192 y miR-122 en exosomas de adipocitos,
inhibiendo a IRS (Castario et al, 2018).

En tanto, en presencia de metformina se observaron dos efectos contrarios, bajo la
suplementacion con sueros de mujeres hormopeso se presentd una disminucion en
la captacion de glucosa. Efecto contrario al observado bajo la suplementacion con
sueros de mujeres con obesidad, que en presencia de metformina tuvieron una
tendencia a incrementar la captacion de glucosa, revirtiendo la inversion del efecto
Warburg que habiamos observado en ausencia del farmaco y que es resultado de
la activacion de AMPK vy la activacion de genes gluconeogénicos (Brown et al
(2010), Chatterjee et al (2015)).

Como se mencion6 previamente, al fraccionar los sueros humanos (Anexo 2)
observamos que la fraccion del pellet de sueros de mujeres con obesidad
produjeron mayores niveles de viabilidad y fosforilacion. Especulamos que estos
sueros podrian contener exosomas, los cuales pueden contener proteinas
citosolicas como Wnt y Hedgehog que regulan la proliferacion de diversos tejidos
humanos y por la presencia de miRNAs que participan en la progresion tumoral, la
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angiogénesis y metastasis (Chen et al (2019), Lee et al (2019)). En especifico, los
exosomas encontrados en sangre de personas con obesidad presentan menor
concentracion de supresores tumorales como miR-148b y miR-4269, y un aumento
de oncomiR miR-23b (Zimta et al, 2019). Ademas de la presencia de miR-148b que
antagoniza con oncomiR-214 en la promocion de la migracion al modular la
expresion de ITGAS5 y ALCAM (Zimta et al, 2019).

Para el caso de los sueros de mujeres normopeso se observo que el sobrenadante
fue la fraccion que presentd un efecto inductor de viabilidad relacionado al
incremento en la fosforilacion de Akt (Anexo 2). Este cambio en el estado de
fosforilacién podria asociarse a un enriquecimiento de factores de crecimiento,
contrario a la disminucién observada en el pellet posiblemente por la presencia de
MiRNAs supresores de tumores como miR-148b que se encuentra incrementado en
las personas eutrdficas (Zimta et al, 2019).

En otro orden de ideas, los esferoides representan un modelo de cultivo 3D que
aprovecha la tendencia de agregacion de muchos tipos celulares, mostrando
uniformidad en el tamafio y morfologia. Ademas, estan formados por una capa
externa de células proliferantes, una capa intermedia de células quiescentes y una
zona interna de necrosis (Meseguer et al, 2015). En nuestro sistema de cultivo de
esferoides (Anexo 2), las células MCF-7 que fueron expuestas al sobrenadante de
los dos tipos de suero promovieron la formacion de un agregado compacto
probablemente consecuencia del poco tiempo que mantuvimos el cultivo, ya que se
ha reportado que la linea forma inicialmente agregados compactos que tiene la
capacidad de evolucionar a esferoides. Dicha capacidad se encuentra mediada
principalmente por la expresion de E-cadherina que puede incrementar su expresion
por la activacion de HIF-1a por activacion de Akt/mTOR (Comsa et al (2015), Jahani
et al (2020)).

Por otro lado, se ha descrito que la obesidad regula el aumento en la migracion de
células tumorales incrementando la metastasis en las mujeres con obesidad, por
aumento en la concentracion sérica de leptina, insulina e IGF-1. (Amadou et al
(2013), Ando et al (2016), Antonia et al (2016), Babaei et al (2015)). Lo reportado
para las células MCF-7 indica que generalmente no presentan migracion, pero
incrementan este proceso por expresion autocrina de VEGF por estimulacion con
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estrogenos (Comsa et al, 2015). Nuestros resultados mostraron que el suero de
mujeres con obesidad indujo un aumento en la capacidad de migracion de las
células MCF-7 probablemente por la activacion de la via Akt/mTOR que activa a
HIF-1a promoviendo la expresién de VEGF (Hinz & Jucker, 2019). Sin embargo, el
fraccionamiento de los dos tipos de suero (Anexo 2) mostrd para sueros de mujeres
normopeso que ambas fracciones tienen la misma capacidad para inducir migracion
en comparacion con su input. En contra posicion, las fracciones de sueros de
mujeres con obesidad redujeron su capacidad de migracién en comparacion a su
input. Por lo que ambas fracciones presentan moléculas que en conjunto regulan la
migracion inducida por el suero de estas mujeres.

Por su parte, cuando las mujeres fueron tratadas con metformina y sus sueros
fueron evaluados en la célula tumoral, el andlisis por grupo no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la reduccion de la proliferacion y los niveles de
fosforilacion de Akt a lo largo del tiempo de tratamiento con el farmaco, pero se pudo
identificar a mujeres con resistencia a la insulina e hipertension que si mostraron
dicha reduccién. En el caso de las mujeres con resistencia a la insulina, se relaciona
con lo reportado en multiples metaanalisis que sugieren que existe una reducciéon
en la incidencia y mortalidad por cancer de mama en usuarias de metformina (Allot
& Hursting (2015), Col et al (2012), Viollet et al (2012)). Sin embargo, se debe tomar
en consideracion que el uso del farmaco se da en pacientes diabéticas que por ende
presentan resistencia a la insulina, pero el efecto antitumoral solo se reporta en el
30% de los usuarios. Ademas de los resultados anteriores, se observo un aumento
en la fosforilacion de p38 en esta poblacion después del tratamiento con metformina,
lo que corrobora lo informado previamente sobre un efecto antitumoral de la
metformina a través de la activacion de p38 (Xie et al (2014), Batlle et al (2019), Ryu
et al (2020)).

Por otra parte, aunque nosotros esperabamos observar cambios en la fosforilacion
de Erk después del tratamiento con metformina en pacientes sin resistencia a la
insulina para explicar la viabilidad observada, la reduccién en la fosforilacion de esta
molécula no fue significativa después del tratamiento con metformina. Pero si
observamos la reduccion de la degradacién de IKBa y un aumento de la fosforilacion
de p65, independientemente de la fosforilacion de p38. Lo anterior indicaria que
pese a la fosforilacién p65, la reducciéon en la degradacion de IKBa impediria la
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traslocacion de NF-kB al nucleo. Ademas de la regulacién negativa que presenta la
fosforilacion de p65 en la serina 536, lo que resultaria en un efecto antitumoral como
se ha reportado en multiples estudios (Pradere et al (2016), Kim et al (2011),
Moiseeva et al (2013)).

De tal manera, interpretamos que el conjunto de estos resultados implica que la
metformina tiene dos efectos independientes: i) El primero mediante la regulacion
de Akt en mujeres con resistencia a la insulina y i) El segundo mediante la
regulacion de NF-kB en mujeres sin resistencia a la insulina.

Este es uno de los primeros estudios que utiliza a la célula tumoral para comparar
el suero de mujeres eutréficas vs mujeres con obesidad, en el cual se evaluaron
varios procesos que establecen la relacion entre obesidad y cancer como son
proliferacion, migracion y captacion de glucosa por medio de la evaluacion de la
modulacién de la via IR/Akt/p70S6K, que es un efecto mediado tanto por
componentes proteicos Yy lipidicos presentes en el suero de las mujeres con
obesidad, asi como por mecanismos poco estudiados como son los exosomas.

Pese a la informacion que aqui se presentd, este es un estudio piloto por lo que una
de nuestras limitaciones es el nUmero de sueros evaluados, lo que tuvo un efecto
en varios de nuestros analisis que presentaron valores de p cercanos a 0.05 debido
a la variabilidad de los individuos evaluados pero que no alcanzaron significancia
estadistica, por lo que al incrementar el niUmero de muestras sera posible obtener
efectos mas robustos. Otra de las limitaciones que tuvo este estudio fue el uso de
una solo linea de cancer de mama, pese a que inicialmente evaluamos un panel de
13 lineas, sin embargo, como consecuencia de la n tan pequefia desechamos a dos
lineas representantes de dos subtipos de cancer de mama, por lo cual no podemos
descartar que los efectos que observamos en la linea MCF-7 puedan ser replicados
en otros modelos de la enfermedad.

Aunque la investigacion sobre la relacién obesidad-cancer de mama utiliza multiples
herramientas, la mayoria de los enfoques utilizados consideran a las mujeres con
obesidad como una poblacion Unica sin considerar caracteristicas intrinsecas a
cada mujer. Es por ello qué la utilizacion de la célula tumoral como biosensor de
moléculas séricas es una herramienta util para la subclasificacion de la poblacion
de mujeres con obesidad. Sin dejar de considerar que esta es una etapa inicial que
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requiere estudios complementarios de protedmica y metabolémica para finalmente
correlacionar los mecanismos moleculares y criterios clinicos para disminuir las
variables a evaluar y en un futuro encontrar marcadores séricos asociados a la
proteccion contra el desarrollo de cancer de mama en usuarias de metformina.

8. CONCLUSION

Nuestro estudio demuestra que la célula tumoral MCF-7 puede ser empleada como
biosensor para la comparacion de sueros de mujeres eutréficas vs con obesidad.
Identificando un incremento significativo en los niveles de expresion y fosforilacion
de Akt en forma temprana y sostenida que repercute en el incremento de la
proliferacion y migracion de la célula tumoral, mediado por la presencia de obesidad
y que se asocia principalmente a la isoforma Akt-1, particularmente en mujeres
posmenopausicas con obesidad. Este efecto fue revertido en mujeres
posmenopausicas con obesidad que recibieron tratamiento con metformina y que
fue independiente a la activacion de IR, aunque se requiere un estudio a
profundidad. Mientras en mujeres sin resistencia a la insulina se observo la
regulacion de la sefalizacién de NF-kB. Por su parte, el suero de las mujeres
eutroficas indujo un retraso en la activacion de Akt-1 asociado a la degradacion via
proteosomal que resulta en la disminucién de procesos tumorigénicos (Figura 31).
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Figura 31. Representacion esquematica de la activacion de la via IR-B/Akt/p70S6K en células MCF-7
expuestas a sueros humanos con diferentes caracteristicas metabdlicas y efecto del tratamiento con
Metformina en pacientes con obesidad
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9. PERSPECTIVAS

e Incremento del numero de sueros evaluados para cada grupo y determinar
si el fendbmeno observado en la linea MCF-7 puede ser replicado en otros
modelos celulares.

e Caracterizacion profunda de los componentes del suero.

e Mayor caracterizacion de las pacientes que presentan respuesta antitumoral

al tratamiento a metformina.
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11.ANEXO 1
11.1. Caracterizacion de banda de 48 kDa generada por la

estimulaciéon con sueros humanos

Como se describio en el apartado 6.2.1, en la mayoria de las lineas de cancer de
mama utilizadas en este estudio se observo la aparicion de una banda extra bajo la
estimulacién con sueros SNP con el uso del anticuerpo contra pAkt (Ser 473), por
lo cual se procedio a realizar la caracterizacion de esta banda que present6 un peso
molecular de 48 kDa.

11.1.1. Evaluacién de sueros de mujeres premenopausicas eutroficas vs con
obesidad por la presencia de una banda de 48 kDa en células MCF-7

Primero determinamos si la aparicion de la banda de 48 kDa se presentaba en
ambos tipos de sueros humanos. Como se observa en la Figura 32, la banda de 48
kDa solo se observa bajo estimulacion con sueros SNP, por lo que la banda se
asocia a sueros de mujeres premenopausicas eutroficas.

SNP SOP
TO Ins 1 2 3 1 2 3
PAK-1 | e TR —
(Ser 473)
——

AKLL | S S e S S s w— —

Figura 32. Western Blot de Akt-1 en células MCF-7 estimuladas con sueros
humanos con diferente IMC

11.1.2. Evaluacion de sueros de mujeres eutroficas con inactivacién por
calor o dislipidacion por la presencia de una de banda de 48 kDa en
células MCF-7

Al utilizar suero sin inactivacion por calor, surgi6 la duda si la aparicion de la banda
de 48 kDa podria estar asociada a la presencia del sistema del complemento o a la
parte lipidica del suero. Por lo que se evaluo la aparicion de la banda de 48 kDa por
estimulacién con sueros de mujeres normopeso inactivados o dislipidados,
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observando que la banda se mantuvo en ambas condiciones a la misma altura que
la banda observada en la estimulacién con suero sin tratamiento (Figura 33).

SNIP 1

TO Ins " Input Inact Disl

[ -
(Ser 473)

- — - -]
acin | —— G -

Figura 33. Western Blot de Akt en células MCF-7 estimuladas con
suero SNP inactivado o dislipidado.

11.1.3. Determinacion de banda de 48 kDa por el uso de anticuerpos

especificos para cada isoforma de Akt

Ya que la identificacion de la banda de 48 kDa bajo estimulacion con sueros SNP
se realiz6 por medio de la utilizacion de un anticuerpo que reconoce las tres
isoformas de la proteina, se requeria identificar si la banda de 48 kDa se asociaba
a una isoforma o era consecuencia de inespecificidad del anticuerpo. Para esta
prueba se utilizaron anticuerpos especificos para cada una de las isoformas de la
proteina. En la Figura 34 se observa que la banda de 48 kDa fue identificada
Unicamente con el anticuerpo especifico contra pAkt-1 (Ser 473), no asi con los
anticuerpos anti pAkt-2 ni Akt-3. Por lo que la banda de 48 kDa se asocia
Unicamente a la isoforma Akt-1.

T0 Ins SNP

PAKIL (s A —

(Ser 473)

|
T
(Ser 473)

Akt3 | SN

Figura 34. Western Blot de isoformas de Akt en

B-Actina m células MCF-7 estimuladas con suero SNP
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11.1.4. Determinacion de laaparicién de banda de 48 kDa en otros tejidos

por estimulacién con sueros de mujeres eutroficas

Como la aparicion de la banda de 48 kDa se habia observado en la mayoria de las
lineas de cancer de mama que conformaron nuestro panel celular, surgio la duda si
era un efecto asociado Unicamente a epitelio mamario. Para dilucidar lo anterior
evaluamos en distintas lineas de cancer de pulmoén, préstata, colon, cérvix y rifién
la aparicion de dicha banda. En la Figura 35 se observa que la banda de 48 kDa fue
visible en la linea PC3 de cancer de préstata, en la linea HCT15 de cancer de colon
y en la linea A549 de cancer de pulmén. Mientras en la linea HelLa de céncer
cervicouterino y en la linea HEK-293 de epitelio de rifion de embribn humano no se
observé la banda de 48 kDa bajo la estimulacion con suero SNP.

|r!)sC3 SNP HET-15 i
10 Ins SNP L il

T0 T0
pAkt-1 - pAkt-1
(ser <a73) | MR . pAK-1 |G . (o) [—
(Ser 473)
Akt-1 - Akt-1
e - T 1

Hela
HEK-293 10 Ins SNP
T0 Ins SNP

i PAKE-1 | | S
oo |-

pacens [ W W " [ — -

Figura 35. Western Blot de Akt-1 en células tumorales de diferentes tejidos estimuladas con suero SNP

Los resultados anteriores mostraron que la aparicion de la banda de 48 kDa bajo
estimulacién con sueros SNP, no es especifico al epitelio mamario, por lo que se
requieren mayores estudios.
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11.1.5. Evaluacion de la aparicion de banda de 48 kDa por estimulacion
con suero de mujer premenopausica eutréfica en presencia de
inhibidores de fosforilacion y del proteosoma

Posteriormente para determinar si la aparicion de la banda de 48 kDa estaba
relacionada con un proceso biolégico de la célula, decidimos utilizar algunos
inhibidores. Debido a que la banda de 48 kDa fue identificada por el uso de
anticuerpos que reconocen la fosforilacion de Akt-1 en la Ser 473 se utilizaron
inhibidores de fosforilacion como la Genisteina (Gen) que inhibe la fosforilacién total,
la Wortmanina (Wort) que inhibe a PI3K y por consiguiente a Akt, ademas del uso
del Bortezomib como inhibidor del proteosoma debido a la regulacion negativa de la
via de sefalizacion.

Como se muestra en la Figura 36 la aparicion de la banda de 48 kDa por
estimulacién con suero SNP fue eliminada por la preincubacion con Bortezomib, por
lo que la aparicion de la banda de 48 kDa fue asociada a la degradacién via
proteosomal de pAkt-1.

SNlP 1

TO Ins SNP1 Gen Wort Bort
30 min
Pre-Incubacién + + +
10 min + + + + +

pAkt [r—
(Ser 473) -

Figura 36. Western Blot de Akt en células MCF-7
[j r — - estimuladas con suero SNP con inhibidores de

B-Actin |y WP W G W fosforilacién y proteosoma
11.1.6. Determinacion de la fraccidén de suero ultracentrifugado a la cual

se asocia la aparicion de banda de 48 kDa

Posteriormente evaluamos las fracciones de los sueros SNP para determinar si la
activacion del proteosoma observado en el resultado anterior se podia asociar a
alguna de las fracciones de suero obtenidas. En la Figura 37 se observa que en las
células MCF-7 que fueron estimuladas con el input y el pellet-resuspendido aparece
la banda de 48 kDa no asi con el sobrenadante. Por lo que la induccién de la
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degradacion via proteosomal de pAkt-1 se podria asociar a un componente del
pellet de sueros SNP.

SNP 1
T0 Ins Input Sobre Pellet

pAkt
(Ser 473) * -— o

Akt ----d Figura 37. Western Blot de Akt en células MCF-7

estimuladas con fracciones de suero SNP

B-Actina | S GHEEED w—— — — ultracentrifugados

En conjunto los resultados anteriores mostraron que la fraccion del sobrenadante
de sueros de mujeres normopeso premenopausicas contiene algin componente
gue induce la degradacién via proteosomal de pAkt-1 en diferentes tejidos humanos,
lo que podria estar asociado al retraso en la sefializacion observado en el apartado
6.3.1.

12. ANEXO?2
12.1. Determinacién de la fraccion de suero humano que presenta actividad

tumorigénica en células MCF-7 de cancer de mama

Al comprobar que existe un efecto diferencial en la proliferacion y sefializacion de la
via IR/Akt/p70S6K por estimulacion con sueros SOP en comparacion a sueros SNP,
decidimos realizar una caracterizacion inicial de estos sueros. Por lo que, se decidio
determinar la fracciobn de suero que presentaba la actividad de induccién de
tumorigenicidad. Para ello se realiz6 una ultracentrifugacion (como se describe en
materiales y métodos), donde se obtuvieron dos fracciones: sobrenadante y pellet-
resuspendido.

12.1.1. Determinacion de patrones proteicos de fracciones de sueros
ultracentrifugados

Lo primero que evaluamos fue el patron proteico que presentd cada fraccion de
suero obtenida. Como muestra la Figura 38, los sueros totales (input),
sobrenadantes y pellets-resuspendidos de ambos tipos de sueros presentaron
patrones proteicos similares. Mientras que, al comparar el input de ambos tipos de
sueros contra sus respectivas fracciones, se observdé que los sobrenadantes
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presentaron un enriquecimiento de proteinas en un rango de 40 a 50 kDa, el cual
fue mas significativo en el sobrenadante de sueros SOP respecto a SNP. Mientras
los pellets-resuspendidos tuvieron un enriquecimiento de proteinas en un rango de
49 a 206 kDa, donde el pellet-resuspendido de SNP fue el que presentdé mayor
enriquecimiento en comparacion a SOP.

Sobrenadante Pellet

MPM Album 1:40 1:80 1:160 1:320 _MPM_Album _1:40 _1:80 1:160 1:320 MPM __Album 1:40 _ 1:80 _1:160 1:320

\ ’ ‘
250 kDa y
150 kDa
|
| S

100 kDa

75 kDa

MPM Album 1:40 1:80 1:160 1:320
250 kDa [Ss )

MPM Album 1:40 1:80 1:160 1:320

Figura 38. Electroforesis de fracciones de sueros humanos ultracentrifugados

12.1.2. Evaluacion de la viabilidad inducida por fracciones de sueros

humanos ultracentrifugados

Posteriormente evaluamos la viabilidad celular y observamos que hubo una
disminucién de la viabilidad en las dos fracciones de ambos tipos de sueros en
comparacion a su respectivo input (Grafica 40). En el caso de SNP, el sobrenadante
presenté una disminucion del 5% y el pellet-resuspendido del 21% respecto a su
input, por lo que la induccidn de la viabilidad podria asociarse al sobrenadante de
los sueros SNP. Por otra parte, ambas fracciones de los sueros SOP presentaron
una disminucion promedio del 40% en comparacion a su input y no hubo diferencias
significativas entre ambas fracciones.
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Grafica 40. Viabilidad de células MCF-7 inducida por fracciones de
sueros ultracentrifugados
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* Comparacion vs TO, # vs Input de cada tipo de suero, $ vs misma fraccion de SNP. * p>0.05, **
p=0.005. Ctr= control, SNP=sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP=sueros de
muijeres con obesidad premenopausicas

12.1.3. Evaluaciéon de la activacion de Akt en células MCF-7 estimuladas
con fracciones de sueros ultracentrifugados

Posteriormente se evaluaron los niveles de fosforilacion de Akt por estimulacion con
las diferentes fracciones de los sueros humanos. Como se muestra en la Figura 39
y la Gréfica 41, para los sueros SNP el sobrenadante present6 un incremento en la
fosforilacion de Akt de 0.47 veces en comparacion con su input, por lo que la
induccién del incremento de la fosforilacion de Akt podria asociarse al
sobrenadante. Por otra parte, en el caso de los sueros SOP, se observé que el
pellet-resuspendido presentd un incremento en la fosforilacion de Akt de 0.25 veces
respecto a su input, por lo que la induccion de la fosforilacion podria asociarse al
pellet-resuspendido.

SNP SOP

~ i " l
Basal Ins ‘input sobre pellet input sobre pellet

it | i — ———— -
(Ser 473) __
Akt -------- Figura 39. Western Blot de Akt en

células MCF-7 estimuladas con
fracciones de sueros SNP o SOP

Actina -------- ultracentrifugados
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Grafica 41. Niveles de pAkt por estimulacion con fracciones de sueros
humanos ultracentrifugados
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12.1.4. Evaluacion de la formacion de esferoides de células MCF-7
expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados

Otro de los ensayos utilizados para evaluar la tumorigenicidad es la formacién de
esferoides, pero en el caso de la linea MCF-7 bajo nuestras condiciones de cultivo
Unicamente se formaron agregados mostrados en la Figura 40. Se observo que en
ambos tipos de sueros se presentaron los mismos patrones de agregados en cada
tipo de fraccion evaluada. En el caso de los inputs de los dos tipos de sueros (SNP
y SOP) se generaron agregados en forma tubular, los sobrenadantes formaron
agregados semicirculares con bodes irregulares y los pellets-resuspendidos

formaron mdultiples aglomerados.
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Figura 40. Agregados de células MCF-7 en presencia de fracciones de sueros humanos
ultracentrifugados
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Por otra parte, el ensayo de viabilidad de los esferoides (Grafica 42) mostré que el
cultivo con el input de sueros SOP indujo un incremento del 39% y SNP redujo la
viabilidad 28% respecto a Ctr, mientras al comparar entre ambos tipos de sueros el
cultivo con sueros SOP incremento 67% la viabilidad en comparaciéon a SNP. En
tanto los sobrenadantes de ambos tipos de sueros (SNP y SOP) presentaron un
incremento del 27% y 39% respecto a Ctr, pero al comparar contra su respectivo
input se observo un incremento en la viabilidad de 147% en SNP y 77% en SOP.
En el caso de los pellets-resuspendidos hubo un incremento en la viabilidad
respecto de Ctr del 88% en SNP y 175% en SOP, mientras al comparar entre los
pellets-resuspendidos de ambos tipos de suero se observéd un incremento del 87%
por SOP respecto a SNP (&&), pero al comparar contra sus respectivos inputs se
observa que SNP presentd un incremento de 136% y SOP 116%, respecto a los

sobrenadantes se observo una reduccion del 30% en SNP y un incremento del 58%
en SOP.

Grafica 42. Viabilidad de esferoides de células MCF-7 expuestas a
fracciones de sueros humanos ultracentrifugados
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* Comparacion vs Ctr, # vs Input de cada tipo de suero, $ vs sobrenadante, & vs misma fraccion de SNP. *
p=0.05, ** p=0.005. Ctr= control, SNP= sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de

mujeres con obesidad premenopausicas

En los dos tipos de suero se observé que la formacidon de agregados semicirculares
por la suplementacion con el sobrenadante se asocié a una mayor tumorigenicidad.
Sin embargo, se observaron dos comportamientos en la viabilidad, mientras el
sobrenadante de SNP indujo una mayor viabilidad, el pellet-resuspendido de SOP
fue el que promovio mayor viabilidad en este tipo de suero.
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12.1.5.

Evaluacion de la migracion de células MCF-7 transfectadas con
GFP expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados

Posteriormente evaluamos la migracion celular por estimulacion con las diferentes
fracciones de sueros humanos. Como muestra la Figura 41 y Grafica 43, al
comparar los inputs de ambos tipos de sueros, se observo un incremento de 231%
bajo suplementacién con SOP respecto a SNP. Al comparar las diferentes
fracciones de sueros SNP no se observaron diferencias significativas respecto al
input, ni entre el sobrenadante y el pellet-resuspendido. Mientras las diferentes
fracciones de sueros SOP mostraron una reduccién en la migracion del 209% en el
sobrenadante y 223% en el pellet-resuspendido respecto al input.

Sobrenadante

Figura 41. Células MCF-7 migradas por estimulacién con fracciones de sueros humanos

ultracentrifugados
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Grafica 43. Migracion de células MCF-7 expuestas a fracciones de

sueros ultraentrifugados
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12.1.6. Determinacion de la captacion de glucosa en células MCF-7
expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados

Posteriormente evaluamos la captacion de glucosa para determinar si este efecto
estaba asociado a alguna de las fracciones de los sueros humanos. Como se
observa en la Gréfica 44, tanto los inputs como las fracciones de sueros SOP
presentaron porcentajes de captacion de glucosa menores en comparacion a SNP.
En ambos tipos de suero se observé que las dos fracciones presentaron menores
porcentajes de captacién de glucosa, que fue aproximadamente del 50% en
comparacion con sus respectivos inputs, por lo que la captacion de glucosa en
ambos tipos de suero podria depender de los componentes de ambas fracciones.

Grafica 44. Determinacion de la captacion de glucosa en células MCF-7
expuestas a fracciones de sueros ultracentrifugados
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SFB= suero fetal bovino, SNP=sueros de mujeres normopeso premenopausicas, SOP= sueros de mujeres con
obesidad premenopausicas

En conjunto los resultados anteriores mostraron que el sobrenadante de sueros
SNP es la fraccién con capacidad tumorigénica al inducir un incremento en la
viabilidad celular, fosforilacion de Akt y formacion de esferoides. Mientras la fraccion
del pellet-resuspendido de sueros SOP induce la formacion de esferoides, mientras
para el resto de los efectos bioldgicos analizados en nuestro estudio se requiere la
presencia de ambas fracciones.
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Abstract

Obesity is associated with an increased incidence and aggressiveness of breast cancer and
is estimated to increment the development of this tumor by 50 to 86%. These associations
are driven, in part, by changes in the serum molecules. Epidemiological studies have
reported that Metformin reduces the incidence of obesity-associated cancer, probably by reg-
ulating the metabolic state. In this study, we evaluated in a breast cancer in-vitro model the
activation of the IR-B/Akt/p70S6K pathway by exposure to human sera with different meta-
bolic and hormaonal characteristics. Furthermore, we evaluated the effect of brief Metformin
treatment on sera of obese postmenopausal women and its impact on Akt and NF-kB activa-
tion. We demonstrated that MCF-7 cells represent a robust cellular model to differentiate Akt
pathway activation influenced by the stimulation with sera from obese women, resulting in
increased cell viability rates compared to cells stimulated with sera from normal-weight
women. In particular, stimulation with sera from postmenopausal obese women showed an
increase in the phosphorylation of IR-B and Akt proteins. These effects were reversed after
exposure of MCF-7 cells to sera from postmenopausal obese women with insulin resistance
with Metformin treatment. Whereas sera from women without insulin resistance affected NF-
kB regulation. We further demonstrated that sera from post-Metformin obese women induced
an increase in p38 phosphorylation, independent of insulin resistance. Our results suggest a
possible mechanism in which obesity-mediated serum molecules could enhance the devel-
opment of luminal A-breast cancer by increasing Akt activation. Further, we provided evi-
dence that the phenomenon was reversed by Metformin treatment in a subgroup of women.
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Background

Obesity has become a global epidemic and is an important risk factor for the development of
different types of tumors, including breast cancer [1, 2]. According to GLOBOCAN 2018 [3],
2 088 849 new cases and 626 679 breast cancer deaths were reported worldwide, representing
46.3% of all female neoplasms, making breast cancer a relevant public health problem.

Relevantly, obesity, among other intrinsic and non-intrinsic risk factors, increases the risk
of developing breast cancer by 50 to 86%, depending on the degree of obesity in women [2].
Likewise, obese women have a 41% risk of dying compared to normal-weight women, associ-
ated with a 46% increased risk of developing metastasis in these women [2].

Several serum molecules associated with obesity provide a molecular link to breast cancer,
including increased circulating levels of insulin, glucose, hormones, adipokines, and inflam-
matory mediators that could affect breast tissue. For example, by altering relevant oncogenic
pathways such as the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling,
which is activated by insulin, Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1), estrogens, progesterone,
leptin, among others, which increases the risk of breast cancer development [4-17].

The Insulin Receptor B (IR-B)/PI3K/Akt signaling pathway begins with insulin/IGF-1 bind-
ing to IR-P allowing its activation and PI3K coupling, generating the Phosphoinositide-depen-
dent kinase-1 (PDK1), Phosphoinositide-dependent kinase-2 (PDK2) and Akt recruitment
[18-20]. This promotes Akt activation, resulting in the phosphorylation of mammalian Target
of Rapamycin (mTOR) and subsequent Ribosomal protein S6 kinase beta-1 (p70S6K) activa-
tion, inducing the translation of proteins that affect carcinogenesis [20-22]. Therefore, the
inhibition of the PI3K/Akt pathway is a relevant therapeutic target.

Interestingly, Metformin, a drug used to treat diabetes mellitus and metabolic control in
obese patients, has recently shown an antitumor effect through IR-B and Akt inhibition [23-
25]. Moreover, clinical experience and epidemiological associations have reported a lower
incidence of invasive breast cancer in people with Metformin treatment [26, 27]. It has also
been reported that Metformin exerts an effect in the serum of treated patients by reducing cir-
culating levels of glucose, insulin, IGF-1, and triglycerides [28-30].

In the present study, we used a luminal A breast cancer in vitro model (MCF-7 cells)
exposed to sera from pre-and postmenopausal women with different body mass indexes
(BMIs). This allowed us to investigate how the systemic factors associated with obesity affect
Akt in a tumoral cell model. Our analysis revealed an early and sustained increase in Akt
expression and activation after exposing MCF-7 cells with sera from obese women, resulting
in a higher viability rate. These effects were reversed after exposure of MCF-7 cells to sera
from obese women with insulin resistance who received a brief treatment with Metformin
(10 weeks).

Our findings provide information on a possible mechanism in which obesity may contrib-
ute to the development of luminal A subtype breast cancer and that Metformin treatments
reverses this effect in a subgroup of women.

Materials and methods
Public transcriptomic and proteomic data

TGCA transcriptomic and reverse-phase protein arrays (RPPA) data were downloaded from
the public repository Xena Browser (https://xenabrowser.net/datapages, GDC TCGA and
TCGA Breast Cancer). RNA-seq expression data were processed from RNA-seq counts, nor-
malized, and compared for differentially expressed patterns through the Deseq2 R/Bioconduc-
tor package [31]. Proteomic data generated by RPPA, using 225 antibodies targeting total
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(n = 166), cleaved (n = 2), acetylated (n = 1) and phosphorylated (n = 56) proteins, were
retrieved at normalized level 3.

Raw microarray data were downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO)
(GSE102088, GSE789588 and GSE24185). The signal intensities of the Affymetrix Arrays were
background corrected by RMA and normalized by quantile algorithm with the Oligo Biocon-
ductor library on R environment [32]. Affymetrix probes were mapped with biomaRt [33] R
package, and duplicated genes were collapsed by selecting the probe with the higher interquar-
tile range. Normalized data from GSE33526 were directly downloaded from GEO and pro-
cessed for further analysis.

PI3K/AKT/mTOR pathway signatures

We applied public signatures described by Zhang et al. [34]. AKT, PI3K and mTOR pathway
signature were scored based on the RPPA data, computed as the sum of normalized phospho-
protein levels of Akt (5473 and T308 RPPA expression levels), GSK3 (S9 and 521/59), and
PRAS40 pT246. Additionally, mTOR pathway signature included mTOR, 4EBP1 (S65, T37/
T46, and T70), RICTOR (T3135) and S6 ($235/5236 and $240/5244) phospho-proteins. Each
signature was defined as the sum of phosphoprotein levels evaluated for each pathway.

For gene transcriptional signatures of the AKT pathway we first defined the differentially
expressed genes between TCGA protein phosphorylated samples vs non-phosphorylated sam-
ples, for each of the Akt phospho-protein (AktS473 and T308). Then, a correlation analysis
between messenger RNA (mRNA) and protein level was performed. Only those genes differen-
tially expressed and positive or negative correlated (p<0.05) were included in the final signature.

For a given gene transcription signature, we extracted the normalized expression values, then:
(1) mean values were independently computed for “up” (WUP) and “down-modulated” genes
(uDW). We later divided mean of up-regulated genes by mean of down-modulated gene (2)
score = 1, (3). We finally scale score 1 values by z-score (Final score) among the total number of
samples in each of the evaluated cohorts. Once mRNA signatures were determined, a Wilcoxon
analysis was performed between the molecular signatures. Data were plotted with ggplot on R.

Blood samples

Blood samples under the BQO-2044-17-18-1 protocol were obtained, approved by the
Research Ethics Committee and the Research Committee of the Instituto Nacional de Ciencias
Meédicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), following the Declaration of Helsinki and
good clinical practices. We obtained the informed consent before participation. To maintain
confidentiality samples were coded. The donors were grouped according to the BMI category
(normal weight 20-24.9 kgjmz, stage I obesity 30-34.9 kgfmz, stage IT obesity 35-39.9 kg;‘ml
and stage 111 obesity > 40 kg/m”). Blood samples were centrifuged at 3000 rpm for 30 min at
4°C. The serum obtained was labeled and stored at -70°C until use.

For identification of the cellular model, we used sera from pre and postmenopausal nor-
mal-weight and obese women. For Metformin treatment we carried out a prospective con-
trolled, non-randomized, and single-blind study, which included obese patients without a
diagnosis of diabetes mellitus, who received 2550 mg/day of Metformin for ten weeks. Using
the G Power program (version 3.19.4), we determined a sample size of 10 sera per group to
ensure a one-tail test with o = 0.05 and 80% statistical power (58 Fig).

Cell line

Cell line MCF-7 (HTB-22) from ATCC was used. The MCEF-7 line was maintained in RPMI-
1640 culture medium supplemented with 10% FBS at 37°C, 5% CO, in a humidified atmosphere.
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Reagents and antibodies

RPMI-1640 culture medium and Fetal Bovine Serum were purchased from Gibco-Thermo
Fisher Scientific. RPMI-1640 medium without phenol red, sodium chloride, potassium chlo-
ride, disodium phosphate, monopotassium phosphate, Nonidet 40, SDS, Na3VO4, PMSF,
NaF, cOmplete cocktail 25x, crystal violet, EDTA, methanol, glycine, Tris-Base, NaOH, glutar-
aldehyde, acetic acid, beta-mercaptoethanol, bromophenol blue, glycerol, ammonium persul-
fate, TEMED), Tween-20, 1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride, wortmannin, genistein were
from Sigma Aldrich. 30% Acrylamide/Bisacrylamide Solution and Quick Start Bradford Pro-
tein Assay Dye Reagent from Biorad. Bortezomib was from Sandoz. Fast-acting recombinant
human insulin (100 UI/ml) of PiSA. Recombinant human TNF-o of R&D Systems. Antibodies
against IR-P (sc-81465), pIR-B (Tyr 1162-1163) (sc-25103), Akt-1 (sc-1618-R), pAkt (Ser 473)
(sc-81433), p70S6K (sc-8418), pp70S6K (Thr 389) (sc-8416), Erk (sc-271269), pp38 (Tyr 182)
(sc-166182), p38 (sc-7972), p65 (sc-372) and B-Actin (sc-47778) were from Santa Cruz Bio-
technology. Antibody to pp65 (Ser 536) (93H1) and pErk (Thr 202-Tyr 204) (4370) of Cell Sig-
naling Technology. Antibody to IKB-u (610690) of BD Transduction Laboratory. Anti-Mouse
HRP and anti-Rabbit HRP secondary antibodies were of Invitrogen-Thermo Fisher Scientific.
Oligos for RT-PCR were synthesized by Integrated DNA Technologies (IDT).

Fetal bovine serum reduction protocol

To sensitize the cells to human serum, a gradual reduction of FBS was carried out in all the
experiments, as reported by Arellano-Plancarte et al. (2010) [35]. Cells were seeded with
RPMI-1640 medium with 10% FBS for 24 h, then changed to RPMI-1640 medium with 2%
FBS for 16 h. Finally, the cells were changed to RPMI-1640 medium without phenol red with
0% FBS for 4 h before starting the experiment.

Viability assay

In culture plates, we sowed 15 000 cells/cm’, which were subjected to the FBS reduction pro-
cess. Subsequently, MCF-7 cells were exposed for 48 h to RPMI medium supplemented with
10% FBS, 5% FBS, or 5% human sera. After the exposure time, the cells were fixed for 15 min
with DMEM medium containing 2% FBS and 1% glutaraldehyde. Afterwards the cells were
dyed with 0.5% crystal violet for 15 min and the absorbed dye was dissolved in 500 pl of 10%
acetic acid. Absorbance was measured at 590 nm using a microplate reader (Skanlt Re).

Western blot

The cells were seeded in 100 mm cell culture dishes at the same cell density described in the
viability assay and subjected to FBS reduction. After serum deprivation, RPMI-1640 medium
without phenol red was added with 0.5 UI/ml insulin for 10 min or 5% human serum (nor-
mal-weight or obese, pre or postmenopausal, with or without Metformin treatment) for 5, 10,
30 or 60 min. For the assay with inhibitors, cells were pre-incubated for 30 min with 200 mM
Genistein, 100 nM Wortmannin or 80 nM Bortezomib. For NF-&B signaling, 10 ng/m] of
TNF-o was used as a positive activation control. After the stimulation time elapsed, protein
extraction was performed using RIPA lysis buffer with protease and phosphatase inhibitors.
The protein concentration was determined by the Bradford method. Samples were electropho-
resed on 8 or 12% acrylamide SDS-PAGE gels and transferred to Immobilon-P PVDF mem-
branes from Merck Millipore in a wet transfer system. The transferred membranes were
incubated overnight at 4°C with primary antibodies against pIR-p (Tyr 1162-1163), IR-p,
pAkt (Ser 473), Akt-1, pp70S6K (Thr 389), p70S6K, IKBa, p65, pp65 (Ser 536), Erk, pErk (Thr
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202-Tyr 204), pp38 (Tyr 182), p38 and B-Actin. Primary antibodies were washed with
TBS-Tween-20 before adding secondary antibodies for 30 min. Subsequently, the horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies were added for 1 h at room temperature. The
bands were revealed by Super Signal West Pico PLUS chemiluminescent Substrate kit
(Thermo Scientific). Images were obtained using the Fusion Fx imaging system from Vilber
Lourmant; densitometry was quantified using Image J software (NIH, Bethesda, Maryland,
USA). The densitometric analysis was performed first adjusting with -Actin both total and
phosphorylated protein and then phosphorylated protein was adjusted with total protein.

RT-PCR

Cells were seeded as described in the viability assay and subjected to the FBS reduction proto-
col described above. Stimulation with 5% human sera in RPMI-1640 without phenol red was
carried out for 10 min. After the stimulation time, total RNA was isolated using Tripure Isola-
tion Reagent (Roche) and quantified on the Skanlt RE spectrophotometer. RNA integrity was
determined using a denaturing formaldehyde-agarose gel. Reverse transcription was per-
formed with the M-MLV Reverse Transcriptase system (Promega) that lasted 5 min at 70°C
and 45 min at 42°C. PCR was performed using the Hot Start Master Mix Kit on Thermal
Cycler-100 (M] Research) starting at 95°C for 15 min, followed by 30 seconds at 94°C, 1 min-
ute at 52°C and 1 min at 72°C per cycle, finally at 72°C for 10 min. The primer sequences were

as follows:

Primer Seq e ™ # Cycles Amplicon
Akt-1 Forward 5" =TCAAGRAATGATGGCACCTTCATTG-3" 52°C 32 1008
Akt-1 Reverse 57 -CCTCCATGAGGATGAGCTCAARAA-3'
Akt-2 Forward 5" =ATGAATGAGGTGTCTGTCATCRAAAG-3" 52°C 32 856
Akt-2 Reverse 5" =CTTTGTCCAGCATGAGGTTTT=-3"
Akt-3 Forward 57 -TTGTGAAAGARGGTTGGGTTCRAG-3' 52°C 32 552
Akt-3 Reverse 57 -CTTCATCCTTTGCAATAATGACTTC-3"
PPIA Forward 5" =GTTTACCCCTGATCGTGCAGCAG=-3' 52°C 32 475
PPIA Reverse 5" =CGAGTTGTCCACAGTCAGCAATG-3'

The PCR products were separated on 1.5% agarose gels in TAE, soaked with ethidium bro-
mide, and the base pair marker pUCmix was used. The amplicons were imaged using a Vilber
Lourmat Fusion Fx imaging system and the bands were quantified using Image J software
(NIH, Bethesda, Maryland, USA).

ELISA Bio-PLEX

To determine the concentration of serum molecules, we took 100 pl of serum from each patient
treated with Metformin at 0 weeks (0W) and 10 weeks (10W) of treatment. Samples were added
in triplicate to 96-well plates containing polystyrene beads from the 39-analyte assay kit (Milli-
pore MILLIPLEX that includes: interferon y (IFN-v), interleukin 1o (IL-1), interleukin 1P (IL-
1B), IL-1 receptor antagonist (IL-ra), interleukin 2 (IL-2), interleukin 4 (IL-4), interleukin 6 (IL-
6), interleukin 8 (IL-8), interleukin 10 (IL-10), interleukin 17 (IL-17), monocyte chemotactic
protein 1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein 1o (MIP-1et), inflammatory protein of
macrophages 1p (MIP-1p), tumor necrosis factor o (TNF-ct), vascular endothelial growth factor
(VEGF), interleukin 12p40 (IL-12p40), interleukin 7 (IL-7), eotaxin 1 (CCL11), protein 10
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induced by interferon gamma (IP-10), interleukin 2 receptor antagonist (IL-2ra), interleukin 3
(IL-3), interleukin 12p70 (IL-12p70), interleukin 16 (IL-16), interleukin 18 (IL-18), CC motif
chemokine ligand 27 (CTACK), GROa, hepatocyte growth factor (HGF), monocyte chemotac-
tic protein 3 (MCP-3), Leukemia inhibitory factor (LIF), interferon -2 (IFN- ¢:2), macrophage
colony stimulating factor (M-CSF), macrophage migration inhibitory factor (MIF), monokine
induced by interferon-gamma (MIG), nerve growth factor (b-NFG), stem cell factor (SCF),
stem cell growth factor B (SCGE-p), stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), tumor necrosis factor
B (TNF-p) and tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL). After incuba-
tion, the beads were washed twice with Bio-Plex buffer and were retained through a filter using
a vacuum manifold (Millipore, Bedford, MA). A standard curve was prepared for each of the 39
human analytes in a concentration range of 0.2 to 32,000 pg/mL and added to the antibody-
conjugated beads. Plates with beads, sera, and standards were incubated in the dark on a plat-
form shaker for 30 min. After incubation, the solutions with the sera and standards were vac-
uum aspirated, and again, the beads were washed three times with Bio-Plex wash buffer and
retained by filtration. A 1:50 dilution of biotinylated detection antibody was then added to the
washed beads, followed by incubation in the dark on a platform shaker for 30 min. Once again,
the beads were washed three times and incubated with a 1:100 dilution of streptavidin-phycoer-
ythrin (PE) for 10 min. The beads were washed three times as described above, re-suspended in
Bio-Plex assay buffer, and analyzed on a Bio-Plex plate reader.

Statistical analysis

For statistical analysis, we used one or two-way ANOVA with Dunnet, LSD, or Games-Howell
post-test, using SPSS version 25 (Armonk, NY: IBM Corp.), p <0.05 was considered signifi-
cant. Data were plotted with ggplot on R.

Results

In silico exploration of Akt phosphorylation through gene expression
signatures in normal and tumor breast tissue of pre and postmenopausal
women with different BMIs

Due to the lack of information on the use of tumor cells for human sera comparison with dif-
ferent metabolic characteristics and considering the large number of altered molecules associ-
ated with obesity, we decided to focus on the evaluation of the activation of the IR-B/Akt axis.
Therefore, Akt protein was our starting point to determine if there was a differential activation
due to BMI differences. On account of this, our objective was to perform an in-silico analysis
to compare Akt expression and activation in breast-normal and tumoral tissues from women
with different BMls.

First, we examined The Cancer Genome Atlas (TCGA) datasets from pre-menopause
(<49 years old, n = 243) breast cancer patients with available gene expression information and
reverse-phase protein array (RPPA) data, which evaluated the expression of a set of proteins
and phosphorylated modifications. RPPA publicly available signatures for PI3K/AKT and
mTOR, as well as their summarization in activity scores, were applied (S1A Fig) [34]. We
observed a high correlation between AKT protein-derived signature and the Akt (Ser 473 and
Thr 308) phospho-protein levels (R~95%, p<<0.05). Similarly, PI3K/AKT activity scores were
highly correlated (R:0.84, p<0.05), with the Akt protein signature, while mTOR activity score
showed a more moderate correlation (R: 0.29, p<<0.05) (1B Fig). Through this analysis, we
defined a correlative relationship that enabled us to examine human breast tumors correlations
in the context of PI3K/AKT/mTOR axis.
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As a means of identifying a transcriptional (mRNA) signature associated with the PI3K/Akt
(1,2,3) phosphorylated state to greater extend our analysis in the setting of human breast tis-
sues under different BMI biological contexts, we took advantage of previously reported signa-
tures [22] and an in-house transcriptional signature, developed based on messenger RNA
genes up-modulated or down-modulated in tumors with high levels of Akt (Ser 473) and Akt
(Thr 308) phosphorylation (S1 Table). We observed a strong significant correlation between
the PI3K/AKT transcriptional signatures and PI3K/Akt phosphorylation state measured by
RPPA (S1C Fig), as well as a differential expression pattern between samples with high vs low
levels of Akt (Ser 473) and Akt (Thr 308), both at protein and mRNA level (51D Fig). Multio-
mic characterization of TCGA samples and their integration through molecular signatures
allowed us to identify transcriptional patterns to assess the role of PI3K/AKT/mTOR pathway
activation. Most of the correlations observed in our analysis are in line with the understanding
of PI3K/AKT/mTOR signaling. Above all, we conclude that the derivate mRNA-signatures
highly correlate with and described Akt phosphorylation status.

For statistical analysis, those patients with available BMI information were classified as nor-
mal-weight (BMI<25 kg/m®), overweight (BMI 25-29.9 kg/m®) or obese (BMI>30 kg/m®).
Through bioinformatic analysis of the transcriptional scores competed with the above-
described signatures, we observed that normal tissue of premenopausal obese women pre-
sented a significant up-modulation of Akt activation, and increased phosphorylation levels of
Akt (Ser 473) and Akt (Thr 308) (p<0.05), corroborated in two datasets of normal mammary
gland tissue (GSE102088 and GSE33526, n = 163) (Fig 1A).

Furthermore, when scoring breast tumor tissues (GSE789588, n = 424) for the above signa-
tures, divided or not based on inferred premenopausal status (<49 years old), a substantial
fraction of obese cancer patients showed lower Akt activation scores (Fig 1B upper panel)
(p<0.05), in comparison to normal-weight or overweight individuals, in contrast to what was
observed in normal breast epithelium. However, this trend was not corroborated in indepen-
dent data and no significant differences were observed among the BMI groups (Fig 1B lower
panel), suggesting multiple heterogeneous mechanisms for Akt pathway activation.

Overall, these data highlight the possible role of Akt activation and phosphorylation medi-
ated by obese-derived molecules and its potential impact on the normal mammary epithelium,
which resulted enriched in Akt-activated states that might trigger oncogenic programs, a phe-
nomenon that needs to be further investigated.

MCE-7 cell line as a response model to human sera

Our bioinformatics analysis revealed a differential expression and phosphorylation in Akt pro-
tein modulated by BMI (Fig 1). We hypothesized that the exposure of tumor cells to human
sera could lead us to identify biological changes due to molecules altered by the presence of
obesity.

There is limited information about the use of human sera in culture of human breast cancer
cell lines [5, 36-38]. Whereby, we first selected an optimal cell model that allows us to compare
the effect of sera from normal-weight and obese women. To preserve the effect of heat-sensi-
tive serum molecules that could affect the IR-/Akt pathway, we began by evaluating the use of
human serum with or without heat-inactivation (52A Fig), as well as tolerance to human
serum without heat-inactivation (S2B Fig). On the other hand, although the IR-B/Akt/p70S6K
pathway has a relevant role in breast cancer, we did not know which lines in our panel would
present activation of the signaling pathway with human sera. Therefore, we also tested the acti-
vation of the PI3K/Akt signaling pathway by insulin (Ins) or serum from a normal-weight pre-
menopausal woman (NWSPre) (53 Fig). Finally, we use cell viability as a way to differentiate
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breast tissues of women with different BMI. Bioinformatic analysis of the mRNA gene expression signatures that
mirrored the phosphorylation of Akt in Ser 473 and Thr 308 in public datasets recovered from the GEO database in
breast tissue of normal-weight (NW), overweight (OW) and obese (OB) women. A) RNA gene signature scores
describing Akt activation (Akt sig 1 —in-house signature- and sig 2) or Akt phosphorylation in non-tumoral breast
tissue from premenopausal women. B) RNA gene signature scores describing Akt activation (Akt sig 1-in-house
signature- and sig 2) or Akt phosphorylation in tumors of pre and postmenopausal women (upper panel) or breast
tumors from premenopausal women (lower panel).” <0.05 ** <0.005 comparisons between groups.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266073.g001

sera with different BMI (54 Fig). Of the 9 human tumor cell lines tested, the MCF-7 line
proved to be the most robust cell model for evaluating human sera, so we decided to use this
line as our in vitro model.

Evaluation of MCEF-7 cells in response to human sera with different BMIs

According to our bioinformatics analysis, in premenopausal women, it was observed that the
presence of obesity was associated with an increase in Akt’s expression and phosphorylation.
To corroborate if our cellular model could differentiate between sera from women with differ-
ent BMI, we initially tested the cellular and molecular changes on MCF-7 cells when exposed
to sera from premenopausal women.
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When evaluating cell viability, we observed that the MCF-7 line under supplementation
with sera from obese premenopausal women (OSPre), presented an increase in cell viability of
20% (p = 0.04) compared to the control (Ctr), while compared to the NWSPre sera the increase
was 29% (p = 0.05) (Fig 2A).

Subsequently, we determined the optimal stimulation time for the activation of the IR-
B/Akt/p70S6K pathway by exposure to human sera through a time course. A mild increase
in phosphorylation of pIR-B (Tyr 1162-1163) was induced within the first 5 min of
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Fig 2. Effect of human sera on MCF-7 line. A) Viability of MCF-7 cells stimulated with sera from women with
different BMI. B) Western Blot of the time course of IR-B/Akt/p70S6K pathway activation under stimulation with sera
from women with different BMI. C) Group analysis of densitometric quantification stratified by sera condition of pIR-p
(Tyr 1162-1163). D) Group analysis of densitometric quantification stratified by sera condition of pAkt (Ser 473). E)
Group analysis of densitometric quantification stratified by sera condition of pp70S6K (Thr 389). F) Western Blot of
Inhibition of Akt activation by stimulation with sera from women with different BMI. G) Group analysis of
densitometric quantification of Inhibition of Akt activation by stimulation with sera from women with different BML.
For viability assay, the MCF-7 cells were treated with 10% inactivated fetal bovine serum (Ctr), 5% FBS or 5% sera from
normal-weight premenopausal women (NWSPre) or sera from obese premenopausal women (OSPre). TO corresponds
to the viability at the time the different sera were added, and normalized against Ctr. For Western Blot, the cells were
stimulated for 10 min with recombinant human insulin (Ins) (0.5 UI/ml) (positive control for activation), 5% NWSPre
or 5% OSPre. TO represents the phosphorylation level before stimulation with Ins or human sera. All experiments were
carried out in triplicate (n = 9) for each serum evaluated. Comparison of means ** P <0.005, * P <0.05.** Ctr or T0, ##
5% FBS or Ins, ++ NWSPre, @@ Without inhibitors.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266073.q002
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stimulation with OSPre serum (0.38-fold, p = 0.000002) and remained until 60 min
(0.27-fold, p = 0.003) compared to TO (Fig 2B and 2C). For pAkt (Ser 473), stimulation
with OSPre serum induced a 1.39-fold (p = 3.7278E-8) increase in phosphorylation with
respect to TO within the first 5 min of stimulation and remained above the signal at TO up
to 60 min (1.22-fold, p = 3.728E-8) (Fig 2B and 2D). Phosphorylation of Akt was higher
than that observed under stimulation with Ins. Relevantly, even when phosphorylation of
pAkt (Ser 473) reached a higher level in the first 5 min after stimulation with OSPre
serum, pp70S6K (Thr 389) phosphorylation increased 0.83-fold (p = 3.7295E-8) at 60 min
(Fig 2B and 2F). In conclusion, OSPre sera led to differential activation of the IR-B/Akt/
p70S6K pathway, with clear early Akt activation. Differences in the signals induced by insu-
lin result from adjustments of the time of exposure to avoid saturation, both IR-f and Akt
reach similar intensities when simultaneously developed.

Next, we examined if only the IR-B/PI3K pathway played a role in Akt phosphorylation
by exposure to human sera. We investigated the cellular response to Genistein that inter-
feres with global phosphorylation, Wortmannin that effectively inhibits PI3K and Bortezo-
mib, a proteosome inhibitor. Under stimulation with OSPre, the pre-incubation with
Genistein (0.119-fold, p = 0.000714) and Bortezomib (0.224-fold, p = 1.3218E-9) lead to a
significant pAkt (Ser 473) decrease compared to OSPre without inhibitors (Fig 2F and 2G).
While under NWSPre stimulation, the suppressive effect of Wortmannin (0.3-fold,

p = 4.2422E-13) and Bortezomib (0.26-fold, p = 8.2452E-12) on pAkt (Ser 473) was much
stronger than the effect of Genistein (Fig 2F and 2G). Showing that Akt activation induced
by OSPre sera is mainly explained by a less PI3K-dependent signaling pathway. This sug-
gests that Akt activation is less associated with the presence of insulin/IGF-1 in sera of obese
premenopausal women.

Taken together, these results show that stimulation with sera from obese women produces
a differential activation mechanism compared to sera from normal-weight women.

Evaluation of MCF-7 cells in response to human sera with different BMIs
and hormonal states

Accumulating evidence has revealed an interaction between obesity and hormonal status in
breast cancer patients. For example, postmenopausal women are more likely to develop obesity
than premenopausal women, this effect is attributed to estrogen depletion, aging, and lifestyle
practices [39-42]. Also, the obesity-breast cancer association varies between pre and postmen-
opausal women [43]. To understand how the menopausal state impacts the effects of obesity-
associated serum molecules, we analyzed a set of sera collected from pre and postmenopausal
women with different BMIs.

The characteristics of the study groups are described in Table 1, where triglycerides pre-
sented a statistically significant difference between normal-weight compared to obese women
of the same age group.

We first evaluated if there was a differential effect on MCF-7 cell viability due to sera stimu-
lation from women with different BMIs and menopausal statuses. Fig 3A shows that OSPre
sera induced a significant increment in cell viability compared to Ctr (12.7%, p = 0.00011), 5%
FBS (19%, p = 0.000001), and NWSPre (19%, p = 0.00005). Similarly, OSPost (sera from obese
postmenopausal women) sera produced higher increment on cell viability when compared to
Ctr (7%, p = 0.016), 5% FBS (13.5%, p = 0.000116) and NWSPre (13%, p = 0.005).

Subsequently, we evaluated the variations in the activation of IR-B/Akt/p70S6K under the
stimulation with human sera. The Western Blot analysis revealed an increase in pIR-p (Tyr
1162-1163) phosphorylation in response to OSPost stimulation compared to NWSPre

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266073 April 12, 2022 10/25

135



PLOS ONE

Sera from women with different metabolic and menopause states differentially regulate cell viability and Akt

Table 1. Anthropometric and biochemical characteristics of the serum of women with different BMIs and hormonal states.

Premenopausal Postmenopausal
Normal-Weight Obese Normal-Weight Obese
n=10 n=10 n=2 n=10
(NWSPre) (OSPre) (NWSPost) (OSPost)
Age 3146.5 318445 52+4.2 55.613.8
Weight (Kg) 56+4.2 84.6£13.5" 56.5+6.3 98+12.3**
Glucose (mg;‘dl,) B4.6+9.7 B6.3+4.1 92.1+8.1 91.2+7.2
Total Cholesterol {mgld.L] 167.1+11.6 173.6+39 154+9.15 172.1+30.9
Cholesterol HDL (mg/dL) 48.6+8.1 56.64+26.7 55436 43.948.9"
Chol ol LDL (mg/dL) 101.6%7.5 98.8+21.7 94+7.2 106.5+31.1
Triglycerides (mg/dL) 86.9+14.9 160.3+13.5%* 101+5.2 148.9+31.6%

*" P <0.005," P <0.05. 7" Normal-weight vs Obese.

https://doi.org/10.1371/journal pone.0266073.t001

(0.87-fold, p = 0.0003), OSPre (0.6-fold, p = .007) and NWSPost (sera from normal-weight
postmenopausal women) (0.81-fold, 0.0016) (Fig 3B and 3C). Moreover, OSPost exposition
led to a more significant pAkt (Ser 473) phosphorylation than that observed under the stimula-
tion with NWSPre (0.86-fold, p = 0.00002), OSPre (0.5-fold, p = 8.2361E-7) and NWSPost
(0.8-fold, p = 0.05) (Fig 3B and 3D). Contrary to what was expected, pp70S6K (Thr 389)
showed a lower phosphorylation level on OSPre (0.11-fold, p = 0.003) and OSPost (0.09-fold,
p = 0.01) as opposed to NWSPre (Fig 3B and 3E).

Later we evaluated the expression of the three Akt mRNA isoforms under stimulation
with sera from women with different BMI and hormonal states, considering that the Akt
family members regulate distinct physiological functions [44-48]. We observed that
NWSPre sera decreased 0.25-fold (p = 0.0031) in Akt-1 mRNA, while we observed an
increase with OSPre (0.9-fold, p = 1.4063E-12), OSPost (1.2-fold, p = 2.2983E-22) and
NWSPost (1.9-fold, p = 1.1426E-27) compared to TO (Figs 3F and 55). Akf-2 mRNA
decreased 0.36-fold (p = 7.3146E-8) by stimulation with NWSPre sera, contrary to the
increase under stimulation with OSPre (0.78-fold, p = 2.4309E-8) and NWSPost (0.24-fold,
p = 0.0043) respect to TO (Figs 3G and S5). Finally, Akt-3 mRNA decreased 0.18-fold
(p = 0.0084) due to exposure to NWSPre sera, while only OSPre increased 0.41-fold
(p = 2.4338E-8) compared to T0 (Figs 3H and S5).

These data collectively suggest that serum from obese women, mainly from postmeno-
pausal women, might contribute to an increase in the viability levels of tumoral cells, associ-
ated with an increase in phosphorylation of IR-f and Akt. These last results and the fact that a
higher incidence of breast cancer in obese postmenopausal women has been reported led us to
focus on this group to perform a pharmacological intervention with Metformin and determine
if the effect on the tumor cell could be reversed.

Effect of sera from obese postmenopausal women treated with Metformin
on MCF-7 cells

Retrospective studies have reported a lower incidence of invasive breast cancer in patients with
Metformin treatment [23-26], this could be explained, in part, by changes in circulating mole-
cules contained in the sera from obese women exerted by the pharmacological intervention.
Taking advantage of an ongoing study at the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutri-
cién Salvador Zubiran (INCMNSZ), we collected 64 sera from obese postmenopausal women
with no previous diabetes diagnosis and undergoing Metformin treatment with 2550 mg/day.
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Fig 3. Effect on the viability and activation of the IR-B/Akt/p70S6K pathway of MCF-7 cells by stimulation with
human sera from normal-weight and obese women with different hormonal states. A) Viability of MCF-7 cells
exposed to sera from women with different BMIs and hormonal states. B) Western Blot of IR-B/Akt/p70S6K pathway
members on MCF-7 cells exposed to sera from women with different BMIs and hormonal states. C) Group analysis of
densitometric quantification stratified by serum condition of pIR-p (Tyr 1162-1163). D) Group analysis of
densitometric quantification stratified by serum condition of pAkt (Ser 473). E) Group analysis of densitometric
quantification stratified by serum condition of pp70S6K (Thr 389). F) Akt-1 expression levels on MCF-7 cells
stimulated with human sera. G) Akt-2 expression levels on MCF-7 cells stimulated with human sera. H) Akt-3
expression levels on MCF-7 cells stimulated with human sera. For viability assay, the MCF-7 cells were treated with
10% inactivated fetal bovine serum (Ctr), 5% FBS, sera from normal-weight premenopausal women (NWSPre), sera
from obese premenopausal women (OSPre), sera from obese postmenopausal women (OSPost) or sera from normal-
weight postmenopausal women (NWSPost). For Western Blot test the cells were stimulated with recombi human
insulin (Ins) (0.5 UI/ml) (positive control for activation of the IR-B/Akt pathway) or 5% NWSPre, OSPre, OSPost or
NWSPost. Labels of Western Blot as described in Fig 2. RT-PCR for Akt isoforms: Akt-1, Akt-2, Akt-3, and
peptidylprolyl isomerase A (PPIA) as constitutive control. Western blot armed image. All experiments were carried out
in triplicate (n = 9) for each serum evaluated. Comparison of means ** P <0.005, * P <0.05. ** Ctr or T0, ## 5% FBS or
Ins, ++ NWSPre, $ § OSPre, && OSPost.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0266073.9003

After ten weeks, 30 patients completed the treatment. We used these sera to determine if the
metabolic control generated by the drug was capable of reversing the phenotype observed in
the tumor cells, resulting from the exposure to serum from obese women.

The anthropometric and biochemical characteristics are described in Table 2. Our data
show that there was a reduction in weight of 5% after treatment with Metformin and only
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Table 2. Anthropometric characteristics, blood chemistry and HOMA of postmenopausal women treated with Metformin for 10 weeks.

Total Population HOMA<3 HOMA>3
n =30 n=21 n=9
Age 53.4%11.65 52+13.5 56.6+3.7
0 Weeks 10 Weeks 0 Weeks 10 Weeks 0 Weeks 10 Weeks
BMI (Kg)‘ml) 40.2+7.2 39.1+6.7 39.5+7.7 38.9+7.7 42.1+5.8 39.6+4.6
Glucose (mgld.[.) 92.6+8.4 90.7+10.4 89.7+5.9 91.4+9.5 98.7+9.8 88.5+7.6
Total Cholesterol {mgde] 185+34.2 183.6+31 187.2+35 183.5+33 179.8+33 184+31.1
Chol ol HDL (mg{dl.) 46.8+11.5 49.2+18.3 49+11.5 49+6.97 41.7+10.2 38.5+7.1
Cholesterol LDL (mg!dl} 118+30.7 116+31.9 116.7+34 115.2+35 120.8+22 118.5+23
Tng]ycmdes[mgfdl) 150.1+60 159.6+67 144.5+57 135.7+51 163+67.7 143.5+47
HOMA-IR 2.3+1.45 2.1+1 1.4+0.4 1.9+09 4.15+0.9 3+0.6"
w:lgllt [Kg) 102.3+17 99.6+13 99.9+19.9 100.4+16 97.3+16.5 92.4+16.2
% Weighl Chﬂ.llgE -5.1#3.7 -4.7+25 -5.1%2.2
Obesity Grade 1 n=12 1 n=9 I n=3
11 =5 I n=4 11 =1
111 n=13 i1 n=8§ 111 =5

** P <0.005,* P <0.05. ** 0 Weeks vs 10 Weeks.

https:/fdoi.org/10.1371 fjournal pone. 0266073 1002

patients with insulin resistance (Homeostatic Model Assessment HOMA>3) presented a
reduction of 1.15 in HOMA-IR.
To evaluate the effect of sera from patients under Metformin treatment, we determined cell

viability and levels of pAkt (Ser 473) phosphorylation on MCF-7 cells in equivalent experi-

ments to those presented in Fig 3. We used the serum of each patient collected before initiating
Metformin treatment (0 Weeks) as their control.

The MCEF-7 line did not show significant changes in cell viability or pAkt (Ser 473) phos-
phorylation levels after exposure to sera of patients with ten weeks of treatment with Metfor-
min (S6A and 56B Fig). However, when the population was analyzed by the HOMA score, we
observed that the serum of patients with HOMA >3 induced a reduction in viability (21%,

p = 5.5E-7) and pAkt (Ser 473) phosphorylation at 10 Weeks compared to 0 Weeks (0.8-folds,
p = 3.3E-7) (Fig 4A-4C).

On the other hand, to determine if the viability induced by the sera of women with
HOMA <3 was a product of the activation of the MAPK kinase pathway, we evaluated the
phosphorylation of pERK (Thr 202-Tyr 204). However, although a slight increase was
observed, it was not statistically significant (Fig 4B and 4C lower panel).

We subsequently evaluated the expression of the three Akt mRNA isoforms on MCF-7 cells
exposed to sera obtained before and after 10 weeks with Metformin treatment. For Akt-1
mRNA, a 0.7-fold (p = 0.008) increase was observed at ten weeks of treatment with Metformin
(10W) compared to OW (56C Fig). When dividing our cohort by HOMA, women with
HOMA <3 presented a 1-fold (p = 0.01) increase at 10W compared to their OW (Fig 4D upper
left panel). Whereas the expression of Akt-2 mRNA decreased 0.4-fold (p = 0.03) under stimu-
lation of 10W sera in comparison to 0W (S6C Fig). But the supplementation with sera from
women with HOMA >3 induced a 0.75-fold (p = 0.000019) increase at 10W respect their OW
(Fig 4D central right panel). Finally, Akt-3 mRNA did not present significant changes in the
total population or subgrouping it by HOMA (Figs S6C and 4D lower panel).

In obese patients, several studies have shown an increased production of inflammatory
cytokines [49-51], so we aimed to measure the cytokines in sera from patients after Metformin
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Fig 4. Effect of sera from Metformi d post P 1 obese on MCEF-7 cells. A) Viability of MCF-7

cells exposed to OSPost serum without insulin resistance (HOMA <3) and OSPost serum with insulin resistance
(HOMA>3). B) Western Blot of MCF-7 cells exposed to OSPost serum without insulin resistance (HOMA<3) and
OSPost serum with insulin resistance (HOMA>3). C) Western Blot’s Densitometry of pErk (Thr 202-Tyr204) and
pAkt (Ser 473) of MCF-7 divided by the presence of insulin resistance. D) Akt Isoforms expression levels on MCF-7
cells stimulated with OSPost at 0 and 10 weeks of Metformin treatment. E) Determination of serum molecule levels in
postmenopausal obese women treated at 0 and 10 weeks of treatment with Metformin. Labels of Western Blot as
described in Fig 2. Labels of RT-PCR as described in Fig 3. Western blot armed image. The plotted data correspond to
three independent experiments (n = 3) for each serum evaluated. Comparison of means ** P <0.005, * P <0.05.** Ctr
or TO, ## 5% FBS or Ins, !! W0, A respect HOMA<3 vs HOMA>3.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266073.9004

treatment. As part of an initial characterization of sera from obese patients treated with Met-
formin, we performed an ELISA BioPLEX immunoassay (see Materials and methods). Only
IL-8 showed a 1.5-fold increase (p = 5.8E-7) at 10W weeks of treatment with Metformin (S6D
Fig). When the population was divided according to HOMA score (HOMA >3), it was
observed that after 10 weeks of drug treatment, the patients who presented decreased viability
and pAkt (Ser 473) phosphorylation showed a reduction in IL-1ra (0.2-fold, p = 3.3e-02) and
MIP-1a (0.4-fold, p = 1.1e-01) levels. Contrary to the increase in IL-1p (0.4-fold, p = 0.01), IL-
1ra (0.55-fold, p = 0.0081), IL-8 (3.2-fold, p = 1.82e-10) and MCP-1(0.22-fold, p = 0.013) levels
in patients who had no change at ten weeks of treatment were observed (Fig 4E).

The changes in pro-inflammatory cytokines, after 10 weeks of treatment with Metformin,
led us to evaluate NF-xB, which is activated by IL-8 [52, 53]. On the other hand, in some cases
it has been reported that the activation of NF-kB requires the activation of p38 as a cofactor
[54], which has been reported to be regulated by Metformin [55]. Contrary to expectations,
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stimulation with sera from women with HOMA <3 induced a differential regulation in NF-xB
(nuclear factor kB) signaling. At 10 min of stimulation, sera from patients with 10 weeks of
Metformin treatment (HOMA<3-10W) did not induce changes in pp38 (Tyr 182) phosphory-
lation (Fig 5A left panel and 5B upper left panel). Although IKBo. degradation increased
0.25-fold (p = 0.03) compared to OW (HOMA <3) (Fig 5A-left panel and 5B-middle left).
While pp65 (Ser 536) phosphorylation increased 0.45-fold (p = 0.035) under stimulation with
10 W sera (HOMA<3) compared to 0 W (Fig 5A-left panel and 5B-lower left panel). On the
other hand, after 30 min of exposure with 10W sera (HOMA <3) there was an increase of
1.45-fold (p = 4.6E-5) in the phosphorylation of pp38 (Tyr 182) and 0.3-fold (p = 3E-6) in
IKBo compared to OW (HOMA<3) (Fig 5A-right and 5C- upper and middle right panels).
But in pp65 (Ser 536) there were no statistically significant changes and the phosphorylation
levels were similar to those observed at 10 min of stimulation (Fig 5A-left panel and 5C-right
panel). It is worth mentioning that a 3.3-fold increase (p = 2E-8) in pp38 (Tyr 182) phosphory-
lation was observed at 30 min of stimulation with sera from women with HOMA>3-10W
compared to OW (HOMA>3) (Fig 5A and 5B-upper right panel).

A) 10 min 30 min
OSPost  OSPost OSPost OSPost
HOMA<3 HOMA>3 HOMA<3 HOMA=3

——
TO TNF-aIns OW 10W 0W 10W TO0 TNF-alIns OW 10W 0W 10W
Metformin + + o+ + R A A T

pp38 (Tyr 152)] W o e e e @9 [ == T e )
p33|--—----|-‘g-_‘-!|

IKBo | ----.H!--—---l

pp65(5cr536)3 — I I — -— ,I

P-ctin] - - - | [ - — — — — |

B) 10 min | 30 min |
TOMA< | HOMA>3 | <3 | AT ]
T
#H#
1 =
" @ |3
7.5 wr 75 we  HHFH 7S o o# |2
] o f L e I 19
= ! Atk Exd =
Z 50 # . _4 5.0 3 5.0 . %
= - i ii
g 2 LY sl 2.8 L =
S e ower  TerNFa e osor  rernvaneoWen  vetnva e o
= "
i # —
£ i itk
S 1.8 Sl s, Vi s " LS 0 Woeks
% i it ii A 5= [ 10 Weeks
S0 104 - 1.0 e 10 e T ode— o
= a8 : = -o-':p',"g I
_2 0.5, 0.5 0.5 i 0.s
g 0.0l ELS 0.0 A 0.0. 0.0
= ToTNFa e OVFa TOTNF-a ts OSFant ToTNFoa e OSFont T TNV T OSFont
=
£ “ e -
4.0 $ 4.0 $ 4.0 4.0 'g
3.0 3.0 20 3.0 |y
! £
2.0 i} 20 2.0 P20 i ]
i =l [ TR w2 | ow | s i ox i |
10—  mgm ':'LF L e S T e el -
TOTNV-a Ths OSFost TOTNI-w s OSPost TOTNFw s OSFost  To TNFoa T OSPost
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A) Western Blot of pp38 (Tyr 182), IKBo and pp65 (Ser 536) under stimulation with OSPost serum without insulin
resistance (HOMA <3) and OSPost serum with insulin resistance (HOMA>3) at 10 and 30 min of stimulation. B)
Group analysis of densitometric quantification of pp38 (Tyr 138), IKBat and pp65 (Ser 536) by stimulation with
OSPost serum without insulin resistance (HOMA<3) and OSPost serum with insulin resistance (HOMA>3) at 10
min and 30 min. Labels of Western Blot as described in Fig 2. Western blot armed image. The plotted data correspond
to three independent experiments (n = 3) for each serum evaluated. Comparison of means ** P <0.005, * P <0.05). **
TO, j; TNF-a, ## Ins, !! WO, A respect HOMA <3 vs HOMA>3.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266073.9005
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Overall, Metformin pharmacological intervention in obese postmenopausal women with
insulin resistance was able to modify the patients’ sera and attenuated the effects observed in
our study on cell viability and Akt phosphorylation on MCF-7 cells, related to obesity-associ-
ated phenotypes. This finding reinforces the concept that cell viability and Akt activation are
relevant indicators of the link between circulating molecules associated to obesity in front of
the activation of the oncogenic pathway.

Discussion

Obesity is associated with an increased risk of mortality regardless of BMI [56]. It has been
postulated that the secretion of adipocytokines, establishes the connection between obesity
and breast cancer [57]. Consequently, identifying how these obesity-associated serum mole-
cules drive carcinogenic processes can help to clarify the mechanisms that connect obesity and
breast cancer incidence.

Even though it presents high promiscuity to multiple processes and molecules, we decided
to focus on Akt and its isoforms due to its relevant role in the relationship between obesity and
breast cancer, acting as an integration center for multiple signaling pathways.

Different strategies to assess the relationship between breast cancer and obesity have been
used. One of them focuses on the use of sera from patients with breast cancer, but in this
approach, a variety of elements may alter the Akt’s expression and activity, such as chemother-
apy, hormonal therapy, and target therapy present in the serum of these patients [58-61]. The
strategy adopted in our study focuses on the effects of serum molecules associated with obesity
in individuals free of breast cancer.

The epidemiology in retrospective studies indicated that obesity has a protective effect in
premenopausal women, but in recent years an increase in triple-negative breast cancer inci-
dence has been observed in this population [43, 62, 63]. On the other hand, obesity is mainly
associated with the incidence of luminal subtype of breast cancer in postmenopausal women
[64, 65]. Increased Akt phosphorylation was reported in both subtypes of breast cancer [34].
However, our in-silico analysis did not show an association between obesity and increased
expression and phosphorylation of Akt in tumor tissue. The lack of classification in the differ-
ent subtypes of breast cancer in the two different data sets used may explain the absence of
association.

Bowers et al. [5, 36, 37] have used cultures of breast cancer cells exposed to sera from breast
cancer patients with and without obesity. Similarly, we have characterized different pheno-
types of MCF-7 cells generated by exposition to sera from obese and normal-weight women
without breast cancer. The most significant change that we observed was that the serum of
obese women induced earlier and sustained Akt activation associated with cell vitality.

The lack of concordance between increased phosphorylation of IR-p and Akt, and the fact
that different inhibitors of the IR-i/ Akt pathway do not prevent phosphorylation of Akt, sug-
gests that serum from obese women contains molecules other than insulin or IGF [66, 67] that
contribute to Akt activation; such as leptin, estrogens, pro-inflammatory cytokines, and tri-
glycerides [5, 66-69].

The lack of normal-human ductal and lobular primary culture prevented us from having an
ideal control for non-tumor mammary epithelium. However, normal mammary immortalized
epithelium cells (MCF-10A) could be used for that purpose. Although the bioinformatics anal-
ysis showed that normal breast tissue presented the highest increase in Akt activation mediated
by obesity, MCF-10A cells were discarded, since they did not show adequate activation of the
IR-B/Akt/p70S6K pathway by stimulation with human serum (S3A Fig), nor could they differ-
entiate between sera from different BMI (S4A Fig).
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In the search for an adequate breast cancer in vitro model, we screened different cell lines
from each molecular subtype of breast cancer: luminal (MCF-7, ZR-75-30), Her2+ (SKBR-3,
SKBR-3R) and triple-negative (MDA-MB-231, MDA-MB-468). From this panel, MCF7 cells
were the most sensitive to human sera of the different BMI groups by presenting greater differ-
ences in the percentages of viability, probably associated with the higher concentration of
estrogens present in the sera of women with obesity and the sensitivity of MCF-7 cells to this
molecule [5, 11, 40]. MDA-MB-231 cells are the second most studied breast cancer cellular
model. However, although these cells showed the same trend in increasing viability and Akt
activation under stimulation with sera from obese women these changes did not reach statisti-
cal significance (S4E Fig).

Even with the limited number of samples included in this pilot study, we observed variabil-
ity between sera from women with the same BML Possibly by the existence of obese individu-
als with a "healthy" metabolic state and normal-weight individuals with a "sick" metabolic state
[70]. In the case of normal-weight women, the sera that had high levels of triglycerides also
presented higher levels of Akt phosphorylation. To validate this hypothesis more patients have
to be analyzed.

Diabetes adds complexity and confounding variables to the changes in human serum, for
this reason, we excluded patients with this condition. Using a glucose tolerance test, we certi-
fied that none of the patients included in our study had diabetes, but 30% were women with a
HOMA score higher than three, which was taken as the reference value to determine insulin
resistance. After treatment with Metformin and regardless of the degree of obesity, there was a
positive effect on the metabolism of the patients with HOMA >3, these sera being the ones that
decreased their ability to induce viability in MCF-7 cells through Akt. On the other hand,
although it was expected that in patients without insulin resistance (HOMA<3), the increase
in proliferation would be mediated through the MAPK pathway, no changes were observed
after Metformin treatment in Erk phosphorylation. Therefore, in addition to insulin resis-
tance, other metabolic and physiological alterations could be responsible for the observed
effects on MCF-7 cells in these two subgroups of obese women.

Our initial characterization of the sera following Metformin treatment showed insulin and
MIP1lea reduction in women who presented HOMA >3, which could partly explain Akt phos-
phorylation reduction [64, 71]. However, although a reduction in IL-6, MCP-1, TNF-o, INF-
> GM-CSF, and IL-17 has been reported after Metformin treatment [72-74], we did not
observe significant changes in any of them. Also, we cannot rule out the influence of other
molecules that we did not evaluate and that are regulated by drug treatment, such as adiponec-
tin and leptin [75, 76]. For MCP-1, TNF-o and VEGF, the reduction in concentration after
treatment with Metformin was only observed in women with grade IIT obesity, suggesting that
these changes depend on the degree of obesity (57 Fig).

In breast cancer, Akt activation induces the activation of multiple pathways, including
the NF-kB pathway [75-77]. On the other hand, among the antitumor mechanisms of
Metformin are the inhibition of Akt and NF-xB signaling [54, 78-84]. While in women
whose sera did not induce changes in viability and Akt phosphorylation after treatment
with Metformin, we observed a reduction in IKBa degradation and an increase in p65
phosphorylation, independently of phosphorylation of p38, which could indicate that
treatment with Metformin in patients with HOMA <3 has an anti-apoptotic effect,
although we do not rule out that the observed NF-xB activation could have an anti-tumor
effect as has been reported in multiple studies [85-88]. In addition, an increase in p38
phosphorylation was observed in women with and without insulin resistance after treat-
ment with Metformin, which corroborates what was previously reported on an antitumor
effect of Metformin through p38 activation [89-91]. These results could indicate that
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Metformin has two independent effects on the tumor cell: i) The first by regulating Akt in
women with insulin resistance, ii) The second to regulate NF-xB independently of Akt in
women without insulin resistance.

This study represents the starting point for an in-depth characterization of human sera.
Our preliminary results provide novel knowledge about the biological panorama in breast can-
cer cells established by stimulation with human sera with different metabolic characteristics.
Furthermore, our study supports the notion that modulating metabolism through pharmaco-
logical interventions affects the molecular serum profile and consequently the breast cancer
phenotype.

Certainly, there are limitations associated with the small number of sera evaluated for each
group. However, the cellular phenotype that we observed was robustly maintained in the dif-
ferent groups of BMI and hormonal states. Another limitation was the use of a single breast
cancer line, which prevents us from examining other possible cellular models. In general, our
findings add new data to the growing body of evidence showing that serum’s molecular profile
of obese women may be pro-tumorigenic through its signaling activity. Besides, it warrants
more studies to understand the mechanism by which some Metformin users have a "protec-
tive" effect against the development of breast cancer.

Conclusions

Our study showed that in vitro cultured tumor cells can be used as a cellular model to identify
changes in serum molecules associated with different metabolic states. These alterations in
serum molecules associated with obesity, both in pre and postmenopausal women, induced an
increase in Akt phosphorylation, promoting an increase in the viability of luminal A subtype
breast cancer cells. Such effect was reversed with brief Metformin treatment in postmeno-
pausal women with insulin resistance (Fig 6).
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Fig 6. Schematic representation of the activation of the IR-B/Akt/p70S6K pathway in MCF-7 cells exposed to human sera with different metabolic
characteristics and effect of Metformin treatment in obese patients.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266073.9006
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Supporting information

S$1 Table. Gene transcription signatures associated with AKT pathway activations com-
puted in the TCGA and GEO public available gene expression profiles of breast normal
and tumoral tissue. Related to Additional file 2 and Fig 1.

(XLSX)

S$1 Fig. Comparison of TCGA vs gene expression data set and reverse phase protein matrix
data in mammary tumors of premenopausal women. A) PI3K/Akt and mTOR signatures of
public RPPA and summary of activity scores. B) PI3K/Akt and mTOR signatures correlation
of public RPPA. C) Correlation of transcriptional signature (mRNA) associated with PI3K/
AKT phosphorylation state. D) Comparison of mRNA and Protein expression pattern in sam-
ples with high vs low levels of AktSer473 and AktThr308.

(PDF)

S$2 Fig. Viability rate of breast cancer cells seeded in sera human sera. A) Viability rate of
breast cancer cells seeded in sera with or without heat-inactivation. B) Tolerance of breast can-
cer cell lines to human serum without heat-inactivation. All experiments were performed in
triplicate (n = 9). The data shows an average +/- SD (** P <0.05 to Ctr).

(PDF)

§3 Fig. Activation of IR/Akt/p70S6K pathway by stimulation with normal weight serum
premenopausal in breast cancer cell lines. Cells were stimulated for 10 min with Human
Recombinant Insulin (Ins) (0.5 U/ml) (positive control of activation of IR/Akt/p70S6K
pathway) or 5% Normal Weight Serum Premenopausal (NWSPre). Western Blot against
elements of IR/Akt/p70S6K pathway: Insulin beta receptor (IR-b), Phosphorylated beta
insulin receptor in tyrosine residues 1162-1163 (pIR-p Tyr 1162-1163), Total Akt-1 (Akt-
1), phosphorylated pan-Akt in Serine 473 residue (pAkt Ser 473), beta actin (B-actin) as a
constitutive control. A) Representative Western blot of elements of IR/Akt pathway of
MCF-10A cells. B) Representative Western blot of elements of IR/Akt pathway of MCF-7
cells. C) Representative Western blot of elements of IR/Akt pathway of ZR-75-30 cells. D)
Representative Western blot of elements of IR/Akt pathway of BT-474 cells. E) Representa-
tive Western blot of elements of IR/ Akt pathway of BT474R cells. F) Representative Western
blot of elements of IR/Akt pathway of SKBR-3. G) Representative Western blot of elements
of IR/Akt pathway of SKBR-3R. H) Representative Western blot of elements of IR/Akt path-
way of MDA-MB-231. I) Representative Western blot of elements of IR/Akt pathway of
MDA-MB-468.

(PDF)

§4 Fig. Effect of human sera with different metabolic characteristics on viability in breast
cancer cells. Breast cancer cells were treated for 48 hours with heat-inactivated fetal bovine
serum supplemented with 10% (Ctr), 5% FBS or 5% sera from normal-weight premenopausal
women (NWSPre) or sera from obese premenopausal women (OSPre). Boxplot shows the
group analysis of cell viability effect on A) MCF-7, B) MCF-10A, C) ZR75-30, D) SKBR-3 and
E) MDA-MB-231 lines seeded with NWSPre or OSPre. T0 corresponds to viability at time the
different sera were added. Viability was determined by violet crystal technique and normaliz-
ing against Ctr. All experiments were performed by triplicate (n = 9) for each serum evaluated.
** P <0.05.

(PDF)

S5 Fig. Expression levels of Akt Isoforms in MCF-7 cells by stimulation of with human
sera. MCFE-7 cells stimulated for 10 minutes with recombinant human insulin (Ins) (0.5 U/ml)
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(positive control of activation of IR/Akt pathway) and 5% NWSPre or OSPre or OSPost or
NWSPost after 10 min. RT-PCR for Akt isoforms: Akt isoform 1 (Akt-1), Akt isoform 2 (Akt-
2), Akt isoform 3 (Akt-3) and Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) as constitutive control.
(PDF)

$6 Fig. Effect of serum from postmenopausal obese women with Metformin treated on
MCE-7 cells. The viability and phosphorylation levels of MCF-7 cells exposed to OSPost sera
with Metformin treatment at 0 and 10 weeks were evaluated. A) Viability of MCF-7 cells. B)
Western Blot Densitometry of pAkt (Ser473) of MCF-7 cells. C) Akt Isoforms expression levels
on MCF-7 cells stimulated with OSPost at 0 and 10 weeks of Metformin treatment. D) Deter-
mination of serum molecule levels in postmenopausal obese women treated at 0 and 10 weeks
of treatment with Metformin. The plotted data correspond to three independent experiments
(n = 3) for each serum evaluated. ** P<0.005.

(PDF)

S§7 Fig. Effect of the grade of obesity on the expression of serum molecules after treatment
with Metformin. A) MCP-1 levels at T0O and T10 weeks of Metformin treatment in women
with grade I obesity. B) MCP-1 levels at TO and T10 weeks of Metformin treatment in women
with grade III obesity. C) MIP-1beta levels at TO and T10 weeks of Metformin treatment in
women with grade I obesity. D) MIP-1beta levels at T0 and T10 weeks of Metformin treatment
in women with grade IIT obesity. E) TNFalpha levels at T0 and T10 weeks of treatment with
Metformin in women with grade I obesity. F) TNFalpha levels at TO and T10 weeks of treat-
ment with Metformin in women with grade III obesity. G) VEGF levels at T0 and T10 weeks
of Metformin treatment in women with grade I obesity. H) VEGF levels at T0 and T10 weeks
of Metformin treatment in women with grade III obesity.

(PDF)

S$8 Fig. Sample size calculation by G power program.
(PDF)

S1 Raw images. Western blots: Representative western blot images used for the creation of

figures.
(PDF)
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