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RESUMEN

M.C.P. Carlos Roberto Montes de Oca Saucedo Fecha de Titulacién: Julio, 2024
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn Facultad de Medicina

Titulo: Efecto de la glucdlisis y la B-oxidacion de acidos grasos en el crecimiento
y sensibilidad a doxorrubicina de lineas de cancer mamario

Candidato para obtener el grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en
Morfologia

Numero de paginas: 99 Area de estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método de Estudio: El propésito de este estudio fue investigar el efecto
de la glucdlisis y la B-oxidacion en el crecimiento de lineas celulares de cancer mamario,
asi como evaluar la sensibilidad de estas lineas a la doxorrubicina en presencia de
diferentes concentraciones de glucosa y lipidos. Se utilizaron las lineas celulares de
cancer MCF-7 y MDA-MB-231, linea no cancerosa VERO como referencia, y cultivos
primarios de biopsias de pacientes con sospecha de cancer mamario. Las células se
expusieron a inhibidores especificos de la glucdlisis y la B-oxidacién, asi como a
concentraciones variables de glucosa, piruvato y beta-hidroxibutirato con enfoque en
su efecto en la sensibilidad a doxorrubicina. Los resultados fueron analizados para
determinar las diferencias en la viabilidad celular ante los tratamientos, proporcionando
una comprensiéon mas profunda de las adaptaciones metabdlicas en células cancerosas
y su implicacion en la terapia anticancerigena.

Contribuciones y Conclusiones: Este estudio contribuye al conocimiento sobre las
adaptaciones metabdlicas en células de cancer de mama y su impacto en la viabilidad
y respuesta a tratamientos quimioterapéuticos. Se observé que las células MDA-MB-
231 dependen en mayor medida de la glucélisis en comparacién a la B-oxidacion para
su crecimiento, lo que sugiere que las terapias dirigidas a la glucdlisis podrian ser
efectivas en el tratamiento del cancer de mama triple negativo (TNBC). Se concluye
que la modulacién de los niveles de glucosa puede influir significativamente en la
eficacia de la doxorrubicina, especialmente en condiciones de baja glucosa, donde se
observd mayor sensibilidad en las células TNBC. Estos hallazgos subrayan la
importancia de considerar el metabolismo celular en el disefio de estrategias
terapéuticas contra el cancer, destacando el potencial de la dieta cetogénica y otras
intervenciones metabdlicas como complemento a la quimioterapia.

S e~
s S ]

b
Dr. C. José Juan Pérez Trujillo

Director



1. INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por un crecimiento anormal
y descontrolado de las células de un tejido del cuerpo, lo que puede llevarlas a
invadir otros tejidos u 6rganos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2022),
esta enfermedad tiene un impacto significativo a nivel global, afectando no solo la
salud fisica sino también la emocional y financiera de los individuos y sus

comunidades.

En 2020, se estimaron 19.3 millones de nuevos casos de cancer y casi 10 millones
de muertes a nivel mundial (Sung et al., 2021). Para 2040, se proyecta un aumento
significativo de estos numeros, especialmente en los paises en desarrollo. En
cuanto a tipos especificos, el cancer de mama es el mas diagnosticado a nivel
global, seguido por el cancer de pulmon, colorrectal, prostata y estobmago. La
mortalidad por cancer de pulmon sigue siendo la mas alta, con 1.8 millones de

muertes anuales (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

Las disparidades en la incidencia y mortalidad del cancer son evidentes entre los
paises desarrollados y en desarrollo. Aunque la incidencia es mayor en los paises
desarrollados, las tasas de mortalidad muestran menos variacion, con mayores
tasas de mortalidad por cancer de mama y cuello uterino en los paises en desarrollo

(Sung et al., 2021).

Segun Hanahan y Weinberg (2011), el cancer se caracteriza por una serie de rasgos
distintivos que incluyen el mantenimiento de sefales proliferativas, la evasion de

inhibidores del crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la capacidad de



inmortalidad replicativa, la induccién de la angiogénesis y la activacion de la invasion
y metastasis. Ademas, la inestabilidad gendmica y la inflamacion son cruciales en
el desarrollo del cancer. Estos rasgos distintivos y la reprogramacion del
metabolismo energético son claves para entender las complejidades del cancer y

desarrollar terapias dirigidas.

El metabolismo celular normal implica una red de procesos bioquimicos que regulan
la produccidn de energia y la biosintesis de macromoléculas. Las células
cancerosas, a diferencia de las células normales, a menudo exhiben un aumento en
la actividad glucolitica, conocido como el efecto Warburg, lo que les permite
satisfacer sus altas demandas energéticas y apoyar su rapido crecimiento y

proliferacion (Warburg, 1956).

Cancer de Mama

El cancer de mama es el tipo de cancer mas comun en mujeres a nivel mundial,
representando el 30% de todos los canceres diagnosticados en mujeres
(Ubayawansa et al., 2021). Este cancer comienza en los conductos o l6bulos de la
mama y puede invadir el tejido circundante y metastatizar a otros érganos, lo cual

puede ser mortal (Organizacién Mundial de la Salud, 2023).

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea con varios subtipos, cada uno
con diferentes caracteristicas biolégicas y respuestas al tratamiento. Los subtipos
incluyen el luminal A, luminal B, HER2 positivo y triple negativo (TNBC). EI TNBC

es particularmente agresivo y carece de terapias dirigidas especificas, lo que lo



convierte en un foco principal de investigacion para nuevas estrategias terapéuticas

(Montalvo-Castro & Salinas-Jazmin, 2022).

Cancer de Mama Triple Negativo (TNBC)

El TNBC no expresa receptores de estrégeno (ER), receptores de progesterona
(PR) o HER2, y se caracteriza por alta malignidad, invasién significativa, alto
potencial metastasico, tendencia a recaer y mal prondstico (Yin et al., 2020).
Representa del 12-17% de todos los canceres de mama y tiene opciones

terapéuticas limitadas (Gong et al., 2021).

Las células TNBC dependen en gran medida del metabolismo de la glucosa para
su supervivencia y proliferacion. La inhibicion de la glucélisis, mediante compuestos
como la 2-desoxiglucosa (2-DG), puede inhibir la proliferacién de las células TNBC

y activar la apoptosis, reduciendo asi el crecimiento tumoral (Samuel et al., 2023).

La quimioterapia sigue siendo el tratamiento estandar para el TNBC, pero los
avances en la subclasificaciéon han identificado subtipos distintos de TNBC con
biologia unica, lo que sugiere la necesidad de enfoques de tratamiento
personalizados (Abramson et al., 2014). A pesar de los avances, el TNBC sigue
siendo dificil de tratar, y los pacientes tienen prondsticos mas pobres en
comparacién con otros subtipos de cancer de mama (Wu et al., 2021; Choi & Kim,

2023).



Procesos Celulares Metabolicos

La glucdlisis, la B-oxidacion y la fosforilacion oxidativa son procesos celulares
metabdlicos cruciales. En las células normales, estos procesos estan
cuidadosamente regulados para mantener la homeostasis energética y la funcion
celular. La glucdlisis es una via metabdlica fundamental que implica la
descomposicion de la glucosa en piruvato, produciendo ATP y NADH. Este proceso
ocurre en el citoplasma y proporciona energia rapidamente, especialmente en
condiciones anaerdbicas En condiciones normales, el piruvato generado se
convierte en acetil-CoA que entra en el ciclo de Krebs en la mitocondria para una
mayor produccion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa (Morelli &

Scholkmann, 2024).

La B-oxidacion es el proceso mediante el cual los acidos grasos son descompuestos
en la mitocondria para producir acetil-CoA, NADH y FADH2. Este proceso es crucial
para el metabolismo energético, especialmente durante el ayuno y el ejercicio
prolongado. La acetil-CoA generada entra en el ciclo de Krebs para producir ATP
adicional, mientras que el NADH y el FADH2 generados son utilizados en la cadena
de transporte de electrones para la produccion de ATP. En las células normales, la
B-oxidacién es una fuente importante de energia, particularmente en tejidos como
el corazon y el musculo esquelético, que dependen en gran medida de los acidos

grasos como fuente de combustible (Eaton et al., 1996).

En las células cancerosas, estas vias estan desreguladas para apoyar el

crecimiento tumoral (Vander Heiden et al., 2009). La reprogramacion metabdlica en



el cancer, o efecto Warburg, implica una preferencia por la glucdlisis sobre la
fosforilacidn oxidativa incluso en presencia de oxigeno (Warburg, 1956). Este
fendmeno se asocia con la generacion de lactato y la expresion elevada de
isoformas especificas de enzimas glucoliticas en las células cancerosas. Ademas,
proporciona intermediarios para las vias biosintéticas, esenciales para la
proliferacion y el crecimiento de los tumores, asi como mantener el equilibrio redox.
(Hanahan & Weinberg, 2011). Dirigirse a estas vias metabdlicas podria ofrecer

nuevas estrategias terapéuticas (Luengo, Gui, & Vander Heiden, 2017).

Glucdlisis y Células Cancerosas

Estudios han demostrado que las células cancerosas dependen en gran medida de
la glucdlisis para satisfacer sus demandas energéticas y apoyar la rapida
proliferacion. La sobreexpresion de enzimas y transportadores glucoliticos, como
GLUT1, HK2 y LDHA, es comun en las células cancerosas (Chelakkot et al., 2023).
Ademas, la desregulacion de moléculas como LDHA y PKM2 esta vinculada a la
promocién del crecimiento tumoral (Kachel et al., 2015). La combinacién de
inhibidores de la glucdlisis con quimioterapia ha mostrado aumentar la eficacia del
tratamiento, lo que sugiere una estrategia prometedora para mejorar la eficacia de

la terapia contra el cancer (Maschek et al., 2004).



Disfuncion Metabélica en TNBC

Dirigirse a la disfuncion metabdlica en TNBC muestra un gran potencial terapéutico.
El TNBC es particularmente sensible a los inhibidores de la glucdlisis. Estudios han
demostrado que las células de TNBC dependen en gran medida de la glucdlisis
debido a su disfuncion mitocondrial. La inhibicion de la glucodlisis en TNBC puede
revertir el fenotipo glucolitico, favoreciendo la fosforilacion oxidativa (Pelicano et al.,
2014). Ademas, el miR-210-3p modula la actividad de HIF-1a y p53, reguladores

clave del efecto Warburg, sugiriendo su potencial terapéutico (Du et al., 2020).

Los inhibidores de la glucdlisis, como la 2-desoxiglucosa, han mostrado potencial
en la inhibicidon selectiva de células cancerosas (Tran et al., 2020). La disfuncién
metabdlica también se ha relacionado con el sindrome metabdlico y el peor
prondstico en cancer de mama, resaltando la importancia de las intervenciones en
el estilo de vida, como modificaciones dietéticas y aumento de la actividad fisica

(Chueh & Yoo, 2017).

La inhibicidn de la oxidacién de acidos grasos (FAQ) y la sintesis de poliaminas ha
demostrado reducir el crecimiento de TNBC. Las alteraciones metabdlicas también
se asocian con receptores de tirosina cinasa como EGFR y MET (Camarda et al.,
2016). Ademas, el perfil metabdlico alterado del TNBC resalta la necesidad de
investigaciones integrales para identificar vulnerabilidades metabdlicas especificas

y desarrollar estrategias terapéuticas efectivas (Lanning et al., 2017).

El piruvato es un intermediario crucial en el metabolismo celular. En las células

cancerosas, la conversion de piruvato a lactato es preferida, lo que apoya su rapido
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crecimiento. Ademas, el transporte mitocondrial del piruvato se ha identificado como
un factor critico en la represion del efecto Warburg y en el control del crecimiento
de las células cancerosas del colon, sugiriendo que la manipulacion del
metabolismo del piruvato podria ser una estrategia terapéutica viable (Schell et al.,
2017). Estudios recientes han demostrado que la ausencia de piruvato exégeno bajo
condiciones de alta glucosa induce una rapida y extensa muerte celular, subrayando
su papel crucial en el mantenimiento de la viabilidad celular y la produccion de
energia (Yako et al., 2021). Otro estudio muestra que las células de cancer de mama
MCF-7 pueden ajustar significativamente la cantidad de metabolitos y las tasas de
reaccion, resaltando la importancia del reciclaje del piruvato y su carboxilacién para

mantener la produccién de energia y la sintesis de biomoléculas (Otto, 2020).

Glucosa y Sensibilidad a Quimioterapéuticos

Las concentraciones de glucosa influyen significativamente en la sensibilidad de las
células cancerosas a los agentes quimioterapéuticos, afectando la proliferacion
celular, la apoptosis y los resultados del tratamiento. Varios estudios han resaltado
la relacion intrincada entre la disponibilidad de glucosa y las respuestas de las
células cancerosas a diversos agentes quimioterapéuticos, arrojando luz sobre los

posibles mecanismos y estrategias terapéuticas.

Birsoy et al. (2014) enfatizaron la importancia de considerar las concentraciones de
glucosa al evaluar la sensibilidad de las células cancerosas a las biguanidas u otros
inhibidores de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS). El estudio subrayé cémo la

limitacion de glucosa y la presencia de biguanidas pueden afectar las respuestas de



las células cancerosas, destacando los determinantes metabdlicos que influyen en

la sensibilidad a estos tratamientos.

Khajah et al. (2022) investigaron los efectos de la privacion de glucosa en lineas
celulares de cancer de mama y su interaccion con paclitaxel y doxorrubicina. El
estudio demostré que las bajas concentraciones de glucosa inducian apoptosis y
necrosis celular, mejorando los efectos antiproliferativos de agentes
quimioterapéuticos como paclitaxel y doxorrubicina, lo que sugiere que los niveles
de glucosa pueden modular la eficacia de la quimioterapia en las células de cancer

de mama.

Varghese et al. (2019) exploraron el impacto de las altas concentraciones de
glucosa en los efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos de la metformina en
células de cancer de TNBC. El estudio revel6 que los niveles altos de glucosa
reducian significativamente la eficacia de la metformina para inhibir la proliferacién
celular, la muerte celular y la detencion del ciclo celular, indicando una posible
conexién entre el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la quimioterapia en

el cancer de mama.

Xu et al. (2018) investigaron como la hiperglucemia afecta la eficacia del farmaco
quimioterapéutico adriamicina (ADR) a través de la via AMPK. Descubrieron que la
hiperglucemia disminuye significativamente la eficiencia anticancerigena de la ADR
al desregular la via AMPK, lo que a su vez reduce el dafio al ADN inducido por la
ADR. Este efecto se observo en células de cancer de higado HepG2 y Bel-7402,

asi como en modelos de raton.



Schroll et al. (2017) investigaron la combinacion de restriccion de glucosa, inhibicidon
de la autofagia y quimioterapia en esferoides de HCT 116. El estudio demostré que
al debilitar las células cancerosas con restriccion de glucosa e inhibicion de la
autofagia antes de la quimioterapia, las células se volvian mas sensibles a la terapia,
indicando una estrategia potencial para mejorar la eficacia del tratamiento a través

de la modulacion metabdlica.

Otros estudios han resaltado la importancia de la regulacion metabdlica en la
sensibilidad a la quimioterapia. Por ejemplo, Yi et al. (2020) mostraron que la
inhibicion de la enzima hexoquinasa 2 (HK2), un regulador clave de la glucdlisis,
podia aumentar la sensibilidad de las células cancerosas al tratamiento con
cisplatino. Del mismo modo, Ghanem et al. (2021) encontraron que la manipulacion
de la via de la pentosa fosfato podia alterar la resistencia a la quimioterapia en
células de cancer de pulmon, subrayando la interconexion entre el metabolismo de

la glucosa y la respuesta al tratamiento.

La Dieta Cetogénica

La dieta cetogénica (KD) ha emergido como una estrategia prometedora en la
modulacion del metabolismo del cancer. Esta dieta, caracterizada por un alto
contenido de grasas y una muy baja ingesta de carbohidratos, induce un estado
metabdlico de cetosis donde el cuerpo produce cuerpos cetdnicos (como el beta-
hidroxibutirato) como fuente principal de energia en lugar de glucosa (Allen et al.,

2014).



Numerosos estudios preclinicos han demostrado que la KD puede ralentizar el
crecimiento de tumores y aumentar la sensibilidad de las células cancerosas a la
quimioterapia. Por ejemplo, Talib et al. (2021) mostraron que la KD puede reducir la
disponibilidad de glucosa para las células cancerosas, limitando su capacidad para
proliferar rapidamente. Ademas, la produccion de cuerpos ceténicos puede inducir
estrés metabdlico en las células cancerosas, promoviendo la apoptosis (Seyfried et

al. 2017).

La KD también puede influir en diversas vias de sefalizacién que son cruciales para
la supervivencia y proliferaciéon de las células cancerosas. Por ejemplo, el beta-
hidroxibutirato puede inhibir la histona deacetilasa (HDAC), modulando la expresion
geénica y afectando la proliferacion celular (Shimazu et al. 2013). La reducciéon de
los niveles de insulina y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) en
respuesta a la KD puede disminuir la activacion de vias de sefalizacidon
proliferativas como la PI3K/AKT/mTOR Ademas, el beta-hidroxibutirato puede
actuar sinérgicamente con la quimioterapia, potenciando sus efectos citotdxicos y

reduciendo la viabilidad celular (Cortez & McKenzie, 2021).

La combinacién de KD con quimioterapias como la doxorrubicina ha mostrado
resultados prometedores. En condiciones de glucosa reducida, las células
cancerosas son mas vulnerables al dafio inducido por la quimioterapia debido a su
mayor dependencia de la glucosa para el ATP y la sintesis de biomoléculas

(Meidenbauer et al. 2015).
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Aunque la evidencia clinica aun es limitada, estudios preliminares sugieren que la
KD puede ser beneficiosa para algunos pacientes con cancer. Estos hallazgos
apoyan la necesidad de mas estudios clinicos para evaluar la eficacia y seguridad

de la KD como un enfoque terapéutico complementario en el tratamiento del cancer.

Cuerpos Cetoénicos

Los cuerpos cetonicos, como el acetoacetato, el beta-hidroxibutirato (BHB) y la
acetona, son moléculas producidas en el higado durante periodos de baja
disponibilidad de carbohidratos (Puchalska & Crawford 2021). Estos sirven como
fuentes alternativas de energia para los tejidos. En las células cancerosas, el
metabolismo de los cuerpos cetonicos ha sido estudiado debido a su potencial

impacto en el crecimiento y progresion tumoral (Meidenbauer et al. 2015).

El beta-hidroxibutirato (BHB) es un cuerpo ceténico producido en el higado a partir
de acidos grasos durante periodos de baja ingesta de alimentos, dietas restrictivas
en carbohidratos, ayuno o ejercicio intenso prolongado. EI BHB tiene efectos
significativos en las células cancerosas, influyendo tanto en la supresion como en
la promocién tumoral en diferentes contextos. Por ejemplo, ha mostrado inducir la
apoptosis en células de cancer de pulmén A549 bajo condiciones de privacion de
glucosa, incrementando los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
disminuyendo la actividad de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa

(SOD) y la glutation peroxidasa (GPx) (Shirian et al., 2024).

El BHB puede reducir la viabilidad celular y promover la apoptosis al alterar la

glucdlisis y aumentar la B-oxidacién de acidos grasos (Kolb et al. 2021). Este
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impacto en las vias metabdlicas sugiere que el BHB puede reprogramar el
metabolismo de las células cancerosas, haciendo que dependan menos de la

glucolisis y mas de las rutas mitocondriales.

El BHB puede inhibir la proliferacion de células cancerosas, como se demostrd en
células de cancer de mama que expresan el transportador monocarboxilato 2
(MCT2), donde se observo un aumento en la acetilacion de histona H3K9, asociada
con la sobreexpresion de genes que promueven el crecimiento tumoral (Huang et
al., 2017). Sin embargo, estudios como el de Bartmann et al. (2018) en siete lineas
celulares de cancer de mama bajo condiciones de concentracion fisiologica de BHB,
mostraron que BHB no tuvo un impacto significativo en la proliferacién celular, la
viabilidad o la sensibilidad a la quimioterapia y radiacion, sugiriendo la seguridad de

las dietas cetogénicas en pacientes con cancer de mama.

El BHB afecta la regulacion epigenética de la expresion génica, modulando la
acetilaciéon de histonas y regulando genes involucrados en la supervivencia y
proliferacion de células cancerosas (Shimazu et al., 2013). Feger (2023) reportd que
el BHB regula la angiogénesis tumoral al aumentar el factor de crecimiento de
fibroblastos 23 (FGF23) a través de la induccion del complejo del factor de

transcripcion NFkB.

Las dietas cetogénicas, que son altas en grasas y bajas en carbohidratos, han
mostrado potencial terapéutico en TNBC. Estudios preliminares han evaluado su

efecto combinado con metformina en modelos de ratén, demostrando una
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ralentizacion del crecimiento tumoral mediante la reduccion de glucosa sistémica y

la inhibicion de la gluconeogénesis (Schmidt et al. 2024).

Investigaciones adicionales indican que las dietas cetogénicas pueden inducir
apoptosis y reducir la proliferaciéon celular en TNBC, asi como modificar el
microambiente tumoral para afectar la disponibilidad de nutrientes y las vias
metabdlicas criticas (Zheng et al., 2021). Estos efectos sugieren que las dietas
cetogénicas, en combinacion con otros tratamientos, podrian ofrecer una nueva

estrategia terapéutica para TNBC.

Uso de las Lineas Celulares Vero, MDA-MB-231 y MCF7 en Investigacion

Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 son modelos bien establecidos de
células de cancer de mama, representando células positivas y negativas para el
receptor de estrogeno, respectivamente. Estas lineas han contribuido
significativamente al conocimiento sobre la biologia del cancer de mama, incluyendo
la supervivencia celular, la proliferacion, la invasion y la respuesta a los tratamientos

(Mladkova, 2010).

Las células Vero, derivadas del rindn de un mono verde africano, se utilizan
ampliamente en investigaciones de microbiologia y biologia molecular debido a su

capacidad para ser pasadas indefinidamente (Kiesslich & Kamen 2020).

Estudios han investigado la sensibilidad de las lineas celulares de cancer de mama
a los agentes quimioterapéuticos, proporcionando conocimientos sobre las

respuestas al tratamiento y posibles marcadores predictivos (Hatzis et al. 2011).
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2. JUSTIFICACION

El cancer de mama triple negativo (TNBC) representa un desafio clinico significativo
debido a su agresividad y la ausencia de opciones terapéuticas especificas
dirigidas. Esta situacion ha impulsado la busqueda de nuevas estrategias para
controlar el desarrollo tumoral. Una de las opciones prometedoras se basa en
aprovechar la reprogramacion metabdlica que ocurre en las células cancerosas, las

cuales dependen en gran medida de la glucdlisis para su supervivencia.

Estudios previos han demostrado in vitro, tanto en lineas celulares establecidas
como en modelos preclinicos, que la inhibicién de la glucdlisis puede controlar el
crecimiento tumoral. Ademas, se ha obtenido evidencia en humanos de que las
dietas con una restriccion significativa de carbohidratos pueden tener un impacto

positivo en el control del crecimiento del cancer.

Sin embargo, persiste la necesidad de evidencia mas especifica sobre el papel de
la glucdlisis y la B-oxidacion en las células tumorales de cancer de mama y su efecto
en la sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos. Por lo tanto, el presente trabajo
tuvo como objetivo analizar in vitro el comportamiento de las células tumorales en
crecimiento ante distintas condiciones de macronutrientes disponibles en su

entorno.
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la glucolisis y B-oxidacion en el crecimiento de lineas celulares

de cancer de mama y su sensibilidad a doxorrubicina.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la glucdlisis en el crecimiento de las lineas celulares de

cancer mamario.

2. Determinar el efecto de la B-oxidacion en el crecimiento de las lineas celulares

de cancer mamario.

3. Determinar la sensibilidad de las lineas celulares hacia doxorrubicina en

presencia de glucosa o lipidos.

4. Determinar la sensibilidad de células primarias de cancer de mama hacia

doxorrubicina en presencia de glucosa o lipidos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales
5.1.1 Reactivos y materiales de laboratorio

Medios de Cultivo Celular:

O O O O O O

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), Sigma-Aldrich ®
Suero fetal bovino (SFB) para cultivo celular, Corning ®
Suplemento de glutamina (Gibco)

Suplemento de piruvato (Gibco)

Glucosa (Sigma Aldrich)

Antibidtico /Antimicético (Gibco)

Inhibidores y Tratamientos:

O O O O O O

2-DG (2-desoxi-D-glucosa) (ChemCruz)
Acido palmitico (Sigma Aldrich)

Acetato de sodio (Sigma Aldrich)
Beta-hidroxibutirato de sodio (Sigma Aldrich)
Doxorrubicina (Sigma Aldrich)

Trimetazidina (Idaptan)

Sustancias y Soluciones de Prueba:

O O O O

Alamar Blue (Thermo Scientific)

PBS (solucion salina tamponada con fosfato)

Trypsin-EDTA (Gibco)

MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.
(Merck)

Colagenasa (Thermo Scientific)

Hialuronidasa (Invitrogen)

Anticuerpo CD44 (Thermo Scientific)

Consumibles de Cultivo Celular:

O O O O O O

Placas de cultivo celular (6, 12, 24, 96 pocillos) (NUNC)
Frascos de cultivo celular (T25y T75) (NUNC)

Pipetas y puntas estériles (NUNC)

Tubos (15 ml, 50 ml) (Corning)

Crioviales para almacenamiento de células (NUNC)
Strainer (BD)
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Lineas celulares utilizadas

Linea Celular MDA-MB-231: Células epiteliales de adenocarcinoma de
mama humano (ATCC HTB-26, Manassas, Virginia, EE.UU.). Esta linea
celular es ampliamente utilizada en investigaciones sobre cancer de
mama, especialmente en estudios relacionados con el TNBC debido a su
naturaleza altamente agresiva y su falta de expresion de receptores
hormonales y HER2.

Linea Celular MCF7: Células epiteliales de adenocarcinoma de mama
humano positivo para receptores hormonales (ATCC HTB-22, Manassas,
Virginia, EE.UU.). La linea MCF7 es utilizada en estudios sobre cancer de
mama debido a su expresidn de receptores de estrogeno y progesterona,
lo que la hace relevante para investigaciones sobre terapias hormonales.

Linea Celular Vero: Células derivadas del riibn de un mono verde
africano (Chlorocebus sp.) (ATCC CCL-81, Manassas, Virginia, EE.UU.).
La linea Vero es ampliamente utilizada en estudios de virologia,
toxicologia y en investigaciones de biologia celular debido a su estabilidad
y capacidad para ser cultivada indefinidamente.

Células Primarias de Paciente con TNBC: Células aisladas de una
biopsia de un paciente diagnosticado con TNBC. Estas células primarias
se obtuvieron del Servicio de Oncologia y fueron cultivadas en el
laboratorio para su expansion y analisis. Su estudio es fundamental
debido a la agresividad y falta de opciones terapéuticas especificas para
TNBC.

Células Primarias de Paciente con Papiloma Intraductal: Células
aisladas de una biopsia de un paciente diagnosticado con papiloma
intraductal. Estas células se utilizaron como control en los experimentos
debido a su naturaleza benigna y no cancerosa. Al igual que las células
de TNBC, se cultivaron y expandieron en el laboratorio para su analisis
comparativo.

Materiales de Documentacién y Analisis

Software de Analisis de Datos:

o GraphPad (Prism)
Software ToupView de captura de micrografias
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5.1.2 Equipos de laboratorio
Equipos de Cultivo Celular:

Incubadora de CO2

Campana de seguridad biolégica Tipo 2
Microscopio de campo claro
Microscopio de contraste de fases

Equipos de Analisis y Medicion:

Espectrofotometro (iMark)

Citometro de flujo Acuri C6 (BD)
Fluorometro FLx800

Balanza analitica Serie GR, A&D weighing®

5.2 Métodos

Las lineas celulares MDA-MB-231, MCF7, y Vero fueron cultivadas en medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich ®) suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SFB, Corning ®), 1% de suplemento de glutamina, y 1% de
antibiéticos/antimicéticos (penicilina/estreptomicina). Las células se mantuvieron en
una incubadora a 37°C en una atmésfera con 5% de CO2 y 95% de humedad. Las
células primarias fueron cultivadas en medio DMEM:F12 (Sigma-Aldrich ®)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Corning ®), 1% de suplemento

de glutamina, y 1% de antibidticos/antimicoticos (penicilina/estreptomicina)
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5.2.1 Analisis de la viabilidad celular relativa de las lineas celulares en
respuesta a la presencia de glucosa y piruvato.

Se plaquearon 3000 células/pozo en placas de 96 pozos. Tras su adherencia se
cambi6 el medio DMEM 5% FBS 25 mM glucosa por 200 yl de medio DMEM 1%
FBS en presencia de distintas concentraciones de glucosa (0-25 mM) y de piruvato
(0-10 mM). Se incubd por espacio de 48 h a 37°C 5% CO2, y se procedio al analisis
de viabilidad celular mediante Alamar Blue siguiendo las indicaciones del fabricante.
La cuantificacion de la conversion del Alamar Blue fue realizada en fluorometro
FLx800 bajo una longitud de excitacion de 528 nM y una longitud de emisién de 590

nM. Se calculd la viabilidad relativa ajustada al control indicado para cada resultado.

5.2.2 Analisis de la viabilidad celular relativa de las lineas celulares en
respuesta a la presencia de lipidos.

Se plaquearon 3000 células/pozo en placas de 96 pozos. Tras su adherencia se
cambi6 el medio DMEM 5% FBS 25 mM glucosa por 200 yl de medio DMEM 1%
FBS en presencia de distintas moléculas de lipidos: acido palmitico (0-250 pM),
acetato de sodio (0-25mM) y beta-hidroxibutirato (0-25mM). Se incub6 por espacio
de 48 h a 37°C 5% CO2, y se procedi6é al analisis de viabilidad celular mediante
Alamar Blue siguiendo las indicaciones del fabricante. La cuantificacion de la
conversion del Alamar Blue fue realizada en fluorometro FLx800 bajo una longitud
de excitacion de 528 nM y una longitud de emisién de 590 nM. Se calculd la

viabilidad relativa ajustada al control indicado para cada resultado.
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5.2.3 Analisis de la viabilidad celular relativa de las lineas celulares en
respuesta a los inhibidores de glucdlisis y beta-oxidacion.

Se plaquearon 3000 células/pozo en placas de 96 pozos. Tras su adherencia se
cambi6 el medio DMEM 5% FBS 25 mM glucosa por 200 yl de medio DMEM 1%
FBS en presencia de distintas concentraciones de 2-DG (inhibidor de glucdlisis) y
Trimetazidina (inhibidor de 3-oxidacion). Se incubd por espacio de 48 h a 37°C 5%
CO2, y se procedio al analisis de viabilidad celular mediante Alamar Blue siguiendo
las indicaciones del fabricante. La cuantificacion de la conversion del Alamar Blue
fue realizada en fluorometro FLx800 bajo una longitud de excitacion de 528 nM y
una longitud de emision de 590 nM. Se calculé la viabilidad relativa ajustada al

control indicado para cada resultado.

5.2.4 Analisis de la viabilidad celular relativa de las lineas celulares en
respuesta a doxorrubicina.

Se plaquearon 3000 células/pozo en placas de 96 pozos. Tras su adherencia se
cambi6 el medio DMEM 5% FBS 25 mM glucosa por 200 yl de medio DMEM 1%
FBS a distintas concentraciones de doxorrubicina (0-10 yM) en presencia de
distintas combinaciones de glucosa + beta-hidroxibutirato. Se incubd por espacio de
48 ha 37°C 5% CO2, y se procedi6 al analisis de viabilidad celular mediante Alamar
Blue siguiendo las indicaciones del fabricante. La cuantificacion de la conversion del
Alamar Blue fue realizada en fluorometro FLx800 bajo una longitud de excitacion de
528 nM y una longitud de emisién de 590 nM. Se calcul6 la viabilidad relativa

ajustada al control indicado para cada resultado.
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5.2.5 Aislamiento de células primarias a partir de biopsias de tejido mamario.

Para el calculo de la muestra de biopsias de células primarias en este estudio, se
adoptdé un enfoque basado en la disponibilidad de muestras durante un periodo
especifico. Las biopsias fueron obtenidas del Servicio de Oncologia y transportadas
inmediatamente al laboratorio de cultivo celular. Las muestras fueron procesadas
bajo condiciones estériles en una cabina de seguridad biologica. Los fragmentos de
tejido fueron disgregados mecanicamente, tratados con colagenasa:hialuronidasa
1x por espacio de 4 hrs, tratados con una solucion de Tripsina-EDTA 0.05% por 5
minutos. La suspension celular fue cultivada en placas de 6 pozos recubiertas con
Matrigel (Corning) y con medio DMEM:F12 (Sigma-Aldrich ®) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Corning ®), 1% de suplemento de glutamina, y 1%
de antibidticos/antimicéticos (penicilina/estreptomicina). En la siembra para los

ensayos de viabilidad celular, se ajusté de 10% SFB a 5% SFB.

5.2.6 Citometria de flujo para deteccion del marcador CD44 en superficie
celular.

Se colectaron 200 000 células de cada linea celular cultivada en sus condiciones de
medio suplementado para subcultivos. Las células fueron lavadas con buffer FACS
1x (PBS 1x, 1 mM EDTA, 1% BSA) por 2 ocasiones, y se afadié 100 pyl de FACS
1x con el anticuerpo CD44 (1:200) marcado con Alexa Fluor 488. Se incub6 a 4°C
en oscuridad por espacio de 30 minutos, y posteriormente se realizaron 2 lavados
con buffer FACS 1x. Se resuspendio el pellet final en 300 ul del mismo buffer. La
lectura se realizé 2 horas posteriores al marcaje usando un citdmetro de Accuri C6

(BD).
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5.2.7 Analisis estadistico

Estadistica Inferencial: Para evaluar las diferencias significativas entre los grupos
experimentales, se emplearon analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Esta
prueba estadistica permite determinar si existen diferencias significativas en las

medias de multiples grupos, considerando dos factores independientes.

« ANOVA de Dos Vias: Esta prueba se utilizé para evaluar la interaccion entre
los distintos factores experimentales. EI ANOVA de dos vias permitid
identificar no solo los efectos principales de cada factor, sino también las
interacciones entre ellos.

e Pruebas Post Hoc: Cuando el ANOVA de dos vias indicé diferencias
significativas, se realizaron pruebas post hoc para identificar especificamente
cuales grupos diferian entre si. Dependiendo del disefio experimental y los
objetivos especificos de cada analisis, se emplearon las siguientes pruebas
post hoc:

o Prueba de Tukey: Utilizada para comparaciones multiples cuando se
deseaba controlar el error de tipo | y proporcionar intervalos de
confianza para las diferencias entre pares de medias.

o Prueba de Dunnett: Empleada para comparaciones especificas de
cada grupo experimental con un grupo control, ideal para evaluar el

efecto de tratamientos en comparacion con un control estandar.
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El software GraphPad Prism fue utilizado para realizar todos los analisis estadisticos
y generar las graficas correspondientes. Un valor de p < 0.05 se considerd

estadisticamente significativo en todas las pruebas realizadas.
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6. RESULTADOS

6.1 EFECTO DE LA GLUCOLISIS EN EL CRECIMIENTO DE LAS LINEAS
CELULARES DE CANCER MAMARIO

Inhibicion de Glucolisis

150-
ga
£ 1 100- -~ MDA-MB-231
2.2 ns  -= MCF-7
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e
> X
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> S D
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Concentracion 2-DG

Figura 1. Efecto en la viabilidad celular en respuesta a la inhibicion de la
glucdlisis.
La viabilidad relativa se expresa como un porcentaje del control (100%) y se
presenta como promedio + desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-hoc:
Tukey (p<0.05)
De acuerdo a la figura 1, observamos:

« A medida que aumenta la concentracién de 2-DG de 0.5 mM a 10 mM, la

viabilidad relativa de todas las lineas celulares disminuye.
e Lalinea MDA-MB-231 (azul) muestra una mayor sensibilidad a la inhibicion

de la glucdlisis, con una disminucion mas marcada de la viabilidad a partir de

5 mM.
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La linea MCF-7 (rojo) y la linea VERO (verde) también muestran una
disminucién en la viabilidad celular con el aumento de la concentraciéon de 2-
DG, aunque con una menor sensibilidad en comparacion con MDA-MB-231;

sin embargo, no es estadisticamente significativo.

Interpretacion

Estos resultados indican que la inhibicion de la glucdlisis mediante 2-DG
afecta la viabilidad de las células cancerosas MDA-MB-231 y MCF-7, asi
como de las células no cancerosas Vero. Pero al comparar solamente las 2
lineas cancerosas, se obtiene una diferencia significativa en cuanto a

viabilidad a partir de 5 Mm de 2-DG, como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Efecto en la viabilidad celular de las lineas cancerosas en
respuesta a la inhibicion de la glucdlisis.

La grafica muestra la viabilidad relativa de las dos lineas celulares cancerosas
(MDA-MB-231 y MCF-7) en funcién de diferentes concentraciones de 2-DG (2-
desoxi-D-glucosa), un inhibidor de la glucdlisis. La viabilidad relativa se expresa
como un porcentaje del control (100%) y se presenta como promedio + desviacion
estandar (DE). ANOVA dos vias, post-hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados Observados

« A medida que aumenta la concentracion de 2-DG de 0.5 mM a 10 mM, la
viabilidad relativa de ambas lineas celulares disminuye.

o La linea MDA-MB-231 (azul) muestra una disminucion de la viabilidad y
diferencia significativa con la MCF7 a partir de 5 mM de 2-DG.

e La linea MCF-7 (rojo) también muestra una disminucion en la viabilidad
celular con el aumento de la concentracion de 2-DG, aunque con una menor

sensibilidad en comparacion con MDA-MB-231.
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o Las diferencias en la viabilidad celular entre las diferentes concentraciones
de 2-DG se representan mediante barras de error, indicando la desviacion

estandar de los datos.

Interpretacion

Estos resultados indican que la inhibicion de la glucélisis mediante 2-DG afecta la
viabilidad de las células cancerosas MDA-MB-231 y MCF-7. La mayor sensibilidad
observada en la linea MDA-MB-231 sugiere una mayor dependencia de esta linea

celular a la glucolisis para su supervivencia y crecimiento.

Posteriormente, se evalu6 la viabilidad de las lineas celulares en diferentes
concentraciones de glucosa después de 48 horas de incubacién, como se muestra

en la figura 3.
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Figura 3. Efecto de la suplementacién de glucosa en la viabilidad relativa de

las lineas celulares.
Se utilizé al control (0 mM de glucosa) y se presenta como promedio + desviacién estandar
(DE). ANOVA dos vias, post-hoc: Dunnet (p<0.05)

Resultados observados:

a) MDA-MB-231: La viabilidad celular aumenta significativamente con la
adiciéon de glucosa, alcanzando una meseta a partir de 3.4-5 mM. La
viabilidad relativa se mantiene alta hasta 25 mM de glucosa, indicando una
fuerte dependencia de esta linea celular en la glucosa para su supervivencia

y crecimiento.

b) MCF-7: Similar a MDA-MB-231, la viabilidad celular de MCF-7 también
aumenta significativamente con la adicion de glucosa y se estabiliza a partir

de 1.7-3.4 mM, manteniéndose alta hasta 25 mM de glucosa.
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¢) VERO: Las células Vero muestran una viabilidad relativa constante en
todas las concentraciones de glucosa, indicando una flexibilidad metabdlica

que les permite mantener la viabilidad incluso en ausencia de glucosa.

Interpretacion

Estos resultados indican que tanto las células MDA-MB-231 como las MCF-7
dependen significativamente de la glucosa para su viabilidad y crecimiento, mientras
que las células Vero son capaces de mantener su viabilidad a través de otras rutas
metabdlicas, independientemente de la concentracion de glucosa disponible. En la

figura 4 se pueden analizar en conjunto las graficas de la figura 3.
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Efecto de la glucosa en la viabilidad celular
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Figura 4. Comparacion de respuesta a glucosa entre las distintas lineas
celulares.

Viabilidad relativa de las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y VERO en
respuesta a diferentes concentraciones de glucosa. La viabilidad relativa se expresa
como porcentaje del control (0 mM de glucosa) y se presenta como promedio +
desviacién estandar (DE). ANOVA dos vias, post-hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados observados:

Las células MDA-MB-231 y MCF-7 presentan un notable incremento en viabilidad
celular con concentraciones crecientes de glucosa, mientras que la viabilidad de las

células Vero permanece constante.

Interpretacién

Estos resultados sugieren que tanto las células MDA-MB-231 como las MCF-7
dependen de manera notable de la glucosa para su viabilidad y crecimiento. En
contraste, las células Vero son capaces de mantener su viabilidad a través de otras

rutas metabdlicas, independientemente de la concentracién de glucosa disponible.
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Efecto del piruvato en la viabilidad celular
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Figura 5. Efecto en la viabilidad celular en respuesta a piruvato.

Viabilidad relativa de las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y VERO en
respuesta a diferentes concentraciones de piruvato. En a) se presenta la
suplementacién con 25 mM de Glucosa y en b) a 0 mM de glucosa. La viabilidad
relativa se expresa partiendo del control (0 mM de piruvato) y se presenta como
promedio * desviacién estandar (DE). ANOVA dos vias, post-hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados observados:

Las graficas en la Figura 5 muestran la respuesta de las tres lineas celulares a

diferentes concentraciones de piruvato bajo dos condiciones:

e Con Glucosa (a), 25 mM:

o MDA-MB-231: La viabilidad celular se mantiene constante y no
muestra una respuesta significativa al piruvato en presencia de
glucosa.

o MCF-T7: Las células MCF-7 muestran un aumento en la viabilidad con
la adicion de piruvato, alcanzando un pico en 5 mM antes de disminuir

significativamente a 10 mM.
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o VERO: Las células Vero mantienen una viabilidad constante y no
muestran una respuesta significativa al piruvato en presencia de
glucosa.

e Sin Glucosa (b), 0 mM:

o MDA-MB-231: Las células MDA-MB-231 muestran un aumento
significativo en viabilidad con la adiciéon de piruvato, alcanzando un
maximo a 5 mM antes de disminuir ligeramente a 10 mM.

o MCF-7: Las células MCF-7 también muestran un aumento significativo
en viabilidad con la adicion de piruvato, similar a las MDA-MB-231.

o VERO: Las células Vero muestran un aumento en viabilidad a 10

mM de piruvato, pero en menor medida que las lineas cancerosas.

Interpretacion

Estos resultados sugieren que, en ausencia de glucosa, el piruvato puede ser
utilizado como una fuente alternativa de energia por las células MDA-MB-231 y
MCF-7, aumentando significativamente su viabilidad. En presencia de glucosa, el
efecto del piruvato es menos pronunciado, especialmente en las células MDA-MB-
231 y Vero. En cuanto a las MCF7, esto puede deberse a una mayor actividad
mitocondrial. La informacion presentada indica que las células cancerosas pueden
tener una mayor flexibilidad metabdlica para utilizar piruvato en ausencia de
glucosa, mientras que las células no cancerosas (Vero) dependen menos de esta

fuente de energia alternativa.
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6.2 EFECTO DE LA B’-OXIDACI()N EN EL CRECIMIENTO DE LAS LIiNEAS
CELULARES DE CANCER MAMARIO
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Figura 6. Efecto en la viabilidad celular en respuesta a la inhibicion de la
beta-oxidacion.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 uM de trimetazidina)
y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-
hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados

e« MCF-7: La viabilidad celular disminuye significativamente con la adicién de
trimetazidina, especialmente a concentraciones de 1 uM y superiores.

« MDA-MB-231: Similar a las MCF-7, las células MDA-MB-231 muestran una
disminucién significativa en viabilidad con la adicion de trimetazidina,
alcanzando una reduccion notable a partir de 10 uM.

o VERO: Las células Vero también muestran una disminucion en viabilidad con
la adicidon de trimetazidina, pero el efecto es menos pronunciado en

comparacién con las lineas cancerosas.
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Interpretacion

Estos resultados indican que la trimetazidina, un inhibidor de la B-oxidacién, reduce
significativamente la viabilidad de las lineas celulares cancerosas (MCF-7 y MDA-
MB-231) y no cancerosas (Vero). Sin embargo, las células cancerosas muestran
una mayor sensibilidad a la inhibicion de la B-oxidacion en concentraciones mas
bajas de trimetazidina en comparacion con las células Vero. Esto sugiere que la -
oxidacion es una ruta metabdlica importante para la viabilidad de las células
cancerosas Yy que la inhibicién de esta ruta puede ser una estrategia terapéutica

efectiva.
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Figura 7. Efecto en la viabilidad celular de MCF-7 en respuesta al acido
palmitico.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 uM de acido
palmitico) y se presenta como promedio + desviacion estandar (DE). ANOVA, post-
hoc Dunnet (p<0.05)

Resultados observados:

La grafica en la Figura 7 muestra la respuesta de la linea celular MCF-7 a diferentes

concentraciones de acido palmitico bajo dos condiciones de glucosa:

e 0 mM Glucosa: La viabilidad celular se mantiene relativamente constante
con la adicion de acido palmitico.

e 25 mM Glucosa: La viabilidad celular permanece estable en todas las
concentraciones de acido palmitico evaluadas, sin cambios significativos en

comparacioéon con el control.
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Interpretacion

Estos resultados sugieren que la adicion de acido palmitico no afecta
significativamente la viabilidad de las células MCF-7 con o sin presencia de glucosa.
Esto podria reflejar una capacidad de estas células para utilizar el acido palmitico

sin comprometer su viabilidad, independientemente de la disponibilidad de glucosa.
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Figura 8. Efecto en la viabilidad celular de MDA-MB-231 en respuesta al acido
palmitico.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 yM de acido
palmitico) y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA, post-
hoc Dunnet (p<0.05)

Resultados

La gréfica en la Figura 8 muestra la respuesta de la linea celular MDA-MB-231 a

diferentes concentraciones de acido palmitico bajo dos condiciones de glucosa:

36



e 0 mM Glucosa: La viabilidad celular disminuye con la adicion de acido
palmitico, con una tendencia muy marcada desde 100 uM y una reduccion
significativa observada a 250 yM. Se ha reportado un posible efecto
apoptaotico del acido palmitico sobre esta linea, lo que coincide con nuestros
resultados (Yang et al., 2018)

e 25 mM Glucosa: La viabilidad celular se mantiene mas estable en todas las
concentraciones de acido palmitico evaluadas, sin cambios significativos en
comparacién con el control. La presencia de glucosa podria explicar que, a
pesar de haber induccién de apoptosis, basta con la glucosa para mantener

viable a las células.

Interpretacion

Estos resultados sugieren que las células MDA-MB-231 son mas sensibles al acido
palmitico en ausencia de glucosa, mostrando una disminucion significativa en
viabilidad a 250 uM. En presencia de glucosa, las células parecen ser mas
resistentes al efecto citotoxico del acido palmitico. Esto podria indicar que la
disponibilidad de glucosa proporciona una proteccién metabdlica a las células MDA-
MB-231 contra el estrés inducido por el acido palmitico, reflejando la importancia de

la glucosa en la supervivencia celular y en la resistencia a acidos grasos especificos.
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Figura 9. Efecto en la viabilidad celular de VERO en respuesta al acetato de
sodio.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 mM de acetato) y
se presenta como promedio *+ desviacion estandar (DE). ANOVA, post-hoc Dunnet
(p=0.05)

Resultados

La grafica en la Figura 9 muestra la respuesta de la linea celular Vero a diferentes

concentraciones de acetato bajo dos condiciones de glucosa:

« 0 mM Glucosa: La viabilidad celular se mantiene relativamente constante en
todas las concentraciones de acetato evaluadas, sin cambios significativos
en comparacion con el control.

e 25 mM Glucosa: La viabilidad celular aumenta significativamente con la
adicion de acetato, con un incremento notable a partir de 6 mM,

manteniéndose en aumento hasta 25 mM.
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Interpretacion

Estos resultados sugieren que las células Vero son capaces de utilizar el acetato
como una fuente de energia alternativa en presencia de glucosa, lo que se refleja
en el aumento significativo de la viabilidad celular. En ausencia de glucosa, el
acetato no parece tener un efecto significativo en la viabilidad celular. Esto indica
que la disponibilidad de glucosa es un factor crucial para la utilizacion del acetato
en las células Vero, demostrando capacidad para adaptarse a diferentes fuentes de

energia.
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Figura 10. Efecto en la viabilidad celular de MDA-MB-231 y MCF-7 en
respuesta al acetato de sodio.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 mM de acetato) y
se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA, post-hoc Dunnet
(p<0.05)

Resultados

MDA-MB-231: La grafica muestra que la viabilidad de las células MDA-MB-

231 se mantiene relativamente constante a través de todas las
concentraciones de acetato en ambas condiciones de glucosa (0 mM y 25
mM). No se observan diferencias significativas en la viabilidad celular.

MCF-7: Similar a las MDA-MB-231, en las células MCF-7 tampoco se
presenta una variabilidad en la viabilidad relativa en respuesta al acetato en

ambas condiciones de glucosa.

Interpretacion

Estos resultados sugieren que tanto las células MDA-MB-231 como las MCF-7 no

presentan una variacion significativa en su viabilidad en respuesta al acetato,

independientemente de la presencia o ausencia de glucosa. Esto indica que el
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acetato no es un factor critico para la viabilidad de estas lineas celulares en las
condiciones experimentales probadas. Es posible que si se esté utilizando como
fuente de energia, pero también puede que exista un arresto celular inducido por

acetato, como se ha reportado en la literatura (Sahuri-Arisoylu et al., 2021).
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Figura 11. Efecto en la viabilidad celular de MDA-MB-231 en respuesta al
beta-hidroxibutirato.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 mM de BHB) y se
presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA, post-hoc Dunnet
(p=<0.05)

Resultados

« MDA-MB-231: La grafica muestra que la viabilidad de las células MDA-MB-
231 aumenta significativamente en presencia de glucosa (25 mM) y
concentraciones de BHB a partir de 6 mM en adelante. En ausencia de
glucosa (0 mM), la viabilidad celular se mantiene relativamente constante y

no muestra aumentos significativos en respuesta al BHB.
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Interpretacion

Estos resultados sugieren que las células MDA-MB-231, una linea de TNBC,
responden favorablemente al BHB cuando se encuentran en un entorno con alta
concentracion de glucosa (25 mM). La mejora en la viabilidad celular en presencia
de BHB y glucosa puede estar relacionada con la capacidad del BHB para
proporcionar una fuente alternativa de energia a través de la cetogénesis, ademas

de sus propiedades protectoras contra el estrés oxidativo.

En contraste, en ausencia de glucosa, las células MDA-MB-231 no muestran una
variacion significativa en su viabilidad con diferentes concentraciones de BHB. Esto
indica que la presencia de glucosa es crucial para que el BHB ejerza su efecto
positivo sobre la viabilidad celular. Este hallazgo es coherente con estudios previos
que sugieren que el BHB puede potenciar el crecimiento celular y la viabilidad en
condiciones de alto contenido de glucosa, proporcionando una fuente energética
adicional y modulando vias metabdlicas y de sefializacion celular involucradas en la

supervivencia y proliferacion celular (Kolb et al., 2021).

Estudios adicionales sobre BHB pueden enriquecer los conocimientos debido a su

importancia en la dieta cetogénica.
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Figura 12. Efecto en la viabilidad celular de MCF-7 en respuesta a beta-
hidroxibutirato.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 mM de BHB) y se
presenta como promedio + desviacion estandar (DE). ANOVA, post-hoc Dunnet
(p=0.05).

Resultados

La grafica en la Figura 12 muestra la respuesta de la linea celular MCF-7 a
diferentes concentraciones de beta-hidroxibutirato (BHB) en dos condiciones de

glucosa:

« 0 mM Glucosa: La viabilidad celular se mantiene constante a través de las
diferentes concentraciones de BHB, sin cambios significativos.
e 25 mM Glucosa: Similarmente, la viabilidad celular no presenta cambios

significativos en respuesta al BHB en comparacién con el control.
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Los resultados muestran que el beta-hidroxibutirato no afecta significativamente la
viabilidad de las células MCF-7 en condiciones tanto de ausencia como de alta

concentracion de glucosa.

Interpretacion

Estos resultados sugieren que, a diferencia de las células MDA-MB-231, las células
MCF-7 no son sensibles al BHB como fuente de energia alternativa ni presentan
cambios en viabilidad cuando se les administra BHB, independientemente de la
disponibilidad de glucosa. Esto podria estar relacionado con diferencias en las rutas
metabdlicas preferidas por las células MCF-7 en comparacion con las MDA-MB-

231, asi como en la capacidad de utilizacion del BHB.

45



VERO

150
. -e- 0 mm Glucosa
sa ns -=- 25 mM Glucosa
® H -
g ot ——t———
S
T o
S g
S & 50-
3 e
> X
0 | | | | | |
N N N N R N
Q& r\& "‘.a(0 ‘b(o \qf“ rf?@

Hidroxibutirato

Figura 13. Efecto en la viabilidad celular de VERO en respuesta a beta-
hidroxibutirato.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 mM de BHB) y se
presenta como promedio + desviacion estandar (DE). ANOVA, post-hoc Dunnet
(p=<0.05).

Resultados

La grafica en la Figura 13 muestra la respuesta de la linea celular Vero a diferentes

concentraciones de beta-hidroxibutirato (BHB) en dos condiciones de glucosa:

« 0 mM Glucosa: La viabilidad celular se mantiene constante a través de las
diferentes concentraciones de BHB, sin cambios significativos.
e« 25 mM Glucosa: Similarmente, la viabilidad celular no presenta cambios

significativos en respuesta al BHB en comparacién con el control.
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Los resultados muestran que el beta-hidroxibutirato no afecta significativamente la
viabilidad de las células Vero en condiciones tanto de ausencia como de alta

concentracion de glucosa.

Interpretacion

Estos resultados muestran que, al igual que las células MCF-7, las células VERO
no presentan cambios en viabilidad cuando se les administra BHB,
independientemente de la disponibilidad de glucosa. Sin embargo, si es posible que
las células Vero estén utilizando el BHB para mantener su viabilidad, pero debido a
su flexibilidad metabdlica, no muestran una variacion significativa en la viabilidad.
Esto indica que las células Vero pueden mantener su viabilidad utilizando otras rutas

metabdlicas, sin depender exclusivamente del BHB o de glucosa.
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6.3 SENSIBILIDAD DE LAS LINEAS CELULARES HACIA DOXORRUBICINA EN
PRESENCIA DE GLUCOSA O LiPIDOS

Sensibilidad a la Doxorrubicina en Lineas Celulares MDA-MB-231, MCF-7 y VERO
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Figura 14. Efecto en la viabilidad celular en respuesta a doxorrubicina.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 uM de doxorrubicina)
y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-
hoc: Dunnet (p<0.05)

Resultados
La grafica en la Figura 14 muestra la respuesta de tres lineas celulares a diferentes

concentraciones de doxorrubicina:

« MDA-MB-231: La viabilidad celular disminuye significativamente con el
aumento de la concentracion de doxorrubicina, mostrando una clara
respuesta dosis-dependiente.

e MCF-7: Similar a MDA-MB-231, la viabilidad celular de MCF-7 también
disminuye con el aumento de la concentracion de doxorrubicina.

 VERO: Las células Vero muestran una disminucion en la viabilidad celular
con el aumento de la concentracién de doxorrubicina, aunque la respuesta

€s menos pronunciada en comparacion con las lineas cancerosas.
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Los resultados indican que todas las lineas celulares son sensibles a la
doxorrubicina, mostrando una disminucion en la viabilidad celular con el aumento
de la concentracién del quimioterapéutico. Las células MDA-MB-231 y MCF-7

muestran una mayor sensibilidad en comparacion con las células Vero.

Interpretacion

Estos resultados sugieren que la doxorrubicina es efectiva en la reduccion de la
viabilidad celular en lineas cancerosas MDA-MB-231 y MCF-7, asi como en las
células no cancerosas Vero. La mayor sensibilidad observada en las lineas
cancerosas respalda el uso de doxorrubicina como agente quimioterapéutico en el
tratamiento del cancer de mama. La respuesta dosis-dependiente también indica
que la eficacia de la doxorrubicina aumenta con su concentracién, lo cual es
consistente con su mecanismo de accion como agente que induce dafo en el ADN
y apoptosis en células cancerosas. En la figura 15 se han combinado los datos de
cada una de estas lineas celulares en una sola grafica para ofrecer una vision

comparativa y comprensiva de los resultados obtenidos en los experimentos.
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Figura 15. Comparacion del efecto en la viabilidad celular de las tres lineas
en respuesta a doxorrubicina

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (O uM de doxorrubicina)
y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). Se muestran las curvas
de doxorrubicina de la figura pasada en una sola grafica, pudiendo observar como
las lineas cancerosas fueron mas sensibles a la doxorrubicina que la linea Vero.
ANOVA dos vias, post-hoc: Tukey (p<0.05)
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Figura 16. Efecto de la concentracion de la glucosa en la sensibilidad a
doxorrubicina en la linea VERO.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (O uM de doxorrubicina)
y se presenta como promedio + desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-
hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados

La grafica en la Figura 16 muestra la respuesta de la linea celular VERO a diferentes

concentraciones de doxorrubicina bajo tres niveles de glucosa:

e« VERO (2.8 mM Glucosa): La viabilidad celular disminuye con el aumento de
la concentracion de doxorrubicina, mostrando una respuesta dosis-
dependiente.

« VERO (5 mM Glucosa): Similar a la condicion de 2.8 mM, se observa una
disminucién en la viabilidad celular con el incremento de la concentracion de

doxorrubicina.
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e VERO (25 mM Glucosa): Las células Vero también presentan una reduccion
en la viabilidad con el aumento de la concentracién de doxorrubicina, aunque

la respuesta es comparable a las otras condiciones de glucosa.

Los resultados indican que las células Vero son sensibles a la doxorrubicina en
todas las concentraciones de glucosa evaluadas. La disminucion en la viabilidad
celular es consistente y dosis-dependiente, sugiriendo que la doxorrubicina es

efectiva independientemente del nivel de glucosa en el medio de cultivo.

Interpretacién

Estos hallazgos sugieren que la sensibilidad de las células Vero a la doxorrubicina
no esta significativamente influenciada por la concentracion de glucosa. Esto podria
implicar que las células Vero mantienen mecanismos de respuesta a la
doxorrubicina que son independientes de su metabolismo glucolitico. La respuesta
dosis-dependiente observada reafirma la eficacia de la doxorrubicina como agente

citotéxico en células no cancerosas bajo diversas condiciones de glucosa.

Este analisis proporciona una base para comparar la respuesta de las células Vero
con las lineas celulares cancerosas, ayudando a entender las diferencias en la
sensibilidad a quimioterapéuticos y la influencia del metabolismo celular en la

eficacia del tratamiento.
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Figura 17. Efecto de la concentracion de la glucosa en la sensibilidad a
doxorrubicina en la linea MDA-MB-231.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (O uM de doxorrubicina)
y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-
hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados

La grafica en la Figura 17 muestra la respuesta de la linea celular MDA-MB-231 a

diferentes concentraciones de doxorrubicina bajo tres niveles de glucosa:

« 2.8 mM Glucosa: Se observa una marcada disminucion en la viabilidad
celular con el aumento de la concentracién de doxorrubicina. La disminucién
es significativa a partir de 0.1 uM de doxorrubicina.

« 5 mM Glucosa: La viabilidad celular disminuye de manera similar con el
aumento de la concentracidn de doxorrubicina, aunque la respuesta es

menos pronunciada en comparacion con 2.8 mM de glucosa.
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e 25 mM Glucosa: Aunque también se observa una disminucion en la
viabilidad celular con el aumento de la concentracién de doxorrubicina, esta
condicion muestra una menor sensibilidad comparada con 2.8 mM y 5 mM

de glucosa.

Los resultados indican que las células MDA-MB-231 son mas sensibles a la
doxorrubicina en condiciones de baja glucosa (2.8 mM), mostrando una disminucién

significativa en la viabilidad celular.

Interpretacién

Estos hallazgos sugieren que la reduccion de la concentracion de glucosa en el
entorno celular aumenta la sensibilidad de las células MDA-MB-231 a la
doxorrubicina. Esto podria estar relacionado con la dependencia de estas células
del metabolismo glucolitico para su viabilidad y proliferacién. La mayor efectividad
de la doxorrubicina en condiciones de baja glucosa resalta la importancia de
considerar el entorno metabdlico en el disefio de estrategias terapéuticas para el

TNBC.

La comparacion de la sensibilidad a la doxorrubicina bajo diferentes condiciones de
glucosa proporciona informacion valiosa sobre como el metabolismo celular puede

influir en la eficacia del tratamiento quimioterapéutico.
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Sensibilidad a doxorrubicina a diferentes concentraciones de doxorrubicina
y beta-hidroxibutirato
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Figura 18. Efecto de la suplementacién de beta-hidroxibutirato en la
sensibilidad a doxorrubicina en la linea MDA-MB-231 ante distintas

condiciones de glucosa.
Viabilidad relativa de la linea celular MDA-MB-231 en respuesta a diferentes

concentraciones de doxorrubicina (0.1 uM, 1 yM y 10 uM) y en presencia de beta-
hidroxibutirato (BHB) a 0 mM, 6 mM y 12 mM, bajo condiciones de glucosa a a) 2.8
mM y b) 25 mM. La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (0 yM
de doxorrubicina) y se presenta como promedio + desviacion estandar (DE). ANOVA
dos vias, post-hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados

La gréfica en la Figura 18 muestra la respuesta de la linea celular MDA-MB-231 a
diferentes concentraciones de doxorrubicina bajo dos niveles de glucosa (2.8 mM

y 25 mM) y en presencia de beta-hidroxibutirato:

e 2.8 mM Glucosa:
o Sin BHB (0 mM): La viabilidad disminuye con el aumento de la
concentracion de doxorrubicina.
o Con BHB (6 mMy 12 mM): No se observan diferencias significativas

en la viabilidad celular comparado con la condicion sin BHB.
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e 25 mM Glucosa:
o Sin BHB (0 mM): La viabilidad disminuye con el aumento de la
concentracion de doxorrubicina.
o Con BHB (6 MMy 12 mM): Se observa una disminucion adicional en

la viabilidad celular, siendo esta disminucion significativa.

Las células MDA-MB-231 muestran diferencias en la sensibilidad a la doxorrubicina
dependiendo de la concentracion de glucosa y la presencia de beta-hidroxibutirato.
Los resultados indican que la presencia de beta-hidroxibutirato (BHB) no afecta
significativamente la viabilidad de las células MDA-MB-231 en condiciones de baja
glucosa (2.8 mM). Sin embargo, en condiciones de alta glucosa (25 mM), el beta-
hidroxibutirato aumenta la sensibilidad a la doxorrubicina, reduciendo la viabilidad

celular de manera significativa a 1 yM y 10 uM de doxorrubicina.

Interpretacién

Estos hallazgos sugieren que el beta-hidroxibutirato puede influir en la efectividad
de la doxorrubicina, particularmente en entornos con altas concentraciones de
glucosa. La mayor sensibilidad observada en estas condiciones puede deberse a la
capacidad del beta-hidroxibutirato para modificar el metabolismo celular, afectando
la viabilidad de las células cancerosas cuando se combina con quimioterapéuticos
como la doxorrubicina. Este efecto sinérgico resalta la importancia de considerar el
metabolismo energético en el disefio de terapias combinadas para el tratamiento

del TNBC.
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La interaccion entre beta-hidroxibutirato y doxorrubicina bajo diferentes condiciones
de glucosa proporciona una perspectiva valiosa sobre como las intervenciones

metabdlicas pueden mejorar la eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos.

57



6.4 SENSIBILIDAD DE CELULAS PRIMARIAS DE CANCER DE MAMA HACIA
DOXORRUBICINA EN PRESENCIA DE GLUCOSA O LIPIDOS

Cultivo Primario TNBC
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Figura 19. Efecto de la concentracion de la glucosa en la sensibilidad a
doxorrubicina en el cultivo primario aislado de paciente con diagnéstico de
TNBC.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (O uM de doxorrubicina)
y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-
hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados observados

La gréfica en la Figura 19 muestra la respuesta de las células primarias de TNBC a
diferentes concentraciones de doxorrubicina bajo dos niveles de glucosa (2.8 mMy

25 mM):

58



e Cultivo Primario TNBC (2.8 mM Glucosa):

o La viabilidad celular disminuye significativamente con el aumento de
la concentracion de doxorrubicina.

o Las células muestran una alta sensibilidad a la doxorrubicina, con una
reducciéon notable de la viabilidad a todas las concentraciones
probadas.

e Cultivo Primario TNBC (25 mM Glucosa):

o La viabilidad celular se mantiene significativamente mas alta
comparada con las condiciones de baja glucosa.

o A pesar de la disminucién de viabilidad con el aumento de la
concentracion de doxorrubicina, las células bajo alta glucosa muestran

mayor resistencia comparado con 2.8 mM de glucosa.

Los resultados indican que las células primarias de TNBC tienen una mayor
sensibilidad a la doxorrubicina en condiciones de baja glucosa (2.8 mM) en
comparaciéon con alta glucosa (25 mM). La viabilidad celular disminuye
significativamente en presencia de doxorrubicina a bajas concentraciones de
glucosa, mientras que la alta glucosa proporciona cierta proteccidn contra la

toxicidad del farmaco.
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Interpretacion

Estos hallazgos sugieren que la concentracion de glucosa en el microambiente
tumoral puede influir significativamente en la eficacia de la doxorrubicina en células
primarias de TNBC. La mayor sensibilidad observada en condiciones de baja
glucosa podria deberse a la dependencia de las células de TNBC a la glucdlisis para
su viabilidad. Este efecto resalta la importancia de considerar el metabolismo

energético en el disefo de tratamientos personalizados para el TNBC.

La interaccion entre la concentracion de glucosa y la efectividad de la doxorrubicina
proporciona una perspectiva valiosa para el desarrollo de estrategias terapéuticas
que modulan el metabolismo glucolitico para mejorar la respuesta a la

quimioterapia.
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Figura 20. Efecto de la concentracion de la glucosa en la sensibilidad a
doxorrubicina en el cultivo primario no tumoral de tejido mamario de
paciente.

La viabilidad relativa se expresa como porcentaje del control (O uM de doxorrubicina)
y se presenta como promedio * desviacion estandar (DE). ANOVA dos vias, post-
hoc: Tukey (p<0.05)

Resultados

La grafica en la Figura 20 muestra la respuesta de las células primarias no
cancerosas a diferentes concentraciones de doxorrubicina bajo dos niveles de

glucosa (2.8 mM y 25 mM):

e Cultivo Primario No Canceroso (2.8 mM Glucosa):
o La viabilidad celular se mantiene estable con el aumento de la
concentracion de doxorrubicina.
o No se observa una disminucién significativa de la viabilidad a todas

las concentraciones probadas.
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o Cultivo Primario No Canceroso (25 mM Glucosa):
o La viabilidad celular también se mantiene estable con el aumento de
la concentracion de doxorrubicina.
o No se observan diferencias significativas en comparacion con la

condicion de baja glucosa.

Los resultados indican que las células primarias no cancerosas de papiloma
intraductal tienen una viabilidad relativamente constante en respuesta a la
doxorrubicina, independientemente de la concentracion de glucosa. Esto sugiere
que estas células no son sensibles a la doxorrubicina bajo las condiciones de

glucosa probadas.

Interpretacién

Estos hallazgos sugieren que la concentracion de glucosa en el microambiente no
tiene un impacto significativo en la viabilidad de las células primarias no cancerosas
en presencia de doxorrubicina. La falta de sensibilidad observada en estas células
podria deberse a su naturaleza no cancerosa, lo que podria implicar una menor
susceptibilidad a los agentes quimioterapéuticos comparado con las células
cancerosas. Este resultado refuerza la importancia de entender las diferencias
metabdlicas y de sensibilidad a farmacos entre células cancerosas y no cancerosas

para el desarrollo de estrategias terapéuticas especificas.
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Expresiéon del marcador de superficie CD44

Linea Celular CD44+
MDA-MB-231 97%
Vero 0.40%
CP - no cancerosa 8.50%
CP-TNBC 34%

Figura 21. Porcentaje de células CD44+ presentes en los cultivos celulares.

La tabla presentada muestra los resultados de la citometria de flujo para la
expresion del marcador de superficie CD44 en diferentes lineas celulares y células

primarias. A continuacion, se detalla un analisis exhaustivo de estos resultados.

Expresion de CD44 en Lineas Celulares y Células Primarias
1. Linea Celular MDA-MB-231:
o Expresion de CD44: 97%
o Interpretacién:
= La linea celular MDA-MB-231, un modelo de TNBC, presenta
una alta expresion de CD44. Este marcador es conocido por
estar asociado con células madre cancerosas y la capacidad
de formar tumores. (Sheridan, 2006). La alta expresion de

CD44 en MDA-MB-231 sugiere que esta linea celular tiene un
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alto potencial de agresividad y capacidad de invasion, lo cual

es consistente con la naturaleza agresiva de TNBC.

2. Linea Celular VERO:
o Expresion de CD44: 0.4%
o Interpretacion:
= La linea celular VERO, una linea no cancerosa derivada de
rindn de mono, muestra una expresion casi nula de CD44. Esto
es esperable, ya que las células no cancerosas tipicamente no
expresan altos niveles de marcadores asociados con células
madre cancerosas Y la agresividad tumoral. La baja expresion
de CD44 en Vero refuerza su uso como control no canceroso

en estudios comparativos.

3. Células Primarias No Cancerosas (CP-no cancer):
o Expresion de CD44: 8.5%
o Interpretacién:
» Las células primarias obtenidas de un papiloma intraductal, una
condicibn no cancerosa, presentan una expresion baja de
CD44. Esto es coherente con la naturaleza benigna del
papiloma intraductal, ya que la expresion de CD44 no esta

tipicamente elevada en condiciones no malignas. La presencia
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moderada de CD44 podria indicar una poblacion celular con
cierto grado de plasticidad, pero sin la capacidad agresiva de

las células cancerosas.

4. Células Primarias TNBC (CP-TNBC):
o Expresion de CD44: 34%
o Interpretacion:
= Las células primarias derivadas de un tumor de TNBC
muestran una expresion intermedia de CD44. Aunque no es tan
alta como en la linea MDA-MB-231, el 34% indica una
poblacion significativa de células con caracteristicas de células
madre cancerosas. Esta expresion intermedia de CD44 puede
estar relacionada con la heterogeneidad del tumor primario,
donde no todas las células tienen el mismo potencial de

agresividad e invasion.

65



Analisis Comparativo y Relevancia Biologica

Comparacién entre MDA-MB-231 y CP-TNBC:

O

La linea celular MDA-MB-231 presenta una mayor expresion de CD44
en comparacion con las células primarias TNBC. Esto podria deberse
a que las lineas celulares establecidas suelen estar seleccionadas
para caracteristicas de crecimiento rapido y supervivencia en cultivo,
mientras que las células primarias son mas heterogéneas vy

representan mejor la diversidad del tumor original.

Relevancia de CD44 en la Investigacion del Cancer:

O

La alta expresion de CD44 en células cancerosas esta asociada con
propiedades de células madre cancerosas, incluidas la capacidad de
autorrenovacion, resistencia a la quimioterapia y potencial
metastasico. En el contexto del cancer de mama, CD44 se ha
implicado en la regulacion de varias vias de sefalizacion que
promueven la invasion y la metastasis. Por lo tanto, la evaluacion de
CD44 puede proporcionar informacion valiosa sobre la agresividad del

tumor y la respuesta potencial al tratamiento.
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Implicaciones para el Tratamiento y la Investigacién Futura
e Desarrollo de Terapias Dirigidas:

o Dado que CD44 es un marcador de células madre cancerosas, su alta
expresion en MDA-MB-231 y CP-TNBC sugiere que estas células
pueden ser dianas efectivas para terapias dirigidas que apunten a
CD44 o sus vias de sefalizacion asociadas. El desarrollo de
anticuerpos monoclonales o inhibidores especificos de CD44 podria
ser una estrategia prometedora para tratar TNBC.

« Estrategias de Diferenciacion:

o Reducir la expresion de CD44 o inducir la diferenciaciéon de las células
madre cancerosas podria disminuir la agresividad del tumor y
aumentar la sensibilidad a los tratamientos convencionales.
Investigaciones futuras podrian enfocarse en identificar compuestos
que modulen la expresion de CD44 y evaluen su eficacia en

combinacion con quimioterapias estandar.

En conclusion, la evaluacion de la expresion de CD44 mediante citometria de flujo
ha proporcionado informacion crucial sobre las propiedades de diferentes lineas
celulares y células primarias utilizadas en este estudio. La alta expresion de CD44
en células cancerosas refuerza su papel como marcador de agresividad y potencial

terapéutico.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion destacan varios aspectos criticos del
metabolismo celular y la respuesta a tratamientos en lineas celulares de cancer de
mama y células primarias. En particular, las células MDA-MB-231 demostraron una
alta dependencia de la glucdlisis para su viabilidad, lo que se evidencia por su
sensibilidad a la inhibicién de la glucdlisis y a la disponibilidad de glucosa. Este
hallazgo sugiere que las terapias dirigidas a la glucdlisis podrian ser efectivas en el

tratamiento de TNBC (Pavlova & Thompson, 2016).

La B-oxidacion también juega un papel importante en la viabilidad de las células
cancerosas, con una inhibicion significativa observada en las lineas MDA-MB-231y
MCF7. Este resultado sugiere que la 3-oxidacion es una ruta metabdlica critica para
estas células, y su inhibicion podria ser una estrategia terapéutica viable

(DeBerardinis & Chandel, 2016).

En términos de sensibilidad a la doxorrubicina, las células MDA-MB-231 mostraron
una mayor respuesta a bajas concentraciones de glucosa, lo que indica que la
modulacién de los niveles de glucosa podria influir en la eficacia del tratamiento con
doxorrubicina. Este efecto se observd también en células primarias de TNBC,

reforzando la relevancia de dicho enfoque (Pavlova & Thompson, 2016).

Finalmente, la combinacion de beta-hidroxibutirato con doxorrubicina en
condiciones de alta glucosa mostré una disminucion en la viabilidad celular,
sugiriendo una posible sinergia entre estos tratamientos que podria explorarse mas

a fondo (Shimazu et al., 2013).
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Efecto de la Glucolisis en el Crecimiento de las Lineas Celulares de Cancer
Mamario

Nuestros resultados muestran que la inhibicion de la glucdlisis mediante 2-DG
reduce significativamente la viabilidad celular en todas las lineas estudiadas, siendo
la MDA-MB-231 la mas sensible a esta inhibicidn. Este hallazgo es consistente con
la literatura que describe a las células de TNBC como altamente dependientes de
la glucdlisis para satisfacer sus demandas energéticas y biosintéticas (Pavlova &
Thompson, 2016). La notable reduccion en la viabilidad de las células MDA-MB-231
a concentraciones de 5 mM de 2-DG sugiere una mayor vulnerabilidad de estas
células a la perturbacion del metabolismo glucolitico, lo que podria ser explotado

terapéuticamente.

Por otro lado, las células Vero demostraron una notable flexibilidad metabdlica,
manteniendo su viabilidad incluso en ausencia de glucosa. Esto contrasta con las
células cancerosas, subrayando la capacidad de las células no malignas para
utilizar rutas metabdlicas alternativas, como la oxidacion de acidos grasos y la

fosforilacién oxidativa, para la produccion de ATP (DeBerardinis & Chandel, 2016).

La adicion de glucosa a las lineas celulares resulté en un aumento significativo en
la viabilidad celular de las MDA-MB-231, seguido de las MCF7, mientras que las
células Vero mostraron poca variacion. Esto refuerza la hipétesis de que las células
TNBC dependen en gran medida de la glucdlisis para su supervivencia y
proliferacion, un fendmeno conocido como el efecto Warburg (Warburg, 1956). La
capacidad de las células Vero para mantener su viabilidad en diversas condiciones

de glucosa resalta su adaptabilidad metabdlica, una caracteristica que podria
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protegerlas contra ciertos tipos de estrés metabdlico y energético (Varghese et al.,

2019).

Impacto del Piruvato en la Viabilidad Celular

El piruvato, un metabolito clave en la glucdlisis, mostré efectos variados en las
lineas celulares dependiendo de la presencia de glucosa. En presencia de glucosa
(25 mM), la viabilidad de las células MDA-MB-231 y Vero se mantuvo, mientras que
las MCF7 mostraron un aumento, sugiriendo una mayor actividad mitocondrial en
estas ultimas. Este aumento podria estar relacionado con una mayor capacidad de
las células MCF7 para canalizar el piruvato hacia la fosforilacion oxidativa,

aumentando asi la produccion de ATP (Louie et al., 2020).

En ausencia de glucosa, la suplementacién con dosis bajas de piruvato permitio a
las células cancerosas mantener su viabilidad, pero mostré una disminucién
significativa a concentraciones mas altas (10 mM). Esto podria deberse a un
desbalance energético causado por la desviacion del flujo metabdlico hacia la
respiracion mitocondrial, generando estrés oxidativo y alteraciones en la
sefalizacion celular (Shimazu et al., 2013). Las células Vero, por otro lado,
comenzaron a utilizar el piruvato a partir de concentraciones de 10 mM, indicando

una mayor flexibilidad metabdlica en comparacién con las células cancerosas.
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Efecto de la B-Oxidacion en el Crecimiento Celular

La inhibicion de la B-oxidacion mostré una reduccidn significativa en la viabilidad de
las lineas cancerosas, particularmente en las MDA-MB-231. Esto sugiere que la 3-
oxidacion es una ruta metabdlica crucial para la supervivencia de estas células,
probablemente debido a su necesidad de NADPH y otros metabolitos derivados de
los acidos grasos para la proliferacion y la proteccidn contra el estrés oxidativo

(Eaton et al., 1996).

El acido palmitico, un acido graso saturado, mantuvo la viabilidad de las células
MCF7 pero indujo apoptosis en las MDA-MB-231. Este resultado es consistente con
estudios previos que muestran que ciertos acidos grasos pueden tener efectos
citotoxicos especificos en subtipos de cancer de mama (Yang et al., 2018). La
viabilidad estable de las células Vero en presencia de acido palmitico sugiere una
menor susceptibilidad a la apoptosis inducida por acidos grasos, lo que puede estar
relacionado con diferencias en la regulacion de las vias apoptoticas entre células

cancerosas y no cancerosas.

Sensibilidad a la Doxorrubicina en Diferentes Condiciones Metabdlicas

La sensibilidad de las lineas celulares a la doxorrubicina varié significativamente
con las concentraciones de glucosa. En condiciones de baja glucosa (2.8 mM), las
células MDA-MB-231 mostraron una mayor sensibilidad a la doxorrubicina,
indicando que la restriccion de glucosa podria potenciar la eficacia de la

quimioterapia en células TNBC. Este hallazgo es consistente con la literatura que

71



sugiere que la disponibilidad de glucosa puede influir en la resistencia a la

quimioterapia (Birsoy et al., 2014).

La adicién de beta-hidroxibutirato (BHB) en presencia de glucosa alta (25 Mm)
también mostré una disminucion en la viabilidad celular en las MDA-MB-231
tratadas con doxorrubicina. Esto sugiere una posible sinergia entre el BHB y la
doxorrubicina, donde el BHB puede inducir un estrés metabdlico adicional que

potencia el efecto citotoxico de la doxorrubicina (Shimazu et al., 2013).

Sensibilidad de Células Primarias de TNBC

Las células primarias de TNBC mostraron una mayor sensibilidad a la doxorrubicina
en condiciones de baja glucosa (2.8 mM), similar a lo observado en las lineas
celulares MDA-MB-231. Este resultado subraya la relevancia de los hallazgos in
vitro en contextos clinicos, sugiriendo que la manipulacion de los niveles de glucosa
podria ser una estrategia viable para mejorar la eficacia de la quimioterapia en

pacientes con TNBC (Pavlova & Thompson, 2016).

Implicaciones Terapéuticas y Futuras Direcciones

Reprogramacién Metabdlica como Estrategia Terapéutica

Los hallazgos de este estudio apoyan la nocién de que la reprogramacion
metabdlica puede ser una estrategia efectiva para el tratamiento del cancer de
mama, particularmente en subtipos agresivos como el TNBC. La inhibicion de la
glucolisis y la B-oxidacion, asi como la manipulacion de los niveles de glucosa y
lipidos, muestran un potencial significativo para reducir la viabilidad celular y mejorar

la sensibilidad a los tratamientos quimioterapéuticos (Pavlova & Thompson, 2016).
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Potencial de la Dieta Cetogénica

La dieta cetogénica, que induce un estado de cetosis mediante la restriccion de
carbohidratos y el aumento de grasas, podria ser una intervencidon dietética
prometedora para los pacientes con TNBC. Los cuerpos cetonicos, como el beta-
hidroxibutirato, no solo sirven como fuentes alternativas de energia, sino que
también pueden inducir estrés metabdlico en las células cancerosas, potenciando

los efectos de la quimioterapia (Seyfried et al., 2017; Talib et al., 2021).

Biomarcadores Metabdlicos

Identificar biomarcadores metabdlicos especificos que predigan la respuesta a la
quimioterapia y la susceptibilidad a la reprogramacion metabdlica podria mejorar
significativamente el tratamiento personalizado del cancer de mama. Marcadores
como la expresion de GLUT1, HK2 y LDHA podrian ser utiles para identificar
pacientes que se beneficiarian de intervenciones dirigidas a la glucdlisis (Chelakkot

et al., 2023).

Limitaciones del Estudio

Modelos In Vitro

Aunque los modelos in vitro proporcionan una valiosa informacion inicial, es esencial
validar estos hallazgos en modelos in vivo y estudios clinicos para confirmar su
relevancia terapéutica. Las condiciones de cultivo celular no siempre replican
fielmente el microambiente tumoral complejo y heterogéneo presente en los

pacientes (Hatzis et al., 2011).
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Diversidad Genética y Fenotipica

Las lineas celulares utilizadas en este estudio representan solo una fraccion de la
diversidad genética y fenotipica de los tumores de cancer de mama. Futuras
investigaciones deberian incluir un mayor numero de lineas celulares y células
primarias derivadas de pacientes para capturar mejor la heterogeneidad del cancer

de mama (Fulman-Levy et al., 2024).

Recomendaciones

Este estudio proporciona evidencia de que la manipulacion del metabolismo celular
puede influir significativamente en la viabilidad de las células de cancer de mamay
su respuesta a la quimioterapia. Las estrategias que combinan la inhibicion de la
glucdlisis y la B-oxidacion con la modulacién de la dieta cetogénica muestran un

potencial prometedor para el desarrollo de terapias mas efectivas y personalizadas.

Se recomienda la realizacidon de estudios adicionales que exploren la interaccion
entre el metabolismo celular y la respuesta a la quimioterapia en modelos animales
y ensayos clinicos. Ademas, la identificacion de biomarcadores metabdlicos
especificos podria facilitar la seleccidn de pacientes que se beneficiarian de estas

estrategias terapéuticas.
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9. CONCLUSIONES
. Las células MDA-MB-231 demuestran una mayor dependencia de la glucosa

para su crecimiento, evidenciando su alta actividad glucolitica.

. En condiciones de ausencia de glucosa, las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-

231 utilizan el piruvato como fuente alternativa de energia.

. Tanto las lineas MCF7 como MDA-MB-231 recurren a la [B-oxidacion para
sostener su crecimiento, indicando la importancia de esta ruta metabdlica en su

viabilidad.

. En ausencia de glucosa, el acetato no impacta significativamente la viabilidad
celular de las lineas estudiadas. Sin embargo, el acido palmitico reduce la

viabilidad de las células MDA-MB-231, posiblemente induciendo apoptosis.

. La disminucién de glucosa incrementa la sensibilidad a la doxorrubicina en la
linea MDA-MB-231, sugiriendo que la restriccion de glucosa puede potenciar la

eficacia de este agente quimioterapéutico.

. Las células primarias de TNBC presentan una mayor sensibilidad a la
doxorrubicina en condiciones de baja glucosa, en comparacion con las células
primarias no cancerosas, lo que podria indicar un enfoque terapéutico viable

para este tipo agresivo de cancer.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar en Otras Lineas de TNBC: Ampliar la investigacion a otras lineas
celulares de TNBC para confirmar la aplicabilidad general de los resultados
obtenidos y explorar posibles variaciones entre diferentes lineas.

Replicar Ensayos en Muestras Mayores de Aislados Primarios: Realizar
ensayos con una mayor cantidad de aislados primarios de pacientes para
obtener datos mas robustos y estadisticamente significativos, mejorando la
representatividad de los hallazgos.

Determinar los Mecanismos del Uso de Piruvato en Ausencia de
Glucosa: Investigar en profundidad los mecanismos moleculares y
bioquimicos que permiten a las células cancerosas utilizar el piruvato como
fuente de energia en ausencia de glucosa, proporcionando una comprension
mas completa de su flexibilidad metabdlica.

Evaluar la Sensibilidad a Otros Quimioterapéuticos en Baja
Concentracion de Glucosa: Examinar como otros agentes
quimioterapéuticos, ademas de la doxorrubicina, afectan a las células
cancerosas en condiciones de baja concentracion de glucosa, lo que podria
revelar nuevas oportunidades para terapias combinadas.

Determinar Tiempos Maximos de Viabilidad Celular sin Glucosa:
Estudiar los tiempos maximos durante los cuales diferentes sustratos pueden
mantener la viabilidad celular en ausencia de glucosa, identificando

potenciales limitaciones y oportunidades para intervenciones metabdlicas.
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6. Caracterizar Poblaciones Celulares en Cultivos Primarios: Realizar una
caracterizacion detallada de las poblaciones celulares presentes en los
cultivos primarios, utilizando técnicas avanzadas como la citometria de flujo
y la secuenciacion de ARN de célula unica, para entender mejor la
heterogeneidad del tumor.

7. Analizar la Expresion Génica y Metabolismo en Células TNBC:
Correlacionar la expresién génica de las células TNBC en cultivos primarios
con su metabolismo celular y sensibilidad a agentes quimioterapéuticos,
identificando posibles biomarcadores y dianas terapéuticas.

8. Evaluacion de Dieta Cetogénica In Vitro e In Vivo: Refinar las condiciones
experimentales para evaluar los efectos de una dieta cetogénica tanto in vitro
como in vivo, explorando su potencial terapéutico y mecanismos de accion
en el contexto del cancer de mama.

9. Medicina Traslacional y Personalizada: Aplicar los hallazgos de esta
investigacion en un contexto de medicina traslacional, con el objetivo de
desarrollar estrategias de tratamiento personalizadas que se adapten a las
necesidades especificas de cada paciente, mejorando asi los resultados

clinicos.
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