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RESUMEN

Introduccion: El cincer de mama es la neoplasia maligna mds comtin en las mujeres siendo una de las
principales causas de muerte por cdncer en este género. En las mujeres postmenopdusicas, uno de los
principales factores de riesgo es la obesidad ya que el tejido adiposo aumenta la produccion de estrégenos y
leptina entre otros, jugando estas hormonas un papel mitogénico en la mama. Una particularidad comtin a
muchos tumores es la mayor actividad de la via glucolitica como fuente de obtencién de energia en
contraposicion a la fosforilacién oxidativa, lo que se conoce como efecto Warburg. La leptina participa en la
activacion de vias como JAK2/STAT3, MAPK/ERK1 y PI-3K/AKT1, que favorecen la proliferacion celular y la
inhibicion de la apoptosis. La AMPK es un sensor energético que se activa cuando las células necesitan energia y
parece tener un papel anti-tumoral al reqgular negativamente a HIF-1a que favorece el efecto Warburg en las
células tumorales. El objetivo principal de este trabajo es conocer si la leptina influye de alguna manera sobre el
efecto Warburg en células de cdncer de mama. Materiales y métodos: Se utilizo la linea celular MCF-7 tratada
o no con 100 ng/ml de leptina durante 24 h. Para poder estudiar el efecto Warburg se utilizaron dos inhibidores,
la oligomicina que bloquea la fosforilacion oxidativa al inhibir la ATPasa y la 2-deoxiglucosa que inhibe la
glucdlisis. Se analizaron los niveles de ATP celular, los de lactato en el medio, el consumo de oxigeno y la
fosforilacion de la AMPK. Resultados y discusion: Los niveles de ATP en la célula son mds sensibles a la
inhibicion de la glucdlisis en las células control, y prdcticamente insensibles a la inhibicion de la fosforilacion
oxidativa. La leptina invirtio esta situacion, lo que sugiere que la hormona promueve la obtencion de energia
mediante la fosforilacion oxidativa. La inhibicion de la fosforilacion oxidativa en las células tratadas con leptina
incrementd la produccion de lactato, por lo que la leptina permite que las células puedan recurrir a la via
glucolitica si la mitocondria se ve afectada. El mayor metabolismo aerdbico promovido por la leptina se
confirmé por el elevado consumo de oxigeno de estas células respecto a las células control. La leptina indujo
una mayor fosforilacion de la AMPK, lo que podria explicar esta reprogramacion del metabolismo energético.
Conclusion: La leptina parece revertir el efecto Warburg en la linea celular MCF-7 manteniendo la capacidad de
redirigir su metabolismo hacia la glucdlisis cuando las condiciones lo requieran.

ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the most common malignancy in woman and it has been classified in different
groups depending on their molecular differences. One of main risk factors is postmenpausal obesity, due to
adipose tissue increase leptin and estrogen production. Feature of many tumors is the major glycolysis
activity instead of oxidative phosphorylation phenomenon known as Warburg effect. Leptin participate in
JAK2/STAT3, MAPK/ERK1 and PI-3K/AKT1 pathways activation. These pathways stimulate cellular proliferation
and apoptosis inhibition. AMPK is a regulator of energy homeostasis that is activated when cells need energy.
AMPK seems to have anti-tumoral effect due to it negatively regulates HIF-1a and this can promote Warburg
effect in malignant cells. The main aim of this research is to know whether leptin somehow influences on the
Warburg effect in breast cancer cells. Materials and methods: cell line MCF-7 was used to control and leptin
treatment groups. Oligomycin (ATPasa inhibitor) and 2-deoxyglucose (glycolysis inhibitor) were used to study
Warburg effect. Cellular ATP and AMPK, medium lactate and oxygen consumption levels were analyzed. Results
and discussion: Oligomycin inhibition affects mostly the cells treated with leptin, causing a decrease in ATP
levels and an increase in lactate levels production. 2-DG inhibition affects more rapidly to ATP levels in control
cells than leptin cells. Control and leptin MICF-7 oxygen consumption falls with both inhibitors, despite ATP drop
in leptin treated cells is bigger than in control cells, in both cases. Cells treated with leptin show an increase in
PAMPK levels. Conclusion: Leptin seems throw back Warburg effect in MCF-7 cell line and seems to be able to
redirect their metabolism to glycolysis.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer de mama

El cdncer de mama es la neoplasia maligna mas comun entre las mujeres de todo el mundo,
representando el 16% del total de canceres femeninos con una mayor prevalencia en paises en vias
de desarrollo. El porcentaje de supervivencia de las personas afectadas con este tipo de cancer
depende en gran medida de los ingresos medios de los paises, siendo mas alta en paises con mayor
poder adquisitivo como América del Norte y mas baja en paises muy pobres. Esto es debido a que
los paises con menos recursos econdémicos carecen de programas de deteccidén precoz ademas de no
tener los servicios necesarios para conseguir un buen diagndstico y tratamiento del mismo (OMS,

Carga Mundial de Morbilidad, 2004).

Esta enfermedad presenta una gran diversidad clinica y genética. Segun diversos estudios,
podemos clasificar el cancer de mama en cinco grupos distintos en funcidon de las diferencias
moleculares que se dan en los patrones de expresion proteica. Estos tipos son: Luminal Ay B, Her2,
Basal-Like, Normal-Like y Claudin-Low. En primer lugar, los tipos luminal A y B se caracterizan por ser
los Unicos tumores que expresan el receptor de estrégenos (ER). En segundo lugar, se encuentra el
tipo Her2, que recibe este nombre por presentar grandes cantidades del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (Her2). El tipo Basal-Like carece de ER, Her2 y PR (receptor de
progesterona) [1]. El tipo normal-like presenta firma genética de tejido adiposo. Finalmente el tipo
Claudin-Low, fue el ultimo en entrar en la clasificacién y se diferencia del resto de grupos por

presentar una baja expresién de Claudina 3, 4 y 7 y cadherina-E (proteinas de adhesion celular) [2].

En el tratamiento de esta enfermedad es de gran importancia poder determinar de cual de
estos tipos de cancer se trata ya que en funcidén de esto, las dianas terapéuticas pueden variar, asi

como las posibilidades de supervivencia, ya que estas varian también entre los distintos tipos [1, 3].

Existen multitud de factores de riesgo que pueden dar lugar a la aparicidon de un cancer de
mama. Entre estos factores se encuentran: el no haber dado a luz, la historia familiar, la edad de
aparicion de la menarquia y la de la menopausia [4], asi como la exposicidén a estrégenos, obesidad,

alcohol, ademas de la predisposicidn genética, ligada especialmente a genes como BRCA1 y BRCA2

[5].

La participacion de la obesidad como factor de riesgo en el cancer de mama varia en funcion
de la edad de la mujer, ya que Unicamente en mujeres postmenopausicas es un factor de riesgo. En

el caso de mujeres en edad reproductiva que padecen obesidad, existe una menor predisposicién a
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desarrollar un cancer de mama. Por otra parte, la obesidad impulsa a que la enfermedad avance mas
rapidamente y que ésta progrese con un peor prondstico [6, 7]. El riesgo de muerte que asume una
mujer con obesidad es 2,5 veces mayor que en el caso de una mujer con normopeso. Esto es debido
a que el exceso de tejido adiposo proporciona un ambiente favorable para que el cancer se
desarrolle hacia la metastasis [8]. La relacién entre la obesidad tras la menopausia y la aparicion del
cancer de mama es debida especialmente al aumento de los niveles de estrégenos y a la

hiperinsulinemia provocada por la aparicidn de resistencia a la insulina [5, 9].

Los estrogenos se formar a partir de la aromatizacion enzimatica de androstenodiona,
reaccion que es llevada a cabo por unas enzimas llamadas aromatasas [5, 9]. La actividad de estas
enzimas se ve aumentada cuando el peso corporal aumenta, hecho que puede explicar la abundante
produccién de estrégenos en mujeres obesas postmenopausicas. De todas maneras, este aumento
puede deberse a una posible alteracién genética que conlleva a una sobreexpresion de estas
proteinas [6, 7]. La hiperinsulinemia podria relacionarse con el cdncer de mama de manera indirecta
por aumentar la actividad del factor de crecimiento relacionado con la insulina (IGF) | y Il, que a su
vez, unidos a sus receptores especificos, puede activar las vias de sefializacion MAPK y PI3-K

(explicadas posteriormente) [9].
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Figura 1: Diferencias en la produccién de estrégenos y sus mecanismos en mujeres pre/postmenopausicas.
En mujeres premenopausicas. La produccién de estrogenos se lleva a cabo principalmente en los ovarios, sin
embargo en las mujeres postmenopausicas, el tejido adiposo (TA) es el mayor productor de estrogenos. Esto es
debido a la mayor concentracién de aromatasas en TA de manera que convierte los andrégenos a estrogenos.
Por otra parte, la obesidad esta relacionada con el sindrome metabdlico produciendo mds insulina y IGF-1que
pueden conducir al desarrollo del tumor mamario. Las células de TA producen diferentes adipoquinas como
leptina, adiponectina entre otras. Cuando hay un exceso de TA aumenta la produccién de leptina y otras
citoquinas inflamatorias [9].
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1.2. La leptina y el cAncer de mama

Las adipoquinas son proteinas con funcién hormonal secretadas principalmente por los
adipocitos, siendo la leptina la principal adipoquina que mantiene una relacién con el desarrollo del
cancer de mama. La leptina se sintetiza en cantidades proporcionales al indice de masa corporal
(IMC) [9], a partir del gen Ob que codifica para un péptido de 16 kDa y lleva a cabo sus efectos tras
ser reconocido por alguna de las 6 isoformas del receptor (ObRa — ObRf) [10-12]. Unicamente la
isoforma ObRb, presenta una regidn intracelular capaz de tener influencia sobre la activacion de vias

de sefializacién en el citoplasma como por ejemplo, la via de JAK/STAT [13].

Una de las principales funciones de la leptina es controlar la homeostasis energética y lo
consigue inhibiendo la ingesta de alimentos (efecto anorexigénico) y aumentando el gasto energético
[14]. Otro regulador importante del balance energético de la célula es la proteina quinasa activada
por AMPK, que se activa por un déficit energético presente en la célula como un aumento en el ratio
AMP/ATP [15]. Esta quinasa es capaz de fosforilar proteinas involucradas en los procesos de
obtencién de energia entre los que se encuentra la captacion de la glucosa y su metabolismo por
glucdlisis, oxidacién mitocondrial, activacién de la cascada de biogénesis mitocondrial, ademas de la
inhibicidn las vias anabdlicas para evitar el consumo de energia [15, 16]. Existe una relacién entre la
leptina y la AMPK. Cuando aumentan los niveles de leptina en el hipotalamo, ésta activa la enzima
Acetil-CoA carboxilasa (participante en la sintesis de acidos grasos) e inactiva la AMPK. Sin embargo,
el mecanismo de accion de la leptina en el musculo esquelético es capaz de activar la AMPK vy
favorecer la oxidacion de los acidos grasos [16]. De esta manera podriamos pensar que la leptina
puede participar en la activacion de la AMPK de forma dependiente del tejido. Por otra parte, otros
autores sugieren que AMPK puede disminuir la progresién del tumor en cancer de mama debido a
que esta relacionada con adipoquinas favorables como la adiponectina [10, 15, 17]. En muchas
ocasiones se propone a AMPK como supresor tumoral a partir de la regulacién del metabolismo y del
efecto Warburg [18] pero otros sugieren que la funcidon de la AMPK en el metabolismo junto con
otras sefales oncogénicas podria dar lugar a la activacion de AMPK como estrategia de supervivencia

y para mantener la proliferacion celular [15].

Existe una alta relacién entre la obesidad, el incremento de los niveles en la secrecién de
leptina y el riesgo de padecer cancer de mama [19]. El aumento de tejido adiposo que conlleva la
obesidad produce un incremento en la concentracion de estrégenos que a su vez, predisponen a los
adipocitos a producir altos niveles de leptina y de sus receptores ya que, la produccién de leptina
estd regulada por este tipo de hormonas sexuales, entre otros factores reguladores [20]. La leptina,
ademads de ejercer su funcién como regulador de la sensacién de hambre, es capaz de inducir el
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crecimiento y la proliferacion de las células epiteliales de la mama tanto en situaciones fisioldgicas,
como es el caso del desarrollo normal de la glandula, como en la formacién de un tumor [21]. En
contraposicidn a la leptina se encuentra la adiponectina, una adipoquina con un efecto contrario, es
decir, reduce el riesgo y la progresidn del cancer de mama al ser una hormona antiproliferativa y pro-
apoptédtica. Sin embargo, en una situacion de obesidad, esta hormona se libera de manera

inversamente proporcional a la leptina, por lo que disminuye su concentracién en el suero [22, 23].

Una vez que la leptina se une a su receptor, es capaz de iniciar numerosas vias de sefializacion
relacionadas con la proliferacion celular, inhibicion de la apoptosis, progresién de la invasidn y
modulacion de la matriz extra celular [19, 21] a través de la activacién de vias como JAK2/STAT3,
MAPK/ERK1 y PI-3K/AKT1 [24]. En primer lugar, la via de JAK2/STAT participa en la regulacidon de
proliferacién, supervivencia, y apoptosis. JAK2 es una proteina quinasa que esta unida al receptor
ObR en su forma inactiva y cuando la leptina se une al receptor permite un cambio conformacional
que posibilita la activacion de JAK2. Esta proteina con actividad quinasa, cuando esta en su forma
activa fosforila a ObR en un residuo de tirosina, situaciéon que propicia el anclaje y la fosforilacion de
STAT3 que es un transductor de sefial y activador de la transcripcidén. De esta manera, STAT3 puede
formar dimeros que son liberados y translocados al nucleo, donde son capaces de activar la
transcripcién de determinados genes [13, 20]. Algunos de los genes regulados por esta via son C-
MYC, que incrementa la proliferacion y bloquea la apoptosis, C-JUN que promueve el crecimiento
celular, la CICLINA D1, que activa la entrada de la célula a la fase S1 del ciclo celular para que esta se

duplique, y P21 y BCL-2 como genes antiapoptdticos [10, 24].

La via de sefializacién proteina quinasa activada por mitégeno, MAPK/ERK1, esta involucrada
en muchos mecanismos celulares. Puede iniciarse de manera dependiente de JAK-2, cuando esta es
fosforilada, o bien, de manera independiente [24]. La activacién de esta via afecta a dianas
relacionadas con la proliferacion, diferenciacién, migracion e invasion celular [25, 26]. Esta via
favorece la progresion del tumor hacia la metastasis. Por otra parte, estd relacionada con la
activacion del factor de hipoxia inducible (HIF-1a), relacionado con la angiogénesis en situacion de
hipoxia [26]. Algunos estudios sugieren que HIF-1a activan a los receptores GLUT1 provocando una
mayor entrada de glucosa en los tejidos y un aumento de la glucdlisis. Ademads HIF-1a activa a la
enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) que fosforila a la piruvato deshidrogenasa
inhibiéndola y bloqueando asi la fosforilacion oxidativa, situacidn que induce que el metabolismo de
la glucdlisis finalice en la fermentacidon aerdbica (Efecto Warburg) [27]. En cuanto a la via de

sefializacion de PI3K/AKT, participa en procesos de crecimiento y proliferacién celular, asi como en el
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metabolismo de la glucosa mediante la activacién de oncogenes como MDM?2 e inhibicién de P53, C-

MYCy CICLINA-D1 entre muchos otros [25].
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Figura 2: Seializacion de los estrégenos leptina y adiponectina en la carcinogénesis de mama. Los estrogenos
unidos a sus receptores promueven la expresién de genes tumorales. La leptina unida a ObR activa las vias de
sefializacidn JAK/STAT3, PI3-K/AKT y MAPK/ERK. Todas ellas se inician con la fosforilacion de JAK2, que permite
a su vez la fosforilacion de STAT3 y a su vez la dimerizacion de este. El dimero de STAT3 activo promueve la
traduccion de factores de progresién del tumor, del ciclo celular y antiapoptdticos. La leptina aumenta la
expresién de las aromatasas por ello se incrementa la sintesis de estrégenos. Bajas concentraciones de
adiponectina provocan activacion de la MAPK/ERK y la inhibicién de la via de la AMPK [10].

La expresion de todos estos a través de la activacién de las diferentes vias de sefializacién
nombradas, como consecuencia de la unidn de leptina con a su receptor tiene como resultado una
situacion molecular que predispone a la division y proliferaciéon celular e inhibe la apoptosis,

situacidn perfecta para la aparicion y progresién de un tumor [10, 25, 26].

1.3. Efecto Warburg

En 1924 el fisiblogo aleman Otto Heinrich Warburg observd que las células de un tumor
hepatico presentaba un incremento de la actividad de la via glucolitica en comparacién con células
hepaticas no tumorales [28]. No fue hasta 1956, cuando propuso que el efecto Warburg podia
promover que las células cancerosas sufrieran un desplazamiento hacia la via glucolitica en lugar de

hacia la via oxidativa con el fin de conseguir energia [3].
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En general, las células no tumorales obtienen la mayor parte de la energia que requieren a
partir de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) usando como sustrato el NADH obtenido a partir de la
glucosa, acidos grasos u otros metabolitos secundarios [28, 29]. El sistema OXPHOS esta formado por
5 complejos: el complejo | o NADH deshidrogenasa, el complejo Il que recibe el nombre de succinato
deshidrogenasa, el complejo lll y IV conocidos como citocromo C oxidoreductasa y oxidasa,
respectivamente, y finalmente el complejo V o ATP-sintasa (Figura 3) [30]. Todos estos complejos
trabajan en conjunto para transportar los electrones del NADH vy los protones a lo largo de la cadena
de transporte de electrones hasta llegar al complejo IV donde 2 electrones son cedidos a un atomo
de oxigeno, ultimo aceptor de la cadena de electrones, formando asi una molécula de H,0 [31].
Durante todo el transporte, gracias a la energia libre de este transporte electrénico, se translocan H*
desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, conservando asi la energia en forma
de gradiente protdnico. Los protones son retornados a la matriz mediante el complejo V o ATP

sintasa, la cual aprovecha la energia que produce la reentrada de los protones a favor de gradiente

para impulsar la fosforilacion del ADP a ATP [30-32].

4H;,

Succinate Fumarate

ATP
NADH+H* NAD'+2H®

3H;

complex | complex Il complex Il complex IV complex V

Figura 3: Esquema de la cadena respiratoria mitocondrial y sus componentes. Cadena del transporte
de electrones desde el NADH+H" hasta el tltimo aceptor de electrones (0,) representando los protones que se
translocan al espacio intermembrana en cada complejo y que finalmente son retornados por la ATPasa para
producir energia en forma de ATP [32].

Las células tumorales, al tener una alta tasa de proliferacién, necesitan grandes cantidades de
energia pero también de carbonos para la sintesis de nuevas moléculas, por lo que en este estado
patoldgico, la via de la glucdlisis estd muy activa. A partir de esta via, las células puede obtener
energia sin perder los carbonos de la glucosa, los cuales pueden dirigir a biosintesis de multiples
sillares estructurales que son necesarios para crecer (nucleétidos, acidos grasos, aminoacidos, etc)

[28, 33]. El efecto Warburg defiende que las células cancerosas dependen mas de la via glucolitica
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gue de la via oxidativa para la obtencidn de ATP, a pesar de que la fosforilacién oxidativa consigue 38
ATP (incluyendo los de la glucdlisis) mientras que la fermentacién del lactato unicamente produce 2
ATP por molécula de glucosa, pero en contrapartida, la glucélisis permite dirigir un importante flujo
de carbonos a biosintesis, mientras que en la fosforilacidn oxidativa el carbono se pierde en forma de

CO2 [28].

Existen evidencias de que las células tumorales adoptan la habilidad de no ser susceptibles a la
inhibicidn alostérica de la glucdlisis por el aumento de los niveles de ATP vy citrato. Esta situacion le
permite a la célula el mantenimiento de esta via en su forma activa, sin embargo, se requiere de
NAD® para que la glucdlisis pueda seguir funcionando. Una de las posibles explicaciones a la
activacion de la produccién de lactato es que, para que éste se forme a partir del piruvato de la
glucdlisis, se necesita la oxidacién de una molécula de NADH a NAD®, de esta manera la célula podria
recuperar el poder reductor para mantener activa la glucélisis y asi poder continuar con la biosintesis

de acidos nucléicos y otros metabolitos [29].

1.4. 2-Deoxiglucosa y oligomicina

La utilizacion de compuestos como la 2-deoxiglucosa y la oligomicina son de gran interés en el
estudio del efecto Warburg, ya que permiten inhibir selectivamente las dos grandes rutas de
obtencién de energia en la célula. Por una parte la 2-deoxiglucosa promueve la inhibicidon de la
glucdlisis, mientras que la oligomicina provoca la desactivacién de OXPHOS a través de la inhibicion

de la ATPasa [34].

HO

OH OH
HO

Figura 4: Estructura quimica de la oligomicina(A) y 2-deoxiglucosa (B) (Sigma-Aldrich).

En primer lugar, la 2-deoxiglucosa (2-DG) es un analogo de la glucosa capaz de inhibir el
metabolismo de ésta [35]. La estructura quimica de la 2-DG es igual que la de glucosa, con la Unica
diferencia de que el grupo hidroxilo del carbono 2 es un hidrégeno (Figura 4B) [36]. La 2-DG entra en
las células por los mismos trasportadores que la glucosa. Una vez dentro, la hexoquinasa fosforila la

2-DG que se acumula en la célula inhibiendo a la enzima fosfoglucosa isomerasa, la cual cataliza la
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segunda reaccion de la glucdlisis [37]. De esta manera, la 2-DG, al inhibir la glucdlisis consigue una
disminucién considerable en la produccién de ATP y a largo plazo en los niveles totales del mismo
[35, 36]. Por este motivo, se ha especulado con el posible uso de la 2-DG como eficiente inhibidor de
la progresion tumoral, ya que las células cancerosas tienen aumentado el metabolismo de la glucosa
[36, 37]. En segundo lugar, la oligomicina es un antibidtico capaz de inhibir el complejo V de OXPHOS

interfiriendo con la subunidad Fy de la ATP-sintasa [38].

2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta el papel que la leptina juega en la progresion del cancer de mama, y el
particular metabolismo que presentan las células tumorales (efecto Warburg), nos propusimos como
objetivo como objetivo de este trabajo evaluar el efecto de la leptina sobre el efecto Warburg en la

linea celular de cancer de mama MCF-7.

Para alcanzar este objetivo se evaluaron los niveles de ATP celular, lactato en el medio y
consumo de oxigeno de las células en las células tumorales tratadas con dos inhibidores, oligomicina
y 2-deoxiglucosa. Ademads se evaludé también el grado de fosforilaciéon y los niveles de AMPK en

respuesta a la leptina.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Linea celular

Se utilizé la linea celular de cancer de mama MCF-7 adquirida de American Type Cultre Collection
(ATCC) “Manassas,VA” y mantenida en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de antibidticos (penicilina y estreptomicina)
a 372C y con atmdsfera al 5% de CO, Para llevar a cabo las distintas determinaciones, 24 horas antes
del tratamiento con leptina, las células se pasaron y se incubaron en medio DMEM libre de rojo
fenol, 10% de charcoal, ya que al carecer de hormonas lipofilicas se evita la posible interferencia que

puede tener con la leptina.

3.2. Ensayo del metabolismo

Tratamiento

Las células tumorales MCF-7 se recogieron de una placa de 100 mm y se sembraron en dos

placas de 96 pocillos con 10.000 células por pocillo en 90 uL de medio de cultivo. Tras 24 h la mitad
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de cada placa fue tratada con 90 uL de medio suplementado con leptina (concentracion final 100
ng/mL) la cual fue preparada a partir de una disolucién madre de 1,25 mg/mL. La otra mitad de
ambas placas, que no fueron tratadas, se utilizaron como control. Una vez transcurridas 24 h, una de
las placas fue tratada con oligomicina a diferentes concentraciones (0; 0,25; 0,5; 1 uM), mientras que
las células de la segunda placa estuvieron expuestas a concentraciones variantes de 2-deoxiglucosa
(0; 5; 10; 20 mM). La concentracién final de vehiculo DMSO en el medio fue de 0,05% para todos los
tratamientos ensayados. Estas células fueron utilizadas para la determinacién de los niveles de ATP

celular y de lactato en el medio.
Determinacion de ATP

Para llevar a cabo la determinacion de la concentracidn de ATP celular y observar asi si existian
o no diferencias en la concentracion de ATP tras haber estado sometidas a los respectivos
tratamientos durante 30 minutos, se utilizé el kit “ApoSENSOR™ Cell Viability Assay Kit” (VioVision)
siguiendo el protocolo adjunto con el mismo. Este kit utiliza la enzima luciferasa para producir luz y
luciferina a partir del ATP celular, la luz que emiten las muestras es proporcional a la concentracién

de ATP presente en las células y puede ser medida utilizando un luminémetro.

Mg?*
Luciferina + ATP + O, % Oxiluciferina + AMP + Pirofosfato + CO,+ Luz

Luciferasa

Figura 5: Reaccion de la luciferasa (Kit).

La determinacion de ATP se hizo por triplicado. Las lecturas se corrigieron por el nimero de
células presentes en cada pocillo, a partir de un contaje indirecto mediante la tincién de células con

Cristal Violeta (0,5% p/v) en. Se midieron las absorbancias a 570 nm.
Determinacion de lactato

La determinacién del lactato se llevé a cabo por octuplicado tras 1 hora de tratamiento. Una
vez transcurrido este tiempo, se recogid el medio de las células y se congeld a -202C hasta el

momento de ser procesado.

El método utilizado se fundamenta en la reaccién producida por la enzima Lactato
deshidrogenasa (Figura 6), que gracias a la adicidn de hidracina la reaccién se desplaza hacia la
produccién de piruvato y NADH. De esta manera se deduce que la cantidad de NADH formado es

proporcional a la cantidad de lactato de la muestra.
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Lactato + NAD* + Hidracina L Hidrazona de piruvato + NADH

FIGURA 6: REACCION DE LA ENZIMA LACTATO DESHIDROGENASA (LDH).

Se prepararon dos placas de 96 pocillos de manera paralela, una para las muestras tratadas
con oligomicina y otra para las tratadas con 2-deoxiglucosa. En cada pocillo se afiadié 10 plL de la
muestra diluida correspondiente y 90 uL de H,O bidestilada. A la vez se prepard el patron de 6
puntos a partir de una dilucidn de lactato 2,5 mM y H,0. A continuacion se anadieron 160 pL de
Tampon de glicina 840 mM e hidrato de hidracina 660 mM a todos los pocillos y seguidamente se le
agregd a ambas placas 20 pL de NAD' (40mM) en cada pocillo. Tras haber agitado las placas unos
minutos, se realizd una primera lectura de absorbancias a 340 nm (A1) y se procedié a afiadir 10 pL
de la enzima Lactato deshidrogenasa (125 U/mL), y después de haber dejado actuar la enzima
durante 1 hora protegida de la luz a temperatura ambiente se leyeron las absorbancias de las placas
de nuevo a 340 nm (A2). Los niveles de lactato se calcularon a partir de los incrementos de

absorbancia y comparacién con la recta patron.
Consumo de oxigeno

El Oxygraph es un electrodo de oxigeno tipo Clark disefiado para medir el consumo del mismo
a partir de mediciones continuas. Cada celda dispone de un agitador magnético ademas de todos los
elementos necesarios para medir la sefial desde el electrodo de oxigeno. La muestra se introduce en
la cdmara DW1/AD y se cierra con un émbolo que se caracteriza por tener una entrada central muy
pequefia que permite la adicién de diferentes compuestos. La muestra se mantiene a la temperatura
necesaria gracias a un bafio de agua termo-regulado que circula por el exterior de la cdmara. Por otra
parte, en la base de la celda se encuentra el disco de electrodo con un catodo central de platino y un
anodo de plata concéntrico que quedan separados de la muestra gracias a una membrana permeable
de politetrafluoroetileno (PTFE). El electrodo es el encargado de detectar cualquier pequefio cambio
en los niveles de oxigeno que se van produciendo en el medio de la cdmara y estos datos se

muestran de manera gréfica en el PC.

Se determind el consumo de oxigeno de 10° células en 0,5 mL de medio. Se analizaron 4
placas control y 4 de leptina y se promediaron los valores. Con las células obtenidas de cada una de
las placas se realizaron dos “carreras”, una con oligomicina y otra con 2-deoxiglucosa. En cada
carrera se dejo tres minutos de estabilizacién del consumo de oxigeno, y a continuacion cada cuatro
minutos se fue modificando la concentracion del tratamiento (0; 0,25; 0,5; 1 uM) y (0; 5; 10; 20 mM),
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respectivamente. Las condiciones a lo largo de todas las carreras fueron 37°C vy 101,32 kPa y el

DMSO se mantuvo siempre inferior a 0,05%.

3.3. Determinacion de los niveles de AMPK mediante Western blot

Las células utilizadas para llevar a cabo la determinacién inmunoldgica se recogieron de 6
placas de 100 mm control y 6 placas tratadas con leptina (100 ng/mL) durante 24 horas. Se elimind el
medio a las células y se lavaron con PBS. Seguidamente las células fueron tripsinizadas vy
centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos. Después de hacer un lavado del pellet, las células se
resuspendieron en tampdn de solubilizacidon (Tris-base 50 mM, pH 8,8, 1 mM EDTA, 1% lIgepal,
iodoacetamida e inhibidores de proteasas y fosfatasas) con rotacién en la noria durante 1 hora a 42C.
Una vez transcurrido este tiempo las células se sometieron a la ultima centrifugacion a 15000 rpm
durante 30 minutos para obtener el sobrenadante. Finalmente, se cuantifico la proteina del

sobrenadante por el método del BCA.

El ensayo del Western-blot se inicid con una electroforesis SDS-PAGE (12% de poliacrilamida)
cargando 35 ug de proteina por carril. Después de transferir el gel a la membrana de nitrocelulosa,
esta se incubd en una solucidn de bloqueo (5% de leche en polvo descremada, Tris-HCI 20 mM, NaCl
0,13 mM y 0,1% de Tween 20). En primer lugar se realizd la inmunodeteccion de pAMPK vy
posteriormente se realizd la de AMPK total. Para ello se utilizaron dos anticuerpos
primariosdiferentes: pAMPK (1:500) adquirido de Santa Cruz Biotechnology, y AMPK (1:500)
adquirido de Cell-Signalling. La membrana se incubd con anticuerpo primario durante toda la noche.
La incubacién con el anticuerpo secundario (Rabbit 1:10000) fue de 1 hora). Las bandas obtenidas en
el Western blot se visualizaron a través del sistema de deteccidn mediante el kit Immun-Star
Western C (Bio-Rad Laboratories). La seial de quimioluminiscencia se capturd con el densitdmetro
Chemidoc XRS (Bio-Rad Laboratories) y cuantificado con el software Quantity One (Bio-Rad

Laboratories).

3.4. Andlisis de datos y estadistico

Los resultados estan expresados como la media + SEM (Standard error of mean)
utilizando el programa Microsoft Excel de Microsoft Corporation, (Redmond, Washington,
USA). Para llevar a cabo la estadistica se utilizé el test de la t-Student para muestras
independientes mediante la utilizacidon del programa Statistical Package for Social Science (SPSS
15.0 de Windows®). Las diferencias entre los distintos grupos fueron consideradas como

significativas con un nivel de probabilidad (P) inferior a 0,05; P<0,005.
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4. RESULTADOS

4.1. DETERMINACION DEL ATP

El estudio de los niveles de ATP permite identificar las diferentes respuestas que hay entre las
células control y las tratadas con leptina a medida que se inhibe la glucdlisis o la fosforilacion
oxidativa con los respectivos inhibidores. La oligomicina (inhibidor del complejo V de OXPHOS),
en las células control no provoca ningln cambio significativo en los niveles de ATP a ninguna de
las concentraciones estudiadas. Sin embargo, en el caso de las células con leptina, se observan

diferencias significativas respecto al vehiculo ya a dosis de 0,5 uM (P=0,04) (Figura 7A).
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Figura 7: Disminucion de los niveles de ATP debido al aumento de la concentracidon de los diferentes
inhibidores. (A) Niveles de ATP en las células control y leptina tratadas con diferentes concentraciones de
oligomicina (0, 0’25, 0’5, 1 uM) y (B) 2-deoxiglucosa (0, 5, 10, 20 mM) corregidos por cristal violeta. Los valores
representan la media + SEM de un experimento por triplicado. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparando
control y leptina con la misma dosis de tratamiento.
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La 2-deoxiglucosa (inhibidor de la glucdlisis), afecta tanto a las células control como a las
tratadas con leptina. En el caso de las células control, a partir de la concentracién 10 mM ya se
observa una caida significativa en los niveles de ATP respecto a la cantidad inicial de en las
células tratadas con vehiculo (P=0,02). La disminucidon es aun mayor con una dosis de 20 mM
(P=0,001). Sin embargo, las células con leptina no muestran una disminucidn significativa en los
niveles de ATP respecto a la concentracion de partida hasta que son expuestas a la
concentracién maxima utilizada (20 mM) P=0,0003 (Figura 7B). Ademas, tanto las células
tratadas con leptina como las células control parten de una misma cantidad de ATP y no
empiezan a manifestar diferencias entre sus valores hasta haber sido sometidas a una
concentracién de 10 mM de 2-DG, concentracidn que provoca que las células control
disminuyan sus niveles de ATP mientras que no sucede asi en las células suplementadas con

leptina.

4.2. Determinacion del lactato

El analisis de la concentracion del lactato en el medio de las células control y leptina tras
1 hora de tratamiento con los distintos inhibidores, permite observar que las concentraciones
de este metabolito no varian drasticamente en ninguno de los dos casos. En primer lugar, en el
tratamiento con oligomicina (Figura 8A), las células control, mantienen practicamente estable
los niveles de lactato a una concentracién cercana a 1,5 umol/mL a pesar de que la dosis de
oligomicina vaya aumentando. En cuanto a las células con leptina, se puede observar un leve
aumento en la concentracidn de lactato en el medio con las dosis de tratamiento de (0,25, 0,5y
1 uM). Este aumento, a pesar de ser pequeiio, es estadisticamente significativo respecto a la
concentracién de lactato inicial con un P= 0,02 en [0,25 uM]; P= 0,0008 en [0,5 uM] y P=0,006
en la dosis de [1 uM]. En cuanto a las diferencias entre las células control y leptina podemos ver
gue en el caso de las células con leptina los niveles de lactato son mayores que para las células

control en la exposicién a concentraciones de oligomicina de 0,5y 1 uM.

En segundo lugar (Figura 8B), en el tratamiento con 2-DG, no se observan cambios en los
niveles de lactato en ninguna de las células (control y leptina). Sin embargo existe una
diferencia entre las células control y leptina que muestra como la concentracidon de lactato en
las células que han sido previamente tratadas con leptina es mayor de 1,5 umol/mL, mientras
que en el caso de las células control, es inferior a esta misma concentracidn. La diferencia es

significativa en todas las concentraciones de tratamiento.
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Figura 8: Concentracion de lactato en el medio de las células control y leptina tras los diferentes
tratamientos. (A) Variacién de la concentracion de lactato con diferentes concentraciones de oligomicina (0,
025, 0’5, 1 uM) y (B) 2-deoxiglucosa (0, 5, 10, 20 mM) corregido por cristal violeta. Los valores representan la
media + SEM de un experimento por octuplicado. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparando control y
leptina con la misma dosis de tratamiento.

4.3. Consumo de oxigeno

En el ensayo realizado para conocer el consumo de oxigeno con las diferentes
concentraciones de los tratamientos utilizados nos permitié observar las siguientes diferencias.
En primer lugar, el tratamiento con oligomicina (Figura 9A), provoca una disminucién en la

velocidad de consumo de oxigeno tanto en las células control como en las tratadas con leptina.
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En el caso de las células con leptina la caida es algo mayor ya que empieza con un consumo de
oxigeno de 5’8 nmolO,/min y disminuye hasta una velocidad de consumo de 2,5 nmolO,/min en
presencia de oligomicina 1 uM. En este caso, la caida respecto al consumo basal (concentracién
cero) es significativa a partir de la concentracién de tratamiento 0,5 uM, P=0,04 y P=0,01 para
[1 uM]. En cambio, la disminucidn de la velocidad de consumo en las células control es algo mas
pequefia, ya que de inicio, parten de un consumo basal inferior (4,4 nmolO,/min) respecto al
consumo basal de las células con leptina. Las células control y las células con leptina finalizan el

ensayo con una velocidad de consumo muy similar préxima a los 2 nmolO,/min.
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Figura 9: Consumo de ATP en nmol de oxigeno por minuto de 10° células de las células control y leptina. A)
Células tratadas con oligomicina (0, 0’25, 0’5, 1 uM) vy B) con 2-deoxiglucosa (0, 5, 10, 20 mM) (B)La media *
SEM de un experimento por triplicado. *P<0,05; **P<0,01 comparando control y leptina con la misma dosis de
tratamiento.
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En segundo lugar, en la figura 9B, se pueden observar los cambios que sufren las células
control y las células con leptina cuando son sometidas a diferentes concentraciones de 2-
deoxiglucosa. En los dos tipos de células, el consumo de oxigeno va disminuyendo a medida que
aumenta la concentracién de 2-DG a la que estdn expuestas, llegando en ambos casos a una
velocidad de consumo cercano a 3 nmolO,/min. La bajada del consumo en las células control no
es significativa respecto al consumo basal. Las células tratadas con leptina y las células control
presentan un consumo basal con diferencias significativas; 5,5 nmolO,/min en las células con
leptina y 4,2 nmolO,/min en las células control. Es por este motivo que la bajada en la velocidad
de consumo de oxigeno en las células con leptina es significativa en las concentraciones 10 y 20

mM, P=0,01 en ambos casos, sin embargo, en las células control no lo es.

4.4. Determinacion de los niveles de AMPK mediante Western blot

En la deteccidn de la proteina AMPK por la técnica de Western blot se analizo la AMPK
total y la AMPK fosforilada. En la figura B se observa como en los carriles de las células que han
sido tratadas con leptina aparece una segunda banda que no estd presente en los carriles
control. La cuantificacién de estos resultados muestra que los niveles de AMPK en las células
control y leptina no muestran diferencias significativas. Sin embargo, en las células tratadas con
leptina se encuentra un 50 % mdas de AMPK fosforilada que en el caso de las células control

(Figura 10A).
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Figura 10: Aumento de los niveles de pAMPK en las células tratadas con leptina. (A) Imagen representativa
del Western blot que muestra los niveles relativos de AMPK total y fosforilada. (B) Representacion grafica de
los niveles de AMPK total y fosforilada (pAMPK) en porcentaje. n=4, **P<0,01.
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6. DISCUSION

Existe una alta relacidn entre el aumento de los niveles de leptina con la aparicién de cancer
de mama, principalmente en mujeres obesas postmenopausicas [6]. El tejido adiposo es capaz de
variar los compuestos que produce en funcién de la cantidad de tejido adiposo que haya presente,
de manera que, cuando hay un exceso de tejido adiposo, éste, aumenta la liberacién de leptina y de
factores pro-inflamatorios como TNF-a e interleuquina y disminuye la produccion de adiponectina
[9, 39]. Otro factor muy importante es el aumento de estrégenos, ya que en el periodo
premenopausico el principal tejido de produccion de esta hormona sexual es el ovario, sin embargo,
tras la menopausia, el tejido adiposo produce mayor cantidad de enzimas aromatasas que dan lugar
a los estrégenos, usando como precursor a los progestagenos. La obesidad y la postmenopausia,
junto con todo el cambio hormonal que se produce, favorecen vias de proliferacién celular,
supervivencia de las células tumorales, angiogénesis y vias anti-apoptdticas [10]. Por otra parte, se
conoce que en muchas ocasiones, las células tumorales modifican su metabolismo activando en
mayor medida la glucélisis acompafiada de fermentacion aerdbica dejando en parte, la utilizacién de
la fosforilacion oxidativa mitocondrial para conseguir energia, situacidn conocida como efecto

Warburg [28, 29].

Partiendo de estos antecedentes, nuestro objetivo ha sido observar si la leptina ejerce alguna
influencia sobre el efecto Warburg en la linea celular de cancer de mama MCF-7. Para ello nos
hemos centrado en la utilizacién de dos inhibidores, uno de ellos para bloquear la glucdlisis (2-
deoxiglucosa) y el otro para inhibir el ultimo complejo de OXPHOS (oligomicina). Estos inhibidores se
han utilizado en diferentes estudios del metabolismo para observar como respondian otras lineas
celulares como PC3 (células de cancer de prdstata metastasico) [40] o para ver la adaptacion

metabdlica a la que se sometian las células tras el tratamiento [34].

Nuestros resultados podrian situar a la leptina como hormona que revierte el efecto Warburg
en las células de cancer de mama de la linea MCF-7. En la observacion de los niveles de ATP celulares,
al inhibir el ultimo paso de la fosforilacién oxidativa mediante las distintas concentraciones de
oligomicina, las células control mantienen muy estable los niveles de ATP sin embargo, en las células
tratadas con leptina, los niveles de ATP caen significativamente tras la exposicion a la primera
concentracion de oligomicina (Figura 7A). Estos resultados sugieren que las células control
mantienen un metabolismo glucolitico muy activo [29, 41, 42] y son menos dependientes de
OXPHOS para la sintesis de ATP, de manera que al inhibir la cadena respiratoria, éstas no se ven
afectadas por que el ATP se produce principalmente mediante fosforilacion a nivel de sustrato
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(glucdlisis). ElI efecto Warburg puede ser comprendido desde la perspectiva de las necesidades
anabdlicas del tumor: a las células tumorales no les interesa quemar los carbonos de la glucosa, si no,
mas bien, utilizarlos para producir nuevas moléculas necesarias para poder hacer frente a la elevada
tasa de division celular [41, 42]. Por otra parte, las tratadas con leptina, demuestran ser mas
dependientes de la fosforilacion oxidativa para la produccién de ATP, observandose una caida

significativa en sus niveles al inhibir la fosforilacidn oxidativa con oligomicina.

Cuando inhibimos la glucdlisis con la 2-deoxiglucosa, la respuesta en los niveles de ATP
también fue diferente. No obstante, en este caso, los niveles de ATP descienden en ambas, con la
diferencia de que las células control fueron mucho mas sensibles a la 2-DG (Figura 7B). Este
resultado es de esperar ya que, si las células control son mas dependientes de la glucdlisis, el
bloqueo de esta via va a provocar una disminucién en la produccién de ATP. Por otra parte, las
células tratadas con leptina parecen aguantar una concentracion mayor del inhibidor 2-DG, es decir,
no se ven afectadas hasta que son expuestas a la concentracién maxima utilizada (20 mM), momento
en el que caen los niveles de ATP. Este mantenimiento del ATP en las células con leptina con las
primeras concentraciones de 2-DG podria deberse a que éste ATP fuese resultado en mayor medida
de la fosforilacién oxidativa, la cual puede nutrirse de otros sustratos que aporten NADH a la
mitocondria como pueden ser los acidos grasos por B-oxidacion o bien los aminoacidos que
incorporen sus esqueletos carbonados al ciclo de krebs. Por este motivo, a pesar de bloquear la
entrada de sustrato glucolitico hacia la mitocondria, las mitocondrias pueden seguir produciendo
ATP. No obstante, se constata que la glucolisis debe seguir siendo una de las principales entradas de

fuel a la mitocondria puesto que inhibiéndola se consigue también afectar a la sintesis de ATP. [41].

Para detectar posibles aumentos de la glucdlisis en las células tumorales, puesto que parte de
los carbonos de la glucosa conducen a la produccidon de lactato como producto final de la
fermentacidn aerdbica, se determind los niveles de lactato excretado al medio. Cabe destacar que el
lactato producido por las células tumorales debe ser solo una pequefia parte de los carbonos que
entran en forma de glucosa ya que la mayoria de ellos deben destinarse a fines biosintéticos. No
obstante, para mantener favorable la ratio NAD/NADH, parte de estos carbonos son convertidos a
lactato y excretados al exterior. Los resultados muestran que, en la inhibicién de OXPHOS con
oligomicina a diferentes concentraciones, los niveles de lactato en el medio de las células control no
se ven modificados respecto a la concentracién inicial, sin embargo, en las células tratadas con
leptina si se produce un aumento en la concentracion de lactato (Figura 8A). Esta situacion sugiere
que las células expuestas a leptina, a pesar de parecer depender en mayor medida de la fosforilacién

oxidativa, cuando ésta se encuentra inhibida son capaces de reactivar el efecto Warburg, es decir,
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dirigirse de nuevo hacia la via glucolitica como las células tumorales no tratadas con leptina [34]. En
cuanto a las células control, al presentar un perfil glucolitico de por si [29, 41, 42], una inhibicion en

OXPHOS posiblemente no suponga una modificacidn en la actividad de la glucélisis.

Por otra parte, cuando la via que se inhibe es la glucdlisis mediante el uso de 2-DG, la situacion
es igual para las células control y las leptina, es decir, ambas mantienen los niveles de lactato (Figura
8B). Esta situacidn podria explicarse por cuestiones de disefio experimental. La concentracién de
lactato que observamos es resultado de la acumulacidn de lactato durante 24 horas, de las cuales,
solo durante 1 hora las células estan expuestas a la 2-DG u oligomicina. Esto implica que, una
disminucién de la produccidn de lactato durante 1 hora (tiempo de tratamiento con 2-DG), podria no
suponer cambios que sean detectables en la concentracidn total de lactato (produccidn durante 23
horas), sin embargo, cuando el efecto supone una activacion de la glucdlisis, si podria dar lugar a un
aumento significativo en los niveles de lactato (situacién de las células tratadas con leptina en
presencia de oligomicina). Seria muy interesante repetir este experimento realizando un cambio a
medio fresco justo antes de afiadir la 2DG o la oligomicina, de manera que asi el valor de background

fuese menor y las diferencias fuesen mayores.

Para corroborar que la leptina potencia el metabolismo oxidativo en la célula tumoral se llevd
a cabo el estudio del consumo de oxigeno en respuesta a concentracidén creciente de oligomicina y
de 2-deoxiglucosa. En primer lugar, las células tratadas con leptina mostraron un mayor consumo de
oxigeno que las células control cuando se utilizé la oligomicina, los resultados mostraron que la tasa
de consumo de O, disminuia tanto en las células control como en las leptina pero la disminucién de
la velocidad de consumo fue mas pronunciada en las leptina (Figura 9A). Estos resultados concuerdan
con los resultados anteriores, ya que, como se ha comentado, si las células tratadas con leptina son
mas dependientes de OXPHQOS, una inhibiciéon a este nivel va a hacer que la tasa de consumo de
oxigeno caiga mas rapidamente. El hecho de que el consumo de O, también disminuya a medida que
aumenta la concentracion de oligomicina en las células control se deba a que, a pesar de ser mas
glucoliticas y producir hasta un 60% del ATP por esta via, la respiracion se mantiene activa pero

participando en menor medida en el aporte de energia [28].

En segundo lugar, tras inhibir con 2-DG, se volvid a observar una bajada de la tasa de
consumo de oxigeno en las células tratadas con leptina y las células control (Figura 9B). Esto es
debido a que ambas dependen de la glucdlisis y fosforilacién oxidativa en mayor o en menor
medida [28]. En el caso de las células con leptina, como ya hemos sefialado anteriormente,

parten de un consumo de O, mas alto que las células control, y necesitan de la glucdlisis para
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obtener acetil-CoA que pueda ser oxidado en el ciclo de krebs para obtener NADH necesario
para la fosforilacidon oxidativa. En el caso de las células control, a pesar de ser mas glucoliticas,
su respiracion también es sensible, aunque menos, a la inhibicién de la glucélisis. Por lo tanto,
la fosforilacidn oxidativa, a pesar de participar en mayor o en menor medida en la obtencién de
energia, en ambas situaciones se ve afectada cuando se inhibe la glucdlisis ya que la glucosa via
piruvato-acetilCoA posiblemente sea la entrada mayoritaria de fuel para la fosforilacion

oxidativa [41].

Finalmente, se determinaron los niveles de AMPK total y pAMPK (forma activa) en las células
control y leptina. Los resultados sugieren que las células que han sido previamente tratadas con
leptina presentan una mayor proporcién de pAMPK en comparacién con las células control (Figura
10A). Este resultado podria explicar el porqué las células tratadas con leptina, a pesar de ser

IM

tumorales como las células control “revierten el efecto Warburg” y recuperan la actividad de
OXPHOS dejando de lado la via glucolitica. Se conoce que mTOR participa en la activacion del factor
inducible de hipoxia HIF-1a, y que mTOR puede ser inhibido por la pAMPK tras una fosforilacion [42].
El factor inducible de hipoxia HIF-1a, en primer lugar, activa la PDK (piruvato deshidrogenasa
quinasa) que cuando estd en su forma activa es capaz de fosforilar a la enzima PDH (piruvato
deshidrogenasa). Cuando PDH es fosforilada queda inactiva y de esta manera se bloquea la sintesis
de acetil-CoA desde el piruvato, inhibiendo asi la fosforilacién oxidativa. En segundo lugar, HIF-1a,
activa la via de la glucdlisis, dirigiendo todo ese piruvato que no puede ser transformado a acetil-CoA
hacia la produccidn de lactato [27]. Las células tumorales generalmente suelen tener bajos niveles de
AMPK [18], de manera que este no puede ejercer su efecto inhibidor sobre mTOR vy
consecuentemente HIF-la queda activo dando lugar al bloqueo de la fosforilacién oxidativa y
activacion de la glucdlisis glucdlisis anaerobia [27, 42]. En las células tratadas con leptina, nuestros
resultados muestras un aumento del 50 % de los niveles de pAMPK (activa) de manera que, ésta
podria inhibir a mTOR y a HIF-1a, recuperando la activacién de OXPHOS vy bloqueando la glucdlisis.

Seria por tanto muy interesante analizar el grado de fosforilacion de mTOR asi como los niveles de

HIF-1a en células tratadas con leptina a fin de comprobar esta hipétesis.

7. CONCLUSION

Las células tumorales MCF-7 son principalmente glucoliticas puesto que al inhibir la
fosforilacidn oxidativa, sus niveles de ATP no se ven alterados. Sin embargo, al inhibir la glucélisis con

2-DG, sus niveles de ATP disminuyen significativamente. Las células con leptina parecen depender
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energéticamente en mayor medida del metabolismo aerdbico, es decir, sus niveles de ATP son mas
sensibles a una inhibicion de la fosforilacidn oxidativa y menos sensibles a la inhibicién de la
glucdlisis. Estos datos nos conducen a pensar que las células que han sido previamente tratadas con
leptina parecen ser mas dependientes de la fosforilacion oxidativa para conseguir ATP y por lo

contrario, las que no son tratadas con leptina realizan mas la via glucolitica.

Por otra parte, los datos de produccion de lactato indican que las células tratadas con leptina
parecen ser capaces de redirigir su metabolismo hacia la activacion de la glucdlisis (efecto Warburg)

cuando inhibimos la fosforilacidon oxidativa mitocondrial.

Finalmente, las células MCF-7 tras ser tratadas con leptina muestran una mayor activacion de

la AMPK, lo que podria contribuir a explicar el “shift” metabdlico inducido por la leptina.

Podemos concluir que la leptina en las células de cdncer de mama procedentes de la linea
celular MCF-7 parecen revertir el efecto Warburg, a la vez que mantienen la capacidad de redirigir su
metabolismo hacia la via glucolitica cuando la respiracion se ve comprometida. Esta mayor
versatilidad asi como la capacidad de lograr una mayor produccién de ATP (mayor eficiencia de la
fosforilacién oxidativa) podria suponer algun tipo de ventaja para la célula tumoral. No obstante,
todavia se precisa continuar investigando para poder conocer la participacion de la leptina de
manera completa en el efecto Warburg y las ventajas o inconvenientes que puede suponer pare la

célula tumoral.
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