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Resumen.

Actualmente, la diabetes mellitus y el cancer forman parte de las
enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial, dado que en afios recientes se
ha reportado que mujeres con diabetes presentan una mayor predisposicion al
desarrollo de cancer de mama. Estudios in vitro indican que la hiperglucemia e
hiperinsulinemia son factores que pueden modificar los mecanismos de regulacion
génica favoreciendo al inicio y desarrollo del cancer. Por lo que el objetivo del
presente trabajo fue determinar los cambios en el transcriptoma de la linea celular
MCF-7 inducidos por insulina en condiciones de alta concentracion de glucosa.
Mediante un microarreglo de expresion GeneChip HTA 2.0, se analizaron los
cambios en el transcriptoma en las celulas MCF-7 comparando 2 condiciones que
simulan las que ocurren en el diabético: una de alta glucosa (HG) y otra de alta
glucosa e insulina (HGI). Los datos del microarreglo fueron analizados por el
software Transcriptome Analysis Console (TAC), destacando aquellos genes con
una tasa de cambio de expresion = 2. En donde identificamos que la insulina induce
cambios en la expresion de 1942 transcritos, de los cuales 1012 se encuentran
expresados a la alta, y teniendo caracterizado el papel de 21 transcritos no
codificantes y 20 codificantes, involucrados en la progresion del cancer, ademas
identificamos a 930 genes regulados a la baja, donde solo 37 transcritos codificantes
y 7 no codificantes, se encuentran asociados con alguna funcion en el cancer como

en la proliferacién, migracion y resistencia a farmacos.

Posteriormente se determind la concentracion letal media (CL50) del
tamoxifeno y se evalud el efecto citotoxico de este farmaco en la poblacion celular y
la viabilidad celular en condiciones de alta glucosa con y sin insulina. Ambos
ensayos demostraron que la insulina, ya sea en un microambiente de hiperglucemico
o de glucosa normal, favorece el crecimiento de la poblacion celular, y disminuye de

manera significativa los efectos del tamoxifeno.



INTRODUCCION

1. Diabetes mellitus

En afios recientes la diabetes mellitus (DM) se ha posicionado como uno de
los principales problemas de salud a nivel mundial, ya que se estima que afecta a
422 millones de personas y sido la causa del deceso de 8.7 millones anualmente,
ademas de que cada afio se diagnostican alrededor de 17.5 millones de nuevos
casos (OMS, 2016). México es el segundo pais con mayor prevalencia de este
padecimiento, al afectar a cerca de 6.4 millones de mexicanos, en donde las mujeres
poseen la mayor tasa con 3.56 millones, en comparacion con los hombres con 2.84
millones (ENSANUT, 2012, ENSANUT MC, 2016, Rojas-Martinez y col. 2018;
Hernandez-Avila y col., 2013).

La DM es una agrupaciéon de alteraciones metabdlicas, que se caracteriza, en
un inicio, por un aumento en los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia)
ocasionado por una deficiencia en la biosintesis de insulina, asi como en su
respuesta hormonal. Posteriormente se desencadenan alteraciones del metabolismo
de acidos grasos y proteinas, causando complicaciones como la cetoacidosis, el
sindrome hiperosmolar no ceténico, infecciones, alteraciones cronicas e irreversibles
en el tejido nervioso (neuropatias), y en el tejido vascular (micro y macroangiopatias)
(American Diabetes Association, 2014; Meléndez y col., 2007). Aunado a esto
diversos estudios epidemiol6gicos han sefialado una asociacion directa entre el

padecimiento de DM con el aumento en la incidencia de diversos tipos de cancer.

La etiopatogenia de la DM es multifactorial; debido a que se involucran
cuestiones genéticas y ambientales, por lo que la Asociacidon Americana de Diabetes
y la Organizacion Mundial de la Salud entre | 1997 y 1998 establecieron una
clasificacion de esta enfermedad, considerando una fase prediabética y 4 grupos
clinicos: diabetes mellitus de tipo 1, diabetes mellitus de tipo 2, diabetes mellitus

gestacional y otros tipos especificos de diabetes (Fernandez y col., 2015).

La fase prediabética se define por un aumento en la frecuencia urinaria
(poliuria), en la ingesta de liquidos (polidipsia) y alimentos (polifagia), asi como la

pérdida de la fuerza muscular (astenia), fatiga y pérdida de peso, aunado a una
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recurrencia en el padecimiento de infecciones gastrointestinales y urinarias que se

relacionan con la descompensacion en el metabolismo de glucosa (Guillén, 2002).

1.1 Diabetes mellitus de tipo |

La diabetes mellitus de tipo 1 (DMT1) representa el 5-10% de todo los casos
de DM, es una enfermedad autoinmune que actda en contra de las células beta
pancreaticas generando un desorden metabdlico, no obstante se han reportado
casos en los cuales se desconoce su origen. Se presenta principalmente entre
edades de 5 a 15 afos, pero puede llegar a afectar a individuos de mayor edad, su
diagnostic6 toma en cuenta la presencia de hiperglucemia, polidipsia, polifagia y

poliuria (Gregory y col., 2013 y Atkinson, y col., 2014).

El caracter autoinmune de la DMT1, se debe a la destruccion de las células
beta pancreética por parte de los linfocitos B activados, estos no reconocen los
marcadores de antigenos leucocitarios (HLA) expuestos. Esto es ocasionado por
mutaciones puntuales en los genes DQ-A y DQ-B del complejo mayor de
histocompatibilidad de Tipo Il. Aunado esto se presenta la secrecion de anticuerpos;
como aquellos contra el islote beta (ICA), contra la insulina (IAA), contra la
descarboxilasa del 4cido glutamico (GADG65), y contra tirosina fosfatasa alfa (IA-2a) y
beta (IA-2 B). Estos anticuerpos participan en el reconocimiento y eliminacion de las
islotes beta pancreéticos y de las enzimas encargadas de la secrecion de la insulina,
lo que conduce a hiperglucemia (Salas y col., 2013; Cervantes-Villagrana y Presno-
Bernal,2013).

Por otro lado, se ha descrito otro un tipo de DMT1 de caracter no
inmunoldgico, denominada DMT1 Idiopatica. En donde el organismo presenta
episodios de insulinopenia y cetoacidosis espontaneos, sin deberse a un aspecto de
autoinmunidad, por lo que aun no se conocen las causas de esta enfermedad
(Conget, 2002). En ambos casos el principal tratamiento es la administracion
exdgena de andlogos de insulina (Al) para la normalizacion de los niveles de
glucosa, junto con agentes hipoglucemiantes, como coadyuvantes terapéuticos
(Silverstein y col., 2005). Sin embargo, estas terapias provocan complicaciones

como el aumento de peso, pérdida de la visibilidad, formacion de edemas transitorios
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y el desarrollo de ciertas neoplasias (Rodriguez, 2003). Esto ultimo de acuerdo a
estudios epidemioldgicos, que indican que los analogos de la insulina ejercen un
efecto carcinogénico, que depende de la dosis, la duracion del tratamiento y el tipo
de Al (Xukei y col., 2012; Suissa y col., 2011; Hemkens y col., 2009; Mayer, y col.,
2008).

1.2 Diabetes mellitus de tipo |l

La diabetes mellitus de tipo Il (DMT2) es el tipo con mayor incidencia, al
representar el 90-95% de todos los casos de diabetes. Es favorecida por la obesidad
0 sobrepeso en la poblacién infantil/juvenil y adulta, asociados con el cambio a un
estilo de vida sedentario, con una inadecuada alimentacién y poca actividad fisica
(Gil et al., 2013).

Se le define como un padecimiento crénico-degenerativo, donde el organismo
es incapaz de reducir los niveles de glucosa en el plasma, a causa de un déficit en
los procesos de sintesis, liberacién y accion periférica de la insulina. Durante el
desarrollo de la diabetes se presentan episodios de aumento en la secrecion de
insulina para compensar los cuadros hipoglucémicos presentes en el organismo.
Esto conlleva a la deficiencia y muerte de las células beta pancreaticas,
estableciendo asi los estados de hiperinsulinemia e hiperglucemia caracteristicos del
inicié de esta enfermedad (Mediavilla, 2002; Reyes y col., 2016, Salas y col., 2013 y
Velasco y Brena, 2014). En personas con obesidad o sobrepeso la DMT2, se
produce por un constante estrés inflamatorio por parte del tejido adiposo que
ocasiona una disminucion en la sintesis de insulina junto con un estado de
resistencia a la misma. El estrés inflamatorio se produce por la secrecion crénica y
disponibilidad de citocinas inflamatorias, capaces de activar las vias de sefializacion
de las cinasa amino terminal JUN (JNK), proteinas cinasas activadas por mitégeno
(MAPK) vy el factor nuclear Kappa B (NF-kB). Las cuales interfieren con la cascada
de sefalizacion de la insulina afectando el metabolismo y desencadenado la
hiperglucemia (Miranda-Gardufio y Reza-Albarran, 2007).

La hiperglucemia cronica favorece la activacion de la proteina cinasa C,

activacion de la via del sorbitol, la produccién de radicales libres y del depdsito de
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productos de glicacion avanzada. Todos ellos, agentes causantes del desarrollo de
complicaciones vasculares gue conducen a lesiones de la microvascularizacion de la
retina, asi como de la insuficiencia renal y enfermedades cardiovasculares como
ateroesclerosis acelerada, cardiopatia coronaria y la formacion de coagulos
sanguineos (trombosis) incrementando la predisposicion de un infarto. Por otro lado,
la hiperglucemia e hiperinsulinemia promueven la aparicion y progresion del cancer,
mediante la induccién de proliferacion y crecimiento celular, junto con la
modificacion del metabolismo de las células que permiten la alteracion de sus

comportamiento transformandolas a neoplasicas (Brownlee, 2001).

2. Cancer.

El cancer es una de las enfermedades con alta tasa de incidencia y
prevalencia, ademas de ser la segunda causa de muerte a nivel mundial en la Gltima
década. Se caracteriza por la transformacion de células normales a neoplasicas,
debido a la adquisicion secuencial de mutaciones gendmicas que modifican su
comportamiento, como es la desregularizacion de los procesos de proliferacion
celular, en los mecanismos de apoptosis y senescencia, ademas de la evasion de
los mecanismos regulatorios de proliferacion, lo que les permite replicarse de
manera ilimitada. Asi mismo ocurre un reprogramamiento metabdlico e induccién de
la generacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) en los tejidos aledarnios,
para facilitar la llegada de nutrientes. Finalmente se presenta una evasion del
sistema inmune junto con la activacién de la capacidad invasiva y metastasica
llevando a la muerte del organismo (Hanahan y Weinberg, 2011; Hanahan y
Wienberg, 2000; Hecker, 1976). El incremento de las células neoplasicas favorece la
presencia de una serie de alteraciones en el tejido, ya que el conjunto de células
modificadas inducen cambios en las células adyacentes, generando un
microambiente necesarios para la progresion y sobrevivencia del tumor (Kings &
Robins, 2006).

La clasificacion del cancer se basa de acuerdo al tejido u 6érgano en donde se
desarrolla el tumor. Al ser una enfermedad con una gran diversidad de tipos
tumorales, de acuerdo a la célula de origen se clasifican en carcinomas, leucemias

o linfomas, melanomas, neuronales, sarcomas y germinales (tabla 1) (Alegria-Loyola
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y col.,, 2017; Mercadillo y Moreno, 2013; Rodriguez y Godoy, 2008; Casariego y
Baudo, 2004).

Tabla 1. Clasificacién de los tumores acorde a los tejidos que las originan.
TIPO DE TUMOR CARACTERISTICAS

CARCINOMAS Proceden de los epitelios que tapizan la superficie corporal
(epidermis de la piel) y las cavidades y 6rganos .

LEUCEMIAS O | Proceden de los tejidos formadores de células sanguineas
LINFOMAS (médula 6sea o bazo), se caracterizan por la sobreproduccion
de células blancas inmaduras.

MELANOMAS Derivados de los melanocitos y las células névicas que se

presentan en cualquier regién corporal.

NEURONALES Proceden del sistema nervioso central.
SARCOMAS Procedentes del tejido conectivos (huesos, cartilago)
GERMINALES Derivados de las células germinales primordiales.

Nota: ¢ hay tumores de musculo esquelético?

Los carcinomas son el tipo de tumor mé&s comun actualmente debido a que su
desarrollo se debe a un gran nimero de factores de riesgo como la interaccion con
carcindgenos (agentes bioldgicos, fisicos o quimicos capaces de inducir cambios en
el genoma celular), la alimentacion, actividad fisica, el consumo de alcohol, tabaco y
otras sustancias que alteran los niveles metabdlicos y hormonales que favorecen la
evolucion a células neoplasicas. Los carcinomas se dividen en dos formas; los
carcinomas escamosos, que se caracterizan por tener un fenotipo similar a las
células epiteliales y no presentar un alto grado de agresividad y los
adenocarcinomas, los cuales se derivan de células glandulares y presentan un alto
grado de agresividad y un incremento en el niamero de receptores hormonales
(Idikio, 2011).

2.1 Cancer de mama.

El cancer de mama es el adenocarcinoma con mayor impacto en la poblacién
femenina, se estima que cada afio se diagnostican alrededor de 1.7 millones de
nuevos casos y es una de las principales causas de muerte en mujeres a nivel

mundial. Anteriormente se le consideraba como una enfermedad ocasionada por la
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menopausia debido a que se presentaba principalmente en mujeres entre los 40-50
afos; hoy en dia la edad de su diagnostico es cada vez menor a causa de la
interaccién de diversos factores de riesgo (McPherson, Steel y Dixon, 2000; Hulka y
Moorman, 2001). Entre los cuales se encuentran la edad y peso de cada individuo,
su historial clinico y familiar, la edad de su primera menstruacion (menarca), primer
embarazo, estilo de vida, alimentacion, y el consumo de tabaco, alcohol y otras
sustancias (Briton y Devesa, 1996).

El cancer de mama se define como la transformacion neoplasica de las
células glandulares (carcinoma tubular) o conductuales (carcinoma ductual) que
conforman el tejido mamario. Sin embargo se han identificado otros tipos, menos
comunes, como los filoides y los angiosarcomas, los cuales se han establecido como
tumores benignos (Biplob y col., 2018).Esta es una enfermedad heterogénea por lo
gue se ha optado por una clasificacién concisa para su diagndstico y tratamiento
basada en aspectos histolégicos y marcadores moleculares (Connolly y col., 2004;
Stingl y Caldas, 2007).

La identificacion de cada subtipo de cancer de mama considera cuestiones
histol6gicas del tumor como su origen, el aspecto de las células, el tamafio,
acomodo y crecimiento de estas, ademas de si se encuentra 0 no en proceso de
diseminacién, y de su propagacion en vasos linfaticos o en el sistema vascular. Lo
cual ha permitido la determinacion de dos grandes grupos histologicos los
carcinoma in situ (CSI) y los carcinomas invasivos o infiltrantes (IC) (Malhotra, y col.,
2010). Los CSI son el tipo mas comun y se presentan de dos formas. El primero es
el carcinoma lobular (LCSI), el cual se desarrolla en las células glandulares
productoras de leche; el segundo es el carcinoma ductal (DCSI) que se da en los
ductos transportadores de leche para su liberacion por el pezén. Los DCSI es el
grupo mas amplio por lo que se le ha subdividido en 5 tipos; comedo, cribiforme,
micropapilar, papilar y solido, de acuerdo a su crecimiento y forma celular (figura 1)
(Pathak y col., 2016).

Los IC representan las etapas histologicas mas avanzadas del cancer y con la
mayor diversidad de subtipos tumorales, entre los principales carcinomas

identificados se encuentran los ductales infiltrantes (IDC), infiltrantes tubulares,
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ductales/lobulares, invasivos lobulares, mucinosos o coloides y medulares. Los IDC
son el subtipo mas estudiado y constituyen el 70-80% de todas las lesiones
invasivas, por lo que de acuerdo al grado de diferenciacién del tumor que va en
funcién de los niveles del pleomorfismo nuclear, su origen glandular o tubular y del
indice de division mitdtica, se le subclasifica en: grado 1 (poco diferenciado), grado
2 (moderadamente diferenciado), y grado 3 (altamente diferenciado) (Lester y col.,
2009).

Figura 1. Clasificacién de los subtipos histolégicos del cancer de mama, se basa en la
identificacién clinica de la heterogeneidad que presentan en la forma de crecimiento y aspecto celular de

cada uno. Modificado de Malhotra y col., 2010.

Recientemente se ha establecido una clasificacion adicional para el
diagnéstico y determinacion del tratamiento para los subtipos intrinsecos del cancer
de mama de acuerdo a la expresidn genética de ciertos receptores. Lo que ha
permitido identificar 6 subtipos; luminal A, luminal B, de tipo basal, rico en Herz2,

bajos en claudinas y tipo normal (figura 2) (Perou y col., 2000).



e El luminal A es el subtipo con mayor persistencia y se define por presentar
una alta expresion de los receptores a estrégeno (ER) y progesterona (PR),
pero una baja expresion del receptor para el factor de crecimiento epidermal
humano (HER2/ERBB2), junto con una baja expresion de los receptores
asociados a los procesos de proliferacién, como los del factor Ki67. Ademas
se le ha asociado a un prondstico clinico favorable para supervivencia del
paciente y en la respuesta a la terapia hormonal.

e El luminal B es un subtipo de carcinoma que exhibe baja expresion de los
receptores ER y PR, y con una sobreexpresion de los receptores
HER2/ERBB2, asi como en los genes asociados a los procesos
proliferativos. Por lo que su prondstico es poco favorable en la sobrevivencia
del paciente, ademas de requerir terapias no hormonales.

e El subtipo basal corresponde a las segundas neoplasias mas frecuentes y se
caracterizan por no presentar ningun tipo de receptor hormonal, por lo que se
les ha denominado clinicamente como tumores triple negativos. Pero si
exhiben una sobreexpresion de citoqueratinas basales (CK5/6/14/17) y del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). De igual forma
presentan mutaciones en las regiones cromosOmicas codificantes para los
genes BRCA1l, TP53 y Rbl, encargados de la supresion del proceso
proliferativo, la regulacién del dafio al genoma y la induccion del proceso de
apoptosis. Ademas son las neoplasias mas agresivas y con peor prongstico
clinico

e El subtipo rico en HER2/ERBB2 se caracteriza por presentar altos niveles de
estos receptores HER2/ERBB2 y de GRB7, todos ellos encargados de la
induccion de los procesos proliferativos y de crecimiento celular. Son un
subtipo que presenta una variabilidad en su prondstico clinico.

e Los tumores bajos en claudinas y de tipo normal, ain se encuentran en
controversia, debido a su nula similitud con las lesiones anteriores y por
exhibir una gran semejanza genética con las células basales y adiposas del

tejido mamario.



Figura 2. Clasificacién de los subtipos moleculares del cancer de mama, se basa en los niveles de
expresion de ciertos RNA’s mensajeros para la sintesis de cada receptor. Modificado de Malhotra y col.,
2010.

2.2 Mecanismo de accion de los estrégenos.

Los estrogenos facilitan el desarrollo y progresion del cancer de mama;
debido a que activan diversos genes involucrados en la carcinogénesis. Se estima

que alrededor del 70% de los casos son positivos al receptor de estrégenos (ER).

Los ER pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares que sirve como
factores de transcripcion. Estos se expresan en dos isoformas; ERa y ERB, ambas
son codificadas por genes distintos, localizados en los cromosomas 6 y 14,
respectivamente, y presentan una homologia en su estructura molecular; ya que
ambos estan compuestos por seis dominios, los cuales son denominados con las
letras de la A a la F (figura 3) y se describen a continuacion (Curtis y Korach, 2002,
Garcia-Becerra y col., 2013).

e Dominio A/B o N-terminal: Contiene la regién de activacion de la
transcripcion genética 1 (AF1), junto con varios sitios de fosforilacion
gue son responsables de la actividad transcripcional en ausencia de su
ligando.

e Dominio C o de unién al DNA: Regidn compuesta por nueve residuos

de cisteina, donde ocho residuos se encuentran interaccionando con
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dos iones de Zn*?, los cuales forman dos estructuras de dedos de zinc,

que permiten la dimerizacion entre dos receptores activados y su
posterior unidn con la secuencia especifica de transcripcion del DNA,
es mediada por los aminoacidos presentes en estas estructuras y son
conocidas como cajas P (P-box).

Dominio D o bisagra: Ubicada entre los dominios C y E, que se
caracteriza por ser la zona de unién a la proteina chaperona de choque
térmico 90 (hsp90) y por contener la sefal de localizacion nuclear,
necesarios para la translocacion del receptor al interior del nucleo.
Dominio E o de unién al ligando: Regidén que contiene la segunda seial
para su localizacién nuclear, la funcibn de la activacion de la
transcripcion genética 2 (AF2). Es responsable de la activacion del
receptor al interactuar con su ligando, ademas de la zona de union al
ligando, que consta de una regién de doce hélices alfa y del sitio de
dimerizacion con otro receptor.

Domino F o C-terminal: Regidon de menor tamafo, encargada de la
modulaciéon de AF1l y AF2, sin embargo no es necesaria para la

activacion transcripcional.

Figura 3. Comparacion entre los receptores de estrdgenos. Ambos receptores presentan una

homologia cercana al 97%, variando en la composicion de aminoacidos que los componen. El

dominio A/B en el amino terminal (N) contiene el sitio AF1. El dominio C presenta el dominio de union

al DNA (DBD por sus siglas en inglés) y el sitio de dimerizacion. El dominio D contiene la sefial de

localizacion nuclear. El dominio E presenta el sitio de union al ligando, asi como del dominio AF2, la

segunda sefial de localizacién nuclear y otro sitio de dimerizacion. Modificado de Garcia-Becerra y
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Los ERa y ERB se encuentran en el tejido mamario, pero en distintas
concentraciones, siendo el ERa el mas abundante, y se encuentra altamente
relacionado con el inicio y avance del cancer de mama, ya que se encuentra
involucrado en la activacion de los procesos de proliferacion y supervivencia celular
a través de interaccion directa con el genoma o a través de la activacion de distintas

vias de sefializacién (Farooq, 2015).

La via canodnica es la ruta por la cual el receptor induce la transcripcion de
diversos genes, iniciando con la union de su ligando, el 17B-estradiol, en el citosol,
formando el complejo ligando-receptor (E2-ERa), el cual sufre cambios
conformacionales que le permite su disociacion con sus proteinas de unién, la
dimerizacion con otro receptor activado y su translocacion al interior del ndcleo, a
través de los poros nucleares (Fuentes y Silveyra, 2019; Osborney col., 2001). En el
nacleo, el complejo E2-ERa interacciona con el DNA por 2 formas; la primera es
mediante la union a la region de elementos de respuesta a estrogenos (ERE), a
través de la union de proteinas co-activadoras, como la proteina activadora 1 (AP-1),
la coenzima A o la proteina del factor de transcripcion Spl, para su fosforilacion. La
segunda forma es por medio de la activacion del receptor independientemente de su
ligando, y es de las vias de sefalizacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
y del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1), lo cuales permiten la
fosforilacion del receptor y su dimerizacién, ocasionando su movilizacion al ndcleo
iniciando la transcripcion celular (fig. 4) (Hosford y Miller, 2014; Ignar y col., 1992;
Stoica y col., 2000).
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Figura 4. Activacion transcripcional por ERa. La union del estrégeno (E2) con su receptor permite
su translocacion al interior del ndcleo por el poro DLC1, en el nlcleo este complejo interacciona con la
coenzima A (CoA) o con la proteina AP-1 que facilita la unién con el DNA y su transcripcion. Existen otras
formas de activacion del ERa las cuales son mediante el receptor del factor similar a la insulina (IGFR) por
la via del PI3K o por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) por medio de la via MAPK, lo
que ocasiona la fosforilacion del receptor permitiéndole interactuar con la CoA y AP-1 para su unién al
DNA. Modificado de Hosford y Miller, 2014.

2.3 Tratamiento del cancer de mama

La gran heterogeneidad de esta enfermedad ha llevado al establecimiento de
diversos tratamientos que se dividen en dos grupos; los locales y los sistémicos. Los
primeros se basan en la eliminacion por métodos quirdrgicos o de radiacién sin
dafar el tejido circundante. Mientras que los tratamientos sistémicos se basan en la
administracion de farmacos para la eliminacion de las células cancerigenas, su
administracion es por via oral o a través del torrente sanguineo, entre los cuales se
encuentran las quimioterapias, inmunoterapias, terapias dirigidas y terapias

hormonales (American Cancer Society; Faksheena, Razvi & M. Ali, 2017).

EL aumento de los niveles de los estrogenos y progesteronas son dos de los
principales factores involucrados en el desarrollo y progreso del cancer de mama,
por lo que su principal tratamiento se basa en la inactivacion de los mecanismos de
accion de estas hormonas, mediante la incorporacion de moléculas que compiten
por la union de sus receptores, inhibiendo asi las vias de sefializacion inductoras del
crecimiento tumoral mediante los procesos de proliferacion, crecimiento y migracion
celular (Maffuz-Aziz y col., 2015; Pérez-Rodriguez 2017; Osborne, 2014).

Existen diversos tipos de terapias hormonales contra el cancer de mama
como el bloqueo de la funcién ovarica, inhibidores de la produccion de estrégenos y
el blogueo de los efectos del estrogeno (Caicedo y col., 2007; Chia y col., 2010;
Hinojosa, y col., 2010; Abraham & Staffurth, 2015).

1. Blogueo de la funcién ovarica: Es un tipo de terapia hormonal,

denominada ablacion ovarica, la cual se realiza a través de un proceso

quirargico, en donde se extraen los ovarios, 0 por medio del consumo
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de farmacos, denominados agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), que promueven la liberacion de GnRH,
disminuyendo la sintesis y liberacion de las hormonas encargadas de
promover la produccién de estrogenos.

Inhibidores de la produccidon de estrégeno: Son farmacos utilizados

para la inhibicion de la actividad de la aromatasa, la cual se ubica
principalmente en los ovarios y es la responsable de la produccién de
estrogenos. Se conocen dos tipos de mecanismos de accion de los
inhibidores de aromatasa. El primero se establece por la competicion
por la unién al sitio catalitico de la enzima con su sustrato natural, lo
que ocasiona la formacion de enlaces covalentes que permiten la
inactivacion irreversible de la enzima. El segundo se basa, de igual
forma, en la competicién por el sitio de union al sustrato, pero esta
union es momentanea y la inhibicion de la actividad enzimética
depende de la concentracion de los inhibidores. Este tratamiento se
emplea principalmente en mujeres posmenopausicas.

Blogueo de los efectos de estrogenos: Consiste en la interferencia en

la unién de los estrégenos con sus receptores lo que se realiza
principalmente por los farmacos denominados moduladores selectivos
de receptores de estrégenos (SERM), estos se comportan tanto como
competidores de los sitios de union (antagonistas) a estrégenos en
ciertos tejidos o como impulsores de los efectos (agonistas) de los
estrogenos en diversos tejidos. Este es el principal tratamiento contra

el cancer de mama positivo a receptores hormonales.

2.3 Tamoxifeno

El tamoxifeno es el principal prototipo de los SERM. Es un medicamento

reconocido desde 1977 por la Administracion de Drogas y Alimentos en Estados

Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) para el tratamiento del cancer de mama en

mujeres posmenopausicas, sin embargo actualmente su prescripcidon es como

tratamiento coadyuvante para todos los subtipos de cancer de mama positivos a

receptores de estrogenos (Teran & Teppa, 2005).
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El tamoxifeno es un profarmaco no esteroide derivado del trifeniletileno, el
cual actia como un agente agonista, en el Utero, pero actia como un antagonistas
estrogénico en el tejido mamario. Su mecanismo de accion se basa en la
competencia con los estrOgenos por sus receptores, presentando los estrégenos una
afinidad de 100 a 1000 veces mayor por sus receptores que el tamoxifeno (Sonsoles
et al, 2010).

Se le denomina como profarmaco debido a que su accion depende de su
metabolismo a N-desmetiltamoxifeno (endoxifen), trans-4-hidroxitamoxifeno
(afimoxifen) y 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno. El metabolismo del tamoxifeno ocurre
en el higado por las isoformas del citocromo P450-CYP26 y CYP3A4 (figura 5). El
trans-4-hidroxitamoxifeno presenta el mayor efecto antiestrogénico debido a que sus
grupos hidroxilos facilitan la interaccion con el ERa de las células del tejido mamario
(Higgins et al. 2009; Rozembaum, 2008). El trans-4-hidroxitamoxifeno forma un
complejo con el Era, el que permite el reclutamiento de diversas proteinas co-
represoras como el receptor nuclear NcoR/SMTR vy la proteina PAX2 facilitando asi
su uniébn al DNA e inhibiendo la expresion de genes involucrados en la
carcinogénesis (figura 6) (Ali et al. 2016).
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Figura 5. Metabolismo del tamoxifeno. El Citocromo P450 (CYP) 3A4/5 es responsable de la
formacién de N-desmethyl-tamoxifen. La transformacién de tamoxifeno a trans-4-hidrotamoxifeno y N-
desmetiltamoxifeno a 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno es a través del CYP2D6. Otras isoformas de CYP
como CYP286, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A y CYP2C9 han sido caracterizadas in vitro. Modificado de
Higgins et al. 2009.
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Figura 6. Mecanismo de accién del tamoxifeno (Tam). La unién del estrégeno (E2) con su receptor
(ER) permite la activacion y translocacion del complejos E-R al nacleo en donde interacciona con distintas
proteinas que permiten la transcripcion de los genes involucrados en el crecimiento y supervivencia del
tumor. El tamoxifeno compite con el E2 por la unién con el receptor ER, inhibiendo asi la expresién de

genes carcinogénicos.

Algunos pacientes presentan resistencia al tamoxifeno, ocasionada por
factores intrinsecos del tumor, como son la expresidon de RNAs no codificantes, la
proporcién y funcionalidad del ERa, asi como cambios en la expresion de diversos
genes involucrados en la proliferacion, crecimiento e invasividad del tumor, por lo
que en distintas ocasiones se requiere un tratamiento complementario, que afecte a
estos mecanismos y contribuyan a la erradicacion del tumor. (Garcia-Becerra y col.,
2013; Hosford y Miller, 2014).

3. Relacién diabetes y cancer.

La DM favorece al desarrollo de cancer de mama, de acuerdo con un meta-
analisis los pacientes con DM tienen 20% mas probabilidad de desarrollar de
neoplasias de mama que los individuos euglucémicos, junto con mayor mortandad

por esta enfermedad (Larsson y col., 2007).

Sin embargo, no se sabe las relaciones que existen entre ambas patologias,
lo que ha llevado al estudio de todos los factores biolégicos involucrados en la DM,;
como obesidad, persistencia de un estado inflamatorio, incremento en la
concentracion de colesterol en el plasma (dislipidemia), hiperglucemia,
hiperinsulinemia, alteraciones de los niveles hormonales y de adipocinas. Esto con el
fin de poder determinar el papel de cada uno en el desarrollo y progresion del cancer
de mama (Gallagher y LeRoith, 2009; Duarte y col., 2016; Gristina y col., 2014). Se
ha destacado que las condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia son los

principales factores de riesgo en el desarrollo de tumores.

3.1 Hiperinsulinemia.

La hiperinsulinemia es un estado fisiopatologico inicial de la DM, que se

caracteriza por un aumento en la produccion y secrecion de insulina, asi como un
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estado de resistencia a sus efectos, o que desencadena un sinfin de alteraciones en
el metabdlismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Donde su actividad biolégica
depende de su interaccion con su receptor (IR). El IR pertenecen a la superfamilia de
tirosincinasas, que se caracterizan por sufrir cambios conformacionales que permiten
la fosforilacion de residuos de tirosina (Tir) (Vigneri y col., 2016; Mendivil y Sierra,
2005; Boucher y col., 2014).

La interaccion de la insulina con alguno de sus receptores, IRa o IR,
promueve la activacion de dos vias de sefializacion. El IRB se expresa en células
musculares, adiposas y hepaticas, y es necesario para la regulacién del metabolismo
de carbohidratos y lipidos. La interaccibn de la insulina con este receptor
desencadena la activacion de la via del fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/proteina
cinasa B (Akt) y de la via de las proteinas adaptadoras APS y CAP, que permiten la
translocacion del transportador GLUT-4 a la membrana plasmatica incrementando la
captacion de glucosa (figura 7) (Gutiérrez-Rodelo, y col., 2017; Vigneri y col., 2016;
Olivares y Arellano, 2008).

El IRa se expresa en la placenta, tejidos embrionarios y fetales, ademas de
células tumorales, puesto que es necesario para la estimulacibn de genes
involucrados en proliferacion y supervivencia, mediante la via de las proteinas
cinasas activadas por mitogenos (MAPK’s). Esta ruta es estimulada tras el
acoplamiento de la insulina con el IRa, provocando cambios conformacionales
dentro del receptor que autofosforila su porcién intracelular, lo que permite la
asociacion del sustrato del receptor de insulina y de la proteina adaptadora SHC1,
uniéndose el complejo proteico Grb2/SOS, en donde SOS favorece el intercambio de
nucledtidos a guanina capaz de activar a la proteina Ras. Esta ultima enciende a la
molécula Raf-1 y desencadena la cascada de las MAPK, que tienen como blanco
factores transcripcionales, como la proteina de tipo Elk-1, encargada de la expresion
de genes involucrados en proliferacion, crecimiento, migracion e invasividad tumoral
(figura 7) (Vella y col.,, 2018; Vigneri, Goldfine y Frittitta, 2016; Belfiore y
Malaguarnera, 2011; Bastarrachea y col. 2005).

En los carcinomas ductuales in situ, positivos a receptores de estrogenos se

ha observado una sobreexpresion del IRa; sin embargo no se conoce la causa de su
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predominancia en éstos tumores, pero se le ha atribuido a la presencia de la
proteina HMGA-1, un factor transcripcional que regula a la baja la expresion e
inactivacién del gen p53, lo cual permite la exposicién del promotor de IR e IGFR
promoviendo su transcripcion (Aiello y col., 2010; Chiefariet y col., 2013; Fusco y
Fedele, 2007)

Figura 6. Vias de sefializacion activadas por insulina. La unién del ligando al IR estimula la via de
la PIK/Akt, PI3K/PKC y por el complejo ASP/CAP, para la translocacion del GLUT4 a la membrana. La
unién de la insulina con el IRa estimula la activacion de la via MAPK's y esta lleva a la transcripcion de
proteinas involucradas en proliferacion, ciclo celular, invasividad y metastasis tumoral. Modifica de Belfiore

y Malaguarnera, 2011.

Las altas concentraciones de insulina permiten su interaccion con el receptor
del factor similar a la insulina (IGFR), estimulando las vias de sefalizacion de
PI3K/Akt/la molécula diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR), lo que
promueve la transcripcion de genes involucrados en la carcinogénesis, junto con la
inhibicion de la sefalizacion del oncogén de B-catenina y de las MAPK que
estimulan a los factores de transcripcionales Snail y Slug, responsables de la

induccion de genes involucrados en la proliferacién, ciclo celular y migracion, asi
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como en la sintesis de proteinas antiapoptéticas (Mercadillo y Moreno, 2015;
Giovannucci y col., 2010; Xu y col., 2014; Pollak y col., 2004).

Por otro lado, la constante secrecion de insulina por el pancreas disminuye la
sintesis de la proteina de unién a IGF-1 (IGFBP-1), lo que incrementa la
biodisponibilidad de este factor en plasma (Frystyk y col.,, 1999). Las altas
concentraciones de IGF permiten la activacion de sus receptores, desencadenando
las vias de sefializacion previamente descritas involucradas en el inicio, desarrollo y
crecimiento de los tumores mamarios (Wolf y col., 2005). Estudios de caracterizacion
de los receptores presentes en los carcinomas mamarios han destacado la
presencia de hibridos de IR y IGFR, ya que presentan un 50% de homologia entre

si, incrementando asi el proceso de carcinogénesis (Sun y Kashyap, 2011).

Adicionalmente a estas alteraciones, se presenta una disminucién en la
produccion y liberacion de las globulinas de unién a las hormonas sexuales (SHBG),
aumentando los niveles libres y bioactivos de estrégenos, con la activacion de las
vias de sefalizacion involucradas en procesos de division celular, anti-apoptéticos,
mutagénicos y metastasis. Aunado a lo anterior, hay una interconexién entre las
cascadas de sefializaciéon de IGFR y ERa, que son causantes de la resistencia a
terapias hormonales usadas para el tratamiento de cancer de seno (Osborne y
Schiff, 2011; Osborne y col., 2005; Giuliano, Trivedi y Schiff, 2013).

3.2 Hiperglucemia.

La hiperglucemia es otro factor causante del desarrollo de neoplasias en el
tejido mamario; ya que promueve la tumorigénesis, proliferacion celular, metastasis e
inhibicién de la apoptosis. El desencadenamiento de la transformacion de las células
tumorales por las altas concentraciones de glucosa es a través de efectos indirectos;
el incremento en los niveles de la insulina y del IGF permite el aumento de la sintesis
de las citocinas inflamatorias, como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), la generacién de especies reactivas de oxigenos (ROS), la
glicacion de moléculas y modificaciones epigéneticas (figura 7) (Mathews y col.,
2018).
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La persistencia de las altas concentraciones de glucosa conlleva a la
produccion de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFa en las células adiposas, es
por la expresién de oncogenes reguladores del ciclo celular, proliferacion tumoral,
inhibicion de la apoptosis e induccién de la transicion epitelio mesénquima (TEM) en

las células tumorales (Pothiwala y col., 2009).

Figura 7. Mecanismos de carcinogénesis activados por las altas concentraciones de glucosa. Las
flechas rojas indican el incremento de la activacion o inactivacién de cada molécula. Los mecanismos de
migracion, invasion, proliferacién, resistencia y anti-apoptdticos son mediados por las vias factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), especies reactivas de oxigeno (ROS), Akt/mTor, mutante de p53 y
MAPK, Modificado de Liy col., 2019.

La hiperglucemia facilita la activacion de diversas rutas bioquimicas como la
de PKC, hexosaminas, polioles y la glicacion de diversas moléculas, conduciendo a
la produccion de lesiones intracelulares. En la mitocondria, lo anterior, conlleva a la
generacion de ROS, como el radical superéxido, el radical hidroxilo, y el perdxido de
hidrogeno, promotores del dafio al genoma, mediante la activacion del factor nuclear
kappa B (NF-kB), el factor inducible de hipoxia alfa (HIFla), el transductor de sefal y
activador de la transcripcion 3 (STAT 3) y MAPK, que activan la expresion de genes

de crecimiento, proliferacion, migracion e inhibicion de apoptosis (Duan y col., 2014),
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Adicionalmente, las células tumorales presentan una reprogramacion
metabdlica, denominado efecto de Warburg. En donde las células tumorales
presentan un consumo incontrolado de glucosa, que es metabolizada en lactato,
bajo condiciones aerdbicas. Este efecto desencadena la activacion de los
mecanismos de proliferacion, invasion, migracion, inhibicibn de la apoptosis y

quimioresistencia (Li y col., 2019; Warburg, 1965).

Aunado a lo anterior, la hiperglucemia favorece la sintesis y disponibilidad de
diversos factores de crecimiento como el EGF, el TGF-B e IGF-1, permitiendo la
activacion de la PKC y los receptores activados por la proliferaciéon de peroxisomas
(PPAR) de las isoformas alfa y gamma, involucradas en el crecimiento tumoral en
células de mama. Ademas activan a las proteina cinasas dependientes de ciclinas
de tipo 2, la ciclina A, la ciclina E, al factor de crecimiento E2F que regulan el ciclo
celular en las células tumorales, de igual forma se inducen a las metaloproteinas
(MMPs) 2y 9 encargadas de los procesos de migracion y metastasis tumoral (Li y
col., 2019; Ryu y col., 2014).

4. Modificaciones epigéneticas.

Las modificaciones epigenética se define como cambios heredables en la
estructura y expresion genética derivada de alteraciones en la estructura de la
cromatina, del DNA o por sintesis de diversas moléculas no codificantes,
desencadenando una transformacioén del fenotipo celular (Garcia Robles y col.,
2012).

Estudios in vitro han reportado que las altas concentraciones de glucosa
inducen modificaciones epigéneticas dentro de las células tumorales. Algunas de
ellas, son: metilacion del DNA, modificaciones del nucleosoma (metilaciones y
acetilaciones de histonas), y la sintesis de RNA’s no codificantes. Las cuales son
conservadas pese a una normalizacion de las concentraciones de glucosa, por lo

que se le ha denominado como memoria hiperglucémica (Lee y col., 2016).
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Las modificaciones en la expresion genética mediada por la adicion de un
grupo acetil o metil a las histonas, conlleva cambios en las interacciones del
nucleosoma con el DNA, que facilitan o inhiben la transcripcion de genes (Wellen y
Thompson, 2012; Seligson y col., 2005; Pogribny y col., 2007; Hitchler y Domann,
2009; Tornaletti y Pfeifer, 1995).

Mientras los RNA"s no codificantes (ncRNA) son moléculas reguladoras de la
expresion genética y se clasifican en dos grandes categorias; los RNAs pequefios y
los RNAs largos. Los RNA"s pequefios agrupa a un gran numero de moléculas no
codificantes, como los micro RNA's (microRNA’s), pequefios RNA nucleolares
(snoRNA’s) y los pequefios RNA’s de interferencia (SiRNA’s), las cuales regulan los

procesos de transcripcion, maduracion y transcripcion de los RNA"s codificantes.

Por otro lado los ncRNA’s de cadena larga (IncRNA’s) son un grupo
heterogéneo de moléculas con una longitud de méas de 200 pares de bases, que
pueden o no, presentar una cola poli-A, junto con una caperuza en su extremo 5’,
similar a los RNA’s mensajeros, y se encargan de regular los procesos de
transcripcion y traduccion. Existe una gran variedad de IncRNA’s, por lo que se ha
establecido una nomenclatura basada en la ubicacion y composicién de la region
codificante, que puede ser de sobrelapamiento, bidireccional o divergente, intronica,
intergenética y de sentido o antisentido, de igual forma toma en cuenta el
mecanismo de accion que tienen, como son los de andamiaje, de regulacion
epigenética, de promotores y de sefiuelos (tabla 2). Sin embargo ¢,no se conoce? la
funcién de los ncRNA en el desarrollo y progresion del cancer, ni de los cambios que
sufren estas moléculas bajo ciertas condiciones (Spurlock y col., 2016; Dahariya y
col., 2019).
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Tabla 2. Mecanismo de accion de los RNAs largos no codificantes

TIPO MECANISMO DE ACCION.

ANDAMIO Modificaciones de cromatina y epigenéticas a traves del
reclutamiento de moléculas remodeladoras de cromatina.

SENAL Activacion de la transcripcion y translocacion de microRNA
encargados de la activacion, modulacion de la expresion genetica.

GUIA Procesamiento de los precursores de microRNA"s y otras moléculas
pequefias de RNA, a través de corte/empalme, edicion, rotacion y
arresto de estas moléculas.

SENUELO Inhibicién de la transcripcion y degradacion de RNA mensajeros, de

la interaccion entre RNA-RNA, e inhibicion para su transcripcion y

translocacion de microRNA’s
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Antecedentes.

En el aflo 2001 Bartucci y colaboradores estudiaron la sefalizacion y funcion
diferencial del IGF-IR en las células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, en
donde MCF-7 presentan una mayor sensibilidad a los efectos de IGF in vitro, el cual
activa a las moléculas PI3K, AKT, y MAPKS (ERK 1/2 y p38), involucradas en la
proliferacion, migracion e invasividad, mientras que las células MDA-MB-231 no
presentan una respuesta a esta hormona. Por otra parte Massur y colaboradores
reportaron que altas concentraciones de glucosa e insulina modifican los niveles de
expresion transcripcionales y proteicos involucrados en la migracion, adhesion y
proliferacion en distintas lineas tumorales. Ellos identificaron como responsables a
las ciclinas Al y E, a la proteina E2F, a la proteina cinasa C alfa (PKCa) y a la
cadherina VE, como reguladoras de la transicion del ciclo celular, de los procesos
proliferacion y de migracion y metastasis tumoral. Por otro lado, las altas
concentraciones de glucosa e insulina incrementan la formacion de ROS en las
celulas MCF-7. La formacién de ROS permite la induccién de los procesos de
migracion e invasion tumoral, a través de la transicion epitelio mesenquima (TEM)
que requiere la expresion y activacion del activador de plasminogeno de tipo
uroquinasa (UPA), de su receptor (UPAR) y del inhibidor del activador del
plasminogeno 1 (PAI-1) (Flores-Lopez vy col., 2016; Viedma-Rodriguez y col., 2017).
Todos estos mecanismos han favorecido cambios asociados con el proceso de
regulacion epigenética, sin embargo no se conocen todos los cambios epigenéticos

involucrados en el desarrollo de cancer de mama.

Finalmente en 2018 Li y colaboradores estudiaron la sobre expresién del
microRNA-301a (mir301a) en el carcinoma prostatico positivo a receptores de
androgenos bajo un ambiente de alta glucosa. El cual favorece la proliferacion
tumoral, a través de la inhibicion de la expresion de genes p21 y smad4,
encargados del arresto en la fase G1 del ciclo celular, ademas de permitir un estado
de resistencia a los tratamientos convencionales contra el cancer de prostata
(positivos a receptores androgénicos) en comparacion con los tumores que no

expresan estos receptores.
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Justificacion

El cancer de mama es la principal afeccion de mujeres y la cuarta causa de
muerte en mujeres a nivel mundial (OMS, 2016). Se estima que cada afo se
diagnostican un millbn de nuevos casos y se pronostica que estas cifras se
dupliguen en los siguientes afios. En México el cancer de mama se ha incrementado
gradualmente en las ultimas dos décadas, pasando de 10.76 casos por 100,000
mujeres a 26.1 por cada 100,000 mujeres, siendo actualmente un problema de
salud publica (Cardenas-Sanchez, 2019). Aunado a esto en los Ultimos afios
diversos estudios epidemioldgicos han reportado que pacientes con diabetes mellitus
tienen una mayor predisposicion al desarrollo de cancer de mama, sin embargo
existen diversas interrogantes en la relacion entre ambas enfermedades, por ello es
necesario su estudio. El propdsito del presente trabajo es la determinacién de los
cambios en el transcriptoma que se encuentran involucrados en la progresion del
cancer, dentro de la linea celular MCF-7 en un microambiente de hiperglucemia e
hiperinsulinemia, asi como en la determinacién de biomarcadores predictivos de un

estado de resistencia a los tratamientos del cancer de mama.
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Hipotesis.

Un estado de hiperinsulinemia conlleva a modificaciones en el transcriptoma
celular, que favorecen el desarrollo de cancer de mama4, a través de la regulacion

de los procesos de proliferacion, invasion/migracion, metastasis y resistencia a

farmacos.
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Objetivos.

Objetivo general.

Determinar la accién de la insulina en el transcriptoma de las MCF-7 en un

microambiente de hiperglucemia.

Objetivos particulares.

Establecer los cambios en la expresion de los RNA"s codificantes inducidos
por insulina.

Establecer los cambios en la expresion de los RNA’s no codificantes
inducidas por insulina en un microambiente de hiperglucémico.

Establecer la respuesta al tamoxifeno inducidos por insulina en un

microambiente hiperglucémico.
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Metodoloqgia.

Cultivo de células MCF-7.

La linea celular MCF-7 (procedente de ATCC: The Global Bioresuorce Center
se propagd en frascos de cultivo celular de 75 cm? (Corning, lowa, EEUUA), con 10
ml de medio de cultivo DMEM/F12 (Biowest), suplementado con 1% de antibioticos
(100 pg/ml de ampicilina y 100 pg/ml estreptomicina), el cultivo fue incubado a 37 °C
en una atmosfera humeda de 5 % de CO:z (Cadmara de CO2 NAPCO 6500) hasta
observar un 80% de confluencia. Posteriormente se procedio a cultivar las células en
cajas Petri de 100x20mm (Corning, lowa, EEUUA) bajo las dos condiciones de
estudio; la primera de alta glucosa (HG), donde el medio DMEM fue suplementado
con 30 mM de dextrosa. La segunda es de alta glucosa con insulina (HG/I), el medio
DMEM es suplementado con 30 mM dextrosa y con 80 nM de insulina. Los cultivos
fueron incubados a 37 °C por 48 horas. Las células se recolectaron por tripsina

cuando se observo un 80% de confluencia.

Aislamiento de RNA de la linea MCF-7 expuestas a HG y HG/I.

Se realizé la extraccion del RNA mediante la técnica de tiocianato de guanidina-
fenol-cloroformo (Chomczynski, 1993), utilizando el reactivo de Trizol (Ambion,
EUA).

A los cultivos celulares se les retird el medio DMEM-F-12 y se agregé 1 ml de
reactivo de Trizol, para la homogeneizacién. El homogenado se transfirié a un tubo
de Eppendorf (Corning, EUA) de 1,5 ml y se la adicion6 200 pl de cloroformo y se
centrifugd a 8,000 r.p.m. durante 10 minutos, obteniéndose dos fases. La fase
superior fue separada a un nuevo tubo para la precipitacion total del RNA, por la
adicion de 500 pl de isopropanol y centrifugacion a 10,000 r.p.m. durante 10
minutos. Posteriormente se le agregdé a la pastilla 1 ml de etanol al 75%, para
después centrifugar la muestra durante 10 minutos a 13,500 r.p.m y la pastilla fue
resuspendida en 40 uyl agua con dietilpirocarbonato (DEPC) para su
almacenamiento en tubos de Eppendorf estériles a -70 °C. Finalmente se evaluo la
calidad y cantidad del RNA aislado (de acuerdo a la relacion A260/280). Para ello se
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utilizé el equipo NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). De
igual forma se evalud la integridad del RNA total aislado mediante el método de
electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Microarreglo de cDNA.

El andlisis de los cambios en la expresion del transcriptoma de la linea MCF-7
expuesta a las condiciones anteriormente descritas, se realizd0 mediante el
microarreglo GeneChip (transcriptoma humano) HTA 2.0 array afimetrix (Thermo
Scientific, EEUUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este disefio de matriz
ofrece el andlisis de expresion a nivel de gen al proporcionar la cobertura y la
precision necesarias para detectar los cambios en la abundancia relativa de todas
las isoformas de transcripcién conocidas producidas por un gen, ademas contiene
>6,0 millones de sondas, distribuidas en 10 matrices, que cubren transcripciones
codificantes y no codificantes obtenidas de las bases de datos RefSeq, Vertebrate
Genome Annotation (Vega) database, Ensembl, MGC Mammalian Gene Collection
(v10), UCSC Known Genes, www.noncode.org, UCSC lincRNA transcripts, INCRNA
db y Broad Institute, Human Body Map lincRNAs, and TUCP (transcripts of uncertain
coding potential) catalogo. Esta metodologia se realizé en el Centro Médico Nacional
Siglo XXI del IMSS, en el area de Genética Humana, con el apoyo de la Dra. Ruth
Ruiz Esparza Garrido.

El analisis de los cambios en los niveles de expresion obtenidos del
microarreglo se realizé6 mediante el software Transcriptome Analysis Console (TAC)
Software version 4.0.2 (ThermoFischer Scientific), el cual realiza evaluaciones
estadisticas de los cambios en la expresion, genera listas de los diferentes
transcritos que hibridaron con las sondas presentes en el microarreglo de acuerdo a
los cambios en los niveles de expresion, muestra los diversos eventos de corte y
empalme de cada transcrito y genera un mapa de calor de todos los transcritos
identificados.

Determinacién de la concentracion letal media (CL50) de tamoxifeno.

Se cultivaron en placas de 96 pozos (Corning™ Costar, EUA) 6,000 células por
pozo, en 100 uyl de medio DMEM/F12, durante 24 horas para su confluencia.
Posteriormente se retiré el medio cultivo y se le adicion6 medio HG (glucosa 30 mM,
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10% de suero fetal bovino y 1% de antibioticos) con tratamiento con tamoxifeno (10,
20, 30, 40, 50, y 60 uM), y se incubaron durante 48 horas. A continuacion se
determind la cantidad de células por medio de la incorporacion del colorante cristal
violeta (Kueng y col., 1989). Para ello, se retir6 por completo el medio de cada pozo
y se les afiadieron 50 ul de cristal violeta al 0.5% durante 20 minutos, después se
retird el colorante y se dejo secar al aire, para finalmente adicionarles 200 ul de
metanol y leer en un lector de placas para Elisa IMARK Microplate Reader (BioRad,
Berkley, California, EEUUA) a 595 nm.

Efecto de la insulina sobre la toxicidad del tamoxifeno en las células MCF-7.

El estudio del papel de la insulina sobre el efecto citotdxico de la dosis de 32.5
MM de tamoxifeno en las células MCF-7 en un microambiente de hiperglucémico, se
realizé con base en el procedimiento de propagacion, cultivo; adicionando 100 pl de
los tratamientos descritos en la tabla 3 y la determinacion de la cantidad celular por
cristal violeta descrito en el apartado anterior.

Tabla 3. Descripcién de los tratamientos utilizados.

Tratamiento Contenido

Normo glucosa NG Medio DMEM

Alta Glucosa HG Medio DMEM 30 mM de dextrosa

Normo glucosa con insulina NG + | Medio DMEM 5 mM de dextrosa con 80
nM de insulina

Alta glucosa con insulina HG + 1 Medio DMEM 30 mM de dextrosa y 80
nM de insulina

Normo glucosa con insulinay NG + | + TAM Medio DMEM 5 mM de dextrosa con 80

tamoxifeno

nM de insulina y 32.5 yM de tamoxifeno
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Alta glucosa con insulina y HG + 1+ TAM Medio DMEM 30 mM de dextrosa, 80 nM

tamoxifeno de insulina y 32.5 yM de tamoxifeno

Efecto de la insulina sobre la viabilidad de las células MCF-7 en un microambiente

de hiperglucémico.

La accion de la insulina sobre la viabilidad las células MCF-7 fue por medio

del ensayo de exclusion de azul Tripano (Sigma, EUA) al 0.4%.

Se sembraron en placas de 24 pozos 100,000 células MCF-7 en cada pozo,
bajo las condiciones de propagacion y cultivo descritos con anterioridad,
posteriormente se le afladié 100 pl de cada tratamiento descrito en la tabla 3. A
continuacion se retiraron los medios y se recuperaron las células, se centrifugo a
5,000 r.p.m. durante 5 minutos en la centrifuga DM04125 (Science MED, Finland
Technology, Lakeway Texas, EEUUA) y se resuspendieron en un mililitro de medio
de alta glucosa. Después se tomaron 50 pl de cada suspension y se colocaron en
tubos Eppendorf de 1 ml, a los cuales se les afiadieron 50 pl de azul Tripano al 0.4
%, estableciendo asi una proporcion 1:1. Finalmente se tomé 10 pl de cada muestra
y fue colocado en un hemocitometro de Neubauer para el conteo de células vivas y

muertas determinando asi el porcentaje de viabilidad celular.

Anédlisis estadistico.

Se utilizé un andlisis de ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey en el

programa GraphPad Prism v. 8.0.2.
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Resultados.

Aislamiento del RNA

Con la finalidad de determinar los cambios en la expresion de las células
MCF-7 se procedio a la extraccion del RNA, evaluando su rendimiento e integridad.
La condicion de alta glucosa present6 un valor de 1.80, para la relacién 260/280, con
una concentracion de 2963.2 ng/l (figuras 8), por otro lado el tratamiento de alta
glucosa con insulina la relacién de 260/280 fue de 1.95, con una concentracion de
2130.8 (figuras 9). Posteriormente se evalud la integridad a través de un gel de
agarosa al 2% vy electroforesis, identificando las subunidades ribosomales, 18's y
28’s en las condiciones de HG y HG + | observandose una nula degradacion del
RNA.

Figura 8. Evaluacion del RNA extraido de la linea celular MCF-7 expuesta a hiperglucemia. La
presencia de los dos picos de absorbancia, donde la primera corresponde a la longitud de 230 nm;
absorbancia de reaccion de los disolventes organicos utilizados durante el procedimiento de extraccion,

mientras el segundo pico es a 260 nm indicador de la presencia de las bases nitrogenadas del RNA.
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Figura 9. Considere lo sefialado en la figura 8.

Determinacién de los cambios transcripcionales por microarreglo

De un total de 67,528 transcritos evaluados, 1,942 presentaron una tasa de
cambio = que 2 entre ambos tratamientos. Las insulina indujo la sobre expresion de
1,012 y una baja expresion de 930 transcritos. De los 1,012 transcritos regulados a
la alta, se encontr6 que el 16% corresponde a no codificantes y el 84% son
codificantes (figura 10).

34



Figura 10. Cambios en la expresion del transcriptoma inducidos por la insulina en las células MCF-
7. De los 1,012 transcritos sobreexpresados 850 son codificantes, representando el 84% y 162 no lo son,
siendo el 16%. Por otro lado de los 930 transcritos subexpresados 716 son codificantes, siendo el 77% y
214 no, representando el 23%.

El entendimiento de las relaciones existentes entre los cambios de la
expresion genética de ambas condiciones se realizO0 a través del agrupamiento
jerarquico o un mapa de calor (figura 11), en donde se agrupan los genes de
acuerdo a sus valores de expresion, siendo los rangos de 20 como maximo y 2.5
como minimo, de acuerdo a los valores estadisticos de significancia para los
cambios de expresion entre las muestras. Esta agrupacion facilita el conocer el

comportamiento que tiene cada gen baja cada tratamiento.
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Figura 11. Mapa de calor. Donde se agrupan los transcritos de acuerdo a sus niveles de cambios

en la expresion que estén entre los valores 20y 2.5.

Del analisis comparativo entre ambas condiciones se seleccionaron todos
aguellos RNA’s codificantes (mensajeros) y no codificantes, que presentaron
cambios entre 2 y 10 niveles en la tasa de expresion a la alza y a la baja inducidos
por la insulina en un microambiente hiperglucémico, ademas se considerd que estos
genes se encontraran involucrados en alguna fase de la carcinogénesis; participando
en proliferacion, migracion, invasion, inhibicion de la apoptosis, o favoreciendo la
resistencia a farmacos (tablas 4-7). Los principales transcritos modificados a la alza,
son IGFBP5 y el RNA largo no codificante 1016 (LINC01016), teniendo una tasa de
cambio de 5.06 y 5.49, respectivamente. Mientras que los transcritos de la

ribonucleasa P con un componente H1 del RNA (RPPH1) y el miembro 5 del
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translocador de nucledtidos de adenina (SLC25A5) fueron los que tuvieron la tasa de

cambio a la baja, con -8.01 y -8.5.

Tabla 4. Transcritos codificantes modificados a la alza inducidos por insulina en las células MCF-7

en medio hiperglucémico.

Gen

Tasa de

Valor de

Nombre Tipo Funcion asociada al cancer cambio p

Promueve la proliferacién, ciclo celular,

Proteina de unién Proteina de resistencia a fArmacos e inhibicion de la

a IGF nimero 5 IGFBP5 enlace migracion. 5.06 | 3.42E-38

Factor de Promueve la proliferacion, invasividad

Homeobox A13 HOXA13 | transcripcion |y metastasis 3.55| 1.05E-41

Receptor

colinérgico Receptor a acetil colina involucrado en

nicotinico alfa 7 CHRNA7 | Receptor proliferacién, migracién e invasién 2.62 | 2.96E-38
Proliferacion, migracidn, invasividad y

Pin PNN Proteina resistencia a quimioterapia 2.61| 2.09E-41

Complejo mayor

de

histocompatibilida Mutaciones en ciertos aminoacidos

d,clasell, DR favorece la susceptibilidad de ciertos

Beta 1 HLA-DRB1 | Receptor canceres 2.5| 5.91E-38
Requiere de la union de miR-3646 para

Factor de la activacion de proliferacion, muerte

trascripcién con celular, division celular, mitosis y el

dedo de zinc 460 | ZNF460 Proteina metabolismo. 249 | 2.57E-38

Carioferina alfa 3 (i Promueve la proliferacion, invasividad

mportina alfa 4) KNPA4 Proteina y resistencia 241 | 2.03E-37

Succinato Deficiencia promueve la proliferacién,

deshidrogenasa SDH Enzima TEM, invasividad y resistencia 2.39| 6.72E-38
Inhibe la migracidn celular y promueve
la carcinogénesis al ser el blanco de

Inhibina beta B INHBB Hormona FOXL2 2.21| 2.61E-37
La unién a su ligando permite la

Receptor de transcripcion de genes proliferativos,

progesterona PGR Receptor de crecimiento y migracion celular 2.19| 2.69E-37

ANEXINA

Anexina A9 A9 Proteina Promueve la invasion y metastasis 2.18| 3.48E-41

Transportador de

glucosa facilitador

independiente de Induce la migracién, crecimiento y

lainsulina SLC2A12 | Transportador | migracion celular 218 | 3.49E-41

Peptidilpropil

isomerasa G PPIG Enzima Reguladora del ciclo celular 2.17| 3.81E-38

Tetratricopeptide

repeat, ankyrin

repeat and coiled- Promueve la proliferacion y

coil containing 2 TANC2 Gen supervivencia 2.09| 2.38E-37

Miembro 1de la Factor de Indicador de incidencia en cancer;

familia SMAD SMAD 1 crecimiento invasividad, proliferacion 2.08| 2.57E-37
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Interferon alfa 7 IFNA7 Citocina Involucrado en la supervivencia celular 2.06| 4.51E-38
Translocacién de

sarcoma

sinovial , cromoso Proteina

ma 18 SS18 ribosomal Promueve la proliferaciéon y migracion 2.04| 2.57E-37
Dominio de unién

alacinasa1H3 SBK1 Proteina Su desregulacién provee supervivencia 2| 5.00E-38
POTE anquirina

miembro de la

familia de dominio Biomarcador de la etiologia del cancer

E POTEE Proteina de mama 2| 3.61E-37

Tabla 5. Transcritos no codificantes

MCF-7 en medio hiperglucémico.

modificados a la alza inducidos por insulina en las células

Tasade Valorde
Nombre Gen Tipo Funcién asociada al cancer cambio p
RNA no codificador
proteico
intergénico largo Proliferacion, ciclo celular, invasividad,
1061 LINC01061 | nciInRNA inhibicién de apoptosis 5.49| 3.03E-38
microRNA 1252 miR-1252 | micro RNA | Proliferacién y migracion 4.87| 6.62E-39
RNA antisentido 1- | DSCAM- Proliferacion celular, la migracién y la
DSCAM AS1 ncInRNA capacidad de invasion 3.17| 5.67E-37
RNA no codificador
proteico
intergénico largo
1001 LINC01001 | nciInRNA Proliferacion y migracion 311 1.38E-41
microRNA 374a miR-374a | micro RNA | Migracién celular e invasividad 3| 1.62E-38
Inhibicién TEM y sobreexpresién de E-
microRNA 1243 miR-1243 | micro RNA | cadherina 2.91| 9.54E-38
Transcriptor 1 del
ensamblaje de Proliferacion, migracién, invasividad y
parapeckle nuclear | NEAT1 ncInRNA resistencia 2.86| 1.30E-37
microRNA 1243 miR-1290 | micro RNA | Proliferacion, invasividad y migracion 2.61| 2.09E-41
Inhibicion del gen antitumoral ECRG2 en
microRNA 1243 miR-1322 | micro RNA | cancer esofagico. 2.52| 1.78E-37
Transcrito 1 de
metastasis de
pulmén asociado a Proliferacion, invasividad, migracion y
adenocarcinoma MALAT1 ncinRNA resistencia de farmacos 2.44| 7.90E-37
RNA no codificador Via de sefalizacion MAPK en
proteico proliferacién y migracion celular; inhibe
intergénico largo tumorgiénesis, metastasis y resistencia a
641 LINC00641 | ncinRNA farmacos. 244 | 2.71E-38
microRNA 4789 miR-4789 | micro RNA | Biomarcador del cancer colorrectal 24| 2.83E-38
Expresién a la baja en cancer colorrectal
favoreciendo mutaciones en
intermediarios de la via TGF-Beta en la
microRNA 5047 miR-5047 | micro RNA |linea MDA27ad-TA 24| 1.55E-37
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Baja regulacidn cuando se silencia HUR
en cancer tiroideo, permitiendo la
induccién de apoptosis y silenciamiento
microRNA 135A2 miR-135A2 | micro RNA | de la proliferacién celular 2.32| 3.12E-38
Proliferacion y migracion; antitumoral
inhibe proliferacion y migracion en
microRNA 186 miR-186 micro RNA | pulmén y mama 2.32| 3.14E-38
Inhibe el crecimiento, proliferacién
celular, TEM, migracién e induce
microRNA 1284 miR-1284 | micro RNA | apoptosis 2.15| 3.94E-38
Inhibidor de la proliferacion celular,
microRNA 1299 miR-1299 | micro RNA | migracién y metastasis 213 | 3.75E-41
RNA no codificador
proteico Agente tumorgénico, favorece la
intergénico largo proliferacién celular y es regulado por
15 LINC00115 | nclnRNA TGF- B 2.09| 1.02E-37
RNA antisentido1 | VPS9D1-
VPS9D1 AS1 ncinRNA Proliferacion y migracion 2.06 | 4.52E-38
RNA no codificador
proteico Afecta las vias de sefalizacion de mTOR,
intergénico largo del complemento y de coagulacion a
566 LINC00566 | ncinRNA través de la regulacién génica. 2.06 | 4.20E-41
Inhibicién de la proliferacién, migracion
microRNA 520D miR-520D | micro RNA | e inhibicién 2.05| 4.24E-41

Tabla 6. Transcritos codificantes modificados a la baja inducidos por insulina en las células MCF-7

en medio hiperglucémico.

Tasa de Valor de
Funcién asociada al cancer cambio p

Miembro 5 del

translocador de Inhibicion de la proliferacion,

nucleotidos de induccion de la apoptosis, y del

adenina SLC25A5 | ncinRNA ciclo célular -8.5| 2.9E-42

Ribonucleasa P con

un componente H1 Clivaje de mRNA para inhibicién de su

del RNA RPPH1 Enzima traduccién -8.01| 4.96E-42

Proteina ribosomal Proteina

L9 RPL9 ribosomal Promueve la proliferacion TEM -3.94| 5.16E-38

Ornitina Favorece la transformacion celular, la

descarboxilasa 1 OoDC Enzima invasién tumoral y la angiogénesis -3.19| 1.82E-37
Exportador de las proteinas Ser5, CTD

GTPasa GNP-loop 1 | GPN1 Transportador | fosfatasa, RPAP2, -3.02| 1.47E-41

Proteina de unién a Proteina de Promueve la invasividad tumoral y la

oxisterol de tipo 5 | OSBPL5 unién proliferacion celular por mTor -3.02 1.6E-38
Proliferacion celular, progresién del

Subunidad 27 del ciclo celular por AKT / MAPK y NF-kB

complejo mediador | MED27 Proteina / iNOS e inhibicion de la apoptosis -2.95| 9.22E-38
Facilitan el plegamiento de

Proteia 1A de Proteina de numerosas proteinas oncogénicas,

choque térmico de | HSP70 choque mantienen el potencial proliferativo e

70 kDa (HSPA1A) | térmico inhiben la apoptosis, -2.65 2E-41
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Miembro B de la
familia con
secuencia similar a

83 FAMS83B Proteina Promueve la tumorogenesis -2.59| 2.32E-38
Promueve la sintesis de la histona

Cluster de histona 1 H1H1 para el empaquetamiento del

de H1D HISTIH1D | Histona DNA -2.58| 2.15E-41

Homologo beta de Promueve la proliferacién celular,

RAD RAD54B Proteina inhibe la apoptosis, -2.51| 5.87E-38

Homdlogo del

oncogén viral de Promueve la proliferacién celular,

mieloblastosis aviar Factor de diferenciacion, tumorigénesis,

V-myb MYB transcripcion | metastasis e inhibe la apoptosis -247 | 242E-41

Subunidad 3

(gamma) de la Apoya el ciclo celulary la

chaperona CTP CCT3 Chaperona proliferacion celular -242| 151E-37
Inhibe la apoptosis y promueve la

Cliclina T1 CNNT1 Proteina proliferacién celular -2.41| 6.58E-38
Inhibe los procesos de proliferacion,
invasividad, metastasis y resistencia a

Ciclina B1 CCNB1 Proteina farmacos; -2.35| 3.84E-37
Promueve los proceso de

Cinasa SKT3 proliferacién, invasividad y migracién,

serina/treonina 3 (MST-2) Enzima inhibe la apoptosis -2.35| 3.87E-37

Subunidad 3 de la

DNA polimerasa Componente

epsilon POLE3 enzimatico Replicacién del DNA -2.34| 3.03E-38
Regula los procesos de migracion y

Calpastatina CAST Proteina metastasis -2.34| 3.03E-38

Domino de

cremallera basica

de leucina 'y Factor de Regula la proliferacién y el ciclo

dominios W2 1 BZW1 transcripcion | celular -2.28 | 4.19E-37

Peptidasa

especifica de Inactiva a las moléculas p21y p27

ubiquitina 17 USP17L29 | Enzima para la activacion del ciclo celular -2.26 | 2.42E-37
Biogénesis de ribosomas, asociada a

Proteina ribosomal los procesos de crecimiento y

S2 RPS2 Ribosoma supervivencia tumoral -2.24| 1.89E-37
Regulador de los procesos de
proliferacién, ciclo celular, migracién

Timopopoyetina TMPO Citocina y metastasis -2.22 | 1.94E-37

Miembro de la

familia cinasa C1 KIFC1 Enzima Iniciacion y progresién del cancer -2.22 | 1.95E-37

Cromodominio Componente

helicasa 9 CHD9 enzimatico Inhibidor de la proliferaciéon tumoral -2.21| 3.32E-41
Involucrado en distintas vias de

Complejo T1 TPC-1 Proteina sefalizacion de la carcinogénesis -2.18| 4.81E-37

Ciclo de division Regulador del ciclo celulary

celular C25 CDC25C Proteina proliferacion -2.15| 5.06E-37

Subunidad 3 del

factor de splicing Provee de resistencia contra los

3B SF3B3 Proteina tratamientos -2.14| 5.12E-37

Subunidad del Provee de resistencia contra los

complejo de XRCC6 Proteina tratamientos -2.14| 5.13E-37
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reparacion contra
rayos X
Promueve el progreso en el ciclo
celular y de resistencia a la accién de
Ciclina A2 CCNA2 Proteina farmacos -213| 5.25E-37
Espectrina beta no
eritroica 1 SPTBN1 Receptor Inhibidor de la progresién tumoral -2.1| 2.34E-37
Proteina ribosomal Inhibidor de la via apoptética MDM2-
L4 RPL4 Proteina p53 -2.08| 1.73E-36
Regulador del ciclo
celular sin ecdisona | ECD Proteina Promotor del ciclo celular -2.08| 1.40E-45
metilenetetrahidrof
olato Promueve el crecimiento,
deshidrogenasa 1 MTHFD1 Enzima proliferacién y mirgracion celular -2.05| 1.40E-45
Proteina 6
inducible por
interferon alfa IFI6 Proteina Promueve la invasion y migracién -2.04| 1.40E-45
Requerida para migracion e
Neurofascina NFASC Receptor invasividad tumoral -2.04| 1.40E-45
RNA cinasa
serina/treonina Promueve la apoptosis e inhibe la
VRK VRK1 Enzima proliferacién celular -2.03| 1.40E-45
Clasificacion de
proteina vacuolar 4 Inhibe el crecimiento, proliferacion,
homdélogo A VPS4A Proteina migracidn e invasiéon tumoral -2.01| 1.40E-45
La subunidad del Promueve el progreso del ciclo
proteasoma 26 S celular, inhibicion de la apoptosis y
PSMD1 PSMD1 Proteina resistencia a los tratamientos -2.01 1.4E-45
Tabla 7. Transcritos no codificantes modificados a la baja inducidos por insulina en las células

MCF-7 en medio hiperglucémico..

Funcion asociada a cancer

Tasa de
cambio

Valor de
p

Promueve la invasividad, migracion y

microRNA 1184-3 miR1184-3 | microRNA | angiogénesis en tumores -2.93 | 1.72E-38
Promueve el crecimiento celular,

Componente de la inhibe la apoptosis y activa la

RNA telomerasa TERC nclnRNA | Telomerasa -2.83| 1.01E-37

RNA antisentido Promueve la proliferacion y

MNX1 MNX1-AS1 | nciInRNA | migracién celular -2.22 | 3.58E-38

Caja de helicasa 9 Unién al RNA largo MDM2 para

(Asp-Glu-Ala-His) DHX9 ncInRNA | regular la invasividad y angiogénesis -2.19 | 2.62E-36
Activador del factor transcripcional

microRNA 1910 miR-1910 | microRNA | TAZ para el crecimiento tumoral -2.08| 1.73E-36

RNA no codificador

proteico intergénico Inhibe el crecimiento, proliferacion,

largo MRPL39 MRPL39 ncInRNA | migracién e invasion celular -2.05| 1.40E-45
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ENSAYOS DE FUNCIONALIDAD

Una vez establecidos los transcritos sobre-expresados por la accion de la
insulina, tanto codificantes como no codificantes, involucrados en la proliferacion,
supervivencia, migracion, metastasis e inhibicion del proceso de apoptosis, que
facilitan un fenotipo agresivo en las células MCF-7, se procedi6 a validar el
crecimiento en la poblacion celular, la viabilidad celular y la respuesta al tamoxifeno.

Determinacién de la CL50 del tamoxifeno

Se determind la concentracion letal media (CL50) para inducir la muerte de la
poblacién celular en un 50%. Las células fueron crecidas en medio de alta glucosa y
se expusieron en un rango de 10 — 60 uM de tamoxifen, obteniéndose la CI50 a una
concentracion de 32.5 yM, de tamoxifeno en un periodo de tratamiento de 48 horas

(figura 12). Concentracion que fue utilizada en experimentos posteriores.

CL50
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Figura 12. Determinacién de la concentracion letal media (CL50) de tamoxifeno en las células
MCF-7 en un microambiente de hiperglucemia. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos por 48

hrs.
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EFECTO DE LA INSULINA EN LA RESPUESTA A TAMOXIFENO DE LAS
CELULAS MCF-7 EN UN MEDIO HIPERGLUCEMICO.

Con la finalidad de evaluar el papel de la insulina en las células MCF-7 en un
microambiente de hiperglucemia, se realizd el ensayo de citotoxicidad con cristal
violeta al 0.5% (figura 13). En donde la adiccion de la insulina favorece el
crecimiento poblacional, en un microambiente de normoglucemia. Sin embargo en
un medio hiperglucémico la poblacion presenta una absorbancia de 0.53 OD
(tratamiento de HG) y al adicionarles insulina pasa a 0.62 OD. Con lo cual se

establece que la insulina induce la proliferacién de las células MCF-7.

El tamoxifeno es un farmaco que inhibe el desarrollo y elimina las células
tumorales de mama; sin embargo su efecto se puede ver atenuado conforme al
microambiente celular. Por lo que evaluamos la funcionalidad del tamoxifeno en un
microambiente hiperinsulinémico, observando que la insulina proporciona un efecto
protector, significativo, a las células tumorales tanto en una condicion de alta glucosa
como de glucosa normal, con respecto a las condiciones que no tienen insulina, en
las cuales la poblacion celular disminuye a la mitad. Sin embargo no se observan
diferencias significativas entre los tratamientos de insulina con alta glucosa y alta
glucosa, lo cual nos indica que ambas condiciones atenuan los efectos del

tamoxifeno sobre las células tumorales (figura 13).
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Figura 13. Efecto de la insulina y el tamoxifen en el crecimiento de la poblacion celular en las células
MCF-7. La poblacion celular fue determinada por el colorante crista violeta al 0.5%, con una n de 3
repeticiones por tratamiento y siendo analizados con ANOVA con mdltiples comparaciones, donde *
p <0.05 con respecto al NG; ** p < 0.05 con respecto a HG; # p < 0.05 con respecto a NG + I; y p <

0.05 con respecto a HG + I. Nota: en el eje x debes nombrar lo que mides, no el colorante.

Determinacién de la viabilidad celular

Se cuantifico la viabilidad celular mediante el conteo del nimero de células
vivas y muertas de cada tratamiento, (figuras 14). Donde los tratamientos de HG,
NG, HG + | y NG + |, presentaron una viabilidad total, en comparacion con los
tratamientos de NG + Tam y HG + Tam, los cuales presentaron los valores mas bajo
de viabilidad, siendo del 64 al 71%, respecto a los controles, de igual forma
presentaron una mortalidad significativa, al oscilar entre el 29 y 36%. Mientras que
los tratamientos con insulina de HG + Tam y NG + Tam mostraron un incremento
significativo en la viabilidad, al presentar valores entre el 75 y 80%, junto con una
disminucién de la mortalidad, al presentar valores entre el 15 y 20%, determinando

gue la insulina tiene un papel importante en la supervivencia celular.
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Figura 14. Efecto de la insulina sobre la viabilidad celular en respuesta al tamoxifeno de las células
MCF-7 en condiciones de hiperglucemia. La determinacion de las células viables fue mediante la técnica
de azul tripano al 0.4% y con una n de 3 por tratamiento y siendo analizados con ANOVA con multiples

comparaciones, donde * p <0.01 con respecto NG + TAM; & p < 0.01 con respecto a HG; # p < 0.01
entreaNG +1+ TAM y HG + 1 + TAM.
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Discusion.

El cancer de mama es una de las principales afecciones y causa de muerte
en mujeres a nivel mundial, se estima que alrededor de 2,088,849 de personas
presentan esta enfermedad, ademas de que cada afio se diagnostican cerca de un
millon de nuevos casos en todo el mundo (OMS, 2016; GLOBOCAN, 2019). El
desarrollo y progreso de esta patologia se debe a la convergencia de diversos
factores, pero en afos recientes se ha descrito una relacion entre la DM con la
incidencia de diversos tipos de cancer, entre los cuales se encuentran el cancer de

mama positivo a receptores de estrogenos (Larsson y col., 2007).

Las conexiones que existen entre ambas enfermedades aln no se encuentran
completamente definidas, por lo que diversos estudios se han dedicado a su
determinacion. En ellos se ha destacado la importancia de la hiperglucemia e
hiperinsulinemia en el cancer. Lo anterior de acuerdo al estudio de Bartucci y col., en
2001, donde reportaron que el receptor de IGF incrementa la migracién y
proliferacion en las células de cancer de mama positivas a estrogenos, ademas
demostraron que la eliminacion de estos receptores atendan los procesos antes
mencionados e induce la apoptosis, planteandose asi una posible asociacién entre el
desarrollo y progresos del cancer con la DM. Por lo que el presente estudio tuvo
como objetivo la determinacion de los cambios en el trancriptoma de las células
positivas a receptores de estrogenos MCF-7, expuestas a condiciones de alta
glucosa y alta glucosa con insulina. Asi como en la determinacion de la insulina en

los procesos de resistencia a la accidon del farmaco tamoxifeno.

En 2011 Massur y colaboradores reportaron que las altas concentraciones de
glucosa e insulina inducen la expresién de moléculas involucradas en la proliferacion
y migracion celular, como las ciclinas Al, E2 y la proteina E2F, las PKC B y a, PI3K,
las integrinas B1 y a2, las cadherinas N y VE, en diversas lineas tumorales. En
nuestro estudio encontramos datos similares, puesto que los cambios en el
transcriptoma, inducidos por un estado de hiperinsulinemia, son de las moléculas
IGFBP5, LINC01016, HOXA3, PNN, KNPA4, ANEXINA A9, MALAT1, TANC2, SS18,
miR-1252, DSCAM-AS1, NEAT1, LINC01001, miR374a, miR-1290, miR-186, miR-
1284 y VPS9D1-AS1, involucradas en los mismos procesos de proliferacion,
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migracion, metastasis y resistencia a farmacos, principalmente, como se observa en

las tablas 4-7.

Ademas observamos que la insulina con la hiperglucemia incrementan la
sintesis del transcrito de la proteina IGFBP5, que es miembro de la familia de
proteinas de union a IGF, y presenta divera encargan de la regulacion de la actividad
del IGF, al aumentar o disminuir sus funciones. Estudios previos han reportado que
la proteina IGFBP5 se encuentra involucrada en el desarrollo del cancer de mama
positivo a receptores de estrégenos, al incrementar la expresion de los genes
codificantes a las IGFBP de tipo 2 y 4, ademas de regular las vias de proliferacion y
crecimiento tumoral (Clemmons y col., 1990; Sheikh y col., 1992). La activacion de
IGFBP5 requiere de la union de IGF con su receptor en las células tumorales de
mama, la interaccion ligando receptor induce a la via de la MAPK, que fosforilan a la
proteina intracelular de IGFBP5 y permiten su expresion genética. Entre las
funciones que tiene esta proteina es incrementar las concentraciones intracelulares
de IGF, asi como de su biodisponibilidad en el medio extracelular, favoreciendo la
proliferacion celular del tumor (Sheikh y col., 1993). Por otra parte se ha reportado
que la actividad de IGFBP5 puede ser independiente de IGF, ya que se ha reportado
gue su activacion ocurre con la fosforilacién de la cinasa ligada a integrinas (ILK) que
a su vez activa a la via Akt, que finalizan con la fosforilacion de IGFBP5 intracelular,
la cual activa diversas vias de sefalizacion involucradas en la proliferacion y

supervivencia tumoral (Sureshbabu y col., 2011; Akkiprik y col., 2008).

De igual forma encontramos un incremento en la expresion de diversas
moléculas no codificantes, principalmente de IncRNAs, encargados de la regulacion
de la expresion genética. Nuestro analisis destaco un incremento en la expresion del
INcRNA LIN01061, el cual es un inductor y regulador de la supervivencia,
proliferacion y metastasis, en tumores de tiroides papilar y colangiocarcinomas (Yu,
col., 2019; Wu, y col., 2018). Su mecanismo de accion ha sido denominado como
competencia por RNA’s enddgenos (ceRNAs) debido a que interacciona con
multiples miRNA’s, para la regulacion de la expresion de cada uno de sus genes
blancos, se estima que pueden ser 2,572 genes, esto de acuerdo a la base de datos
IncRNA2Target v2.0 (123.59.132.21/Incrn-a2target/search.jsp) desarrollada por Liang y

col. en 2018. Entre los genes regulados se encuentran los de IGFBP5, PNN, TANC?2,
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DHX9, RPPH1 y MTHFD1, los cuales se encontraron modificados en nuestro estudio

y presentan una funciéon en el desarrollo y progresién de diversos tipos de cancer.

La insulina e IGF confieren una resistencia a los efectos de los tratamientos
contra el cancer, mediante la activacion de diversas vias de sefalizacion (Fox y col.,
2013; Denduluri y col., 2015; Wairagu y col., 2015; Hamilton y col., 2017). En nuestro
analisis se encontré un incremento en la expresién de las moléculas IGFPBS5,
LINC01061, PNN, NEAT1, KNPA4, LINC00641, SDH, que inhiben la activacion de
los procesos apoptoticos inducidos por diversos farmacos (Li, y col., 2019; Mini y
col.,, 2019). Sin embargo no se conocen las vias en las que se encuentran
involucradas asi como de las interacciones entre si, por lo que estudios posteriores

se enfocaran en la determinacién de su funcién en el desarrollo del cancer de mama.

La determinacion del efecto de la insulina en la adquisicion de un fenotipo
mMas agresivo junto con un estado de resistencia a los efectos del tamoxifeno en las
células MCF-7 se realiz6 a través de los ensayos de citotoxicidad por cristal violeta al
0.5% y de viabilidad celular por azul tripano al 0.4%. Ambos ensayos demostraron
que la incorporacion de la insulina, tanto al medio hiperglucémico como en el medio
de glucosa normal, incrementan la proliferacion y supervivencia de las células
tumorales, ademas de disminuir los efectos del tamoxifeno sobre las células MCF-7,
conforme a lo expuesto en la figura 13. Estos efectos se pueden atribuir a los
cambios en el transcriptoma inducidos por insulina, los cuales estan asociados a la
activacion de los procesos de proliferacion, antiapoptosis, migracion, invasividad y
metastasis, en células MCF-7 en un medio hiperglucémico. No obstante no se
conocen las interacciones 0 mecanismos moleculares en los que se encuentran
involucrados cada una de las moléculas sobre expresadas, por lo que las siguientes

investigaciones se centraran en el estudio de estos procesos.
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Conclusiones.

e La insulina promueve cambios en el transcriptoma en las células MCF-7
en un ambiente hiperglucémico, en donde se encuentran modificados la
expresion de 1,942 genes, de los cuales 930 estan regulados a la baja y

1,012 regulados a la alta,

e De los 1,012 genes sobre-expresados el 16%, de estos genes son no

codificantes y 84% son codificantes.

e Los principales transcritos sobre expresados son los de IGFBP5 y el gen
largo no codificante LINC01061.

e Un microambiente de alta glucosa y alta insulina confiere un mayor
porcentaje de supervivencia, favoreciendo una resistencia al tamoxifeno

en la linea celular MCF-7.
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Perspectivas del proyecto

En este proyecto de tesis evaluamos los cambios transcripcionales inducidos
por accion de la insulina en las células MCF-7, en donde las moléculas con mayor
tasa de cambio fueron la IGFBP 5 y LINCRNAO01061, las cuales han sido reportadas
como moléculas inductoras y reguladoras de las vias de sefializacién involucradas
en la proliferacion, crecimiento, migracién y metastasis en distintos tipos de cancer.
Sin embargo no se conoce el papel que puedan tener en la induccién, desarrollo y

progresion del cancer de mama positivo a receptores de estrégenos.

Por lo que es necesario determinar la funcién y los procesos en los que se
encuentran involucradas, ambas moléculas, esto con el fin de determinar si pueden
ser utilizadas como agentes terapéuticos, para el control y/o eliminacién del tumor,
debido a que estas moléculas pudieran estar asociadas con la adquisicion de un
estado de resistencia a los tratamientos contra el cancer de mama. Aunado a esto
estas dos moléculas podrian ser utilizados como marcadores moleculares para el

prondstico de la evolucion del cancer de mama en pacientes diabéticos

Por lo que nosotros planteamos que la continuacion de este proyecto sea la
identificacion del papel del IncRNA LINC01061 en las vias de sefializacion para el
desarrollo y progresiéon de las células MCF-7, asi como de la determinacion de su
papel en la adquisicion de un estado de resistencia a los efectos del tamoxifeno bajo

un estado de hiperglucemia e insulina,
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