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ABREVIATURAS

AL: Acido linoleico.

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco.

DMT2: Diabetes mellitus tipo 2.

EFAs: Acidos grasos esenciales.

EMSA: Ensayo de cambio en la movilidad electroforética.
FAK: Cinasa de adhesion focal.

FFAs: Acidos grasos libres.

HRP: Peroxidasa de rabano picante.

IGF-1R: Receptor del factor de crecimiento similar a insulina tipo
1.

INS: Insulina.

IR: Receptor de insulina.

LB: Lamina basal.

MEC: Matriz extracelular.

MMPs: Metaloproteasas de matriz extracelular.

MUFASs: Acidos grasos monoinsaturados.

NFkB: Factor nuclear kB.

PBS: Amortiguador fosfato salino.

PUFAs: Acidos grasos poliinsaturados.

TEM: Transicion epitelio-mesénquima.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.
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. RESUMEN

Los acidos grasos participan en diversas funciones celulares, sin
embargo, también se ha descrito su implicacion en eventos relacionados con
la iniciacion y progresion tumoral. El acido linoleico (AL) es un acido graso
poliinsaturado w-6 presente de manera abundante en la dieta; en este
sentido, existen numerosos estudios de su participacién en la induccion de
procesos relacionados con el desarrollo tumoral. Por otra parte, numerosos
estudios han indicado una estrecha relacion entre la diabetes mellitus tipo 2
(DMT2) y el riesgo de padecer cancer de mama. Asi pues, resistencia a la
insulina es una de las principales caracteristicas de la DMT2, aunado a esto,
las personas con dicha patologia, generalmente son obesas y su dieta es
rica en AL asi como una vida sedentaria, lo cual también contribuye
significativamente a su hiperinsulinemia. Se ha propuesto, en primer lugar,
que la insulina puede unirse y activar al receptor del factor de crecimiento
similar a insulina tipo 1 (IGF-1R), mecanismo mas frecuente para explicar el
aumento en el riesgo de padecer cancer en los pacientes diabéticos. En
segundo lugar, la hiperinsulinemia podria aumentar el riesgo de desarrollar
cancer debido a sefalizacion desregulada del receptor de insulina (IR), lo
gue lleva a efectos anti-apoptoticos y proliferacion. En el presente estudio se
demostré que los efectos de la insulina se incrementan con un
pretratamiento de AL en cultivos de células MDA-MB-231.

Por otra parte, se ha vinculado la participacion de la insulina en el proceso
de transicion epitelio-mesénquima (TEM) siendo un proceso mediante el cual
las células epiteliales se transdiferencian a un estado mesenquimal. Asi
pues, la TEM se presenta como un proceso normal durante el desarrollo
embrionario, remodelacion de tejidos y cierre de herida. Sin embargo,
también ha sido implicada durante la progresion del cancer. Debido a que la
insulina ha sido relacionada con el proceso de TEM a través de la
sefalizacion del IGF1R, en el presente estudio se demostro que la insulina

una disminucion en la expresion de E-cadherina, un incremento en la
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expresion de vimentina, N-cadherina, y secrecion de MMP-2 y MMP-9.
Asimismo, indujo la activacién de NFkB, de factores de transcripcion que se
unen a E-box, promovié migracion e invasion celular. De esta forma, se
demostré que la insulina induce un proceso similar a TEM en células no
tumorigénicas epiteliales de mama humana MCF10A y que dicho proceso se

encuentra mediado por la sefializacion inducida por el IR.
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. ABSTRACT

Fatty acids participate in various cellular functions, however, their
involvement in events related to tumor initiation and progression has also
been described. Linoleic acid (AL) is a w-6 polyunsaturated fatty acid
abundantly present in the diet; In this sense, there are many studies of its
participation in the induction of processes related to tumor development. On
the other hand, many studies have indicated a close relationship between
type 2 diabetes mellitus (T2DM) and the risk of breast cancer. Thus, insulin
resistance is one of the main characteristics of T2DM, coupled with this,
people with this pathology, obese children and their diet is rich in AL as well
as a sedentary lifestyle, which also contribute significantly to Its
Hyperinsulinemia. It has been proposed, first, that insulin can bind and
activate the type 1 insulin-like growth factor receptor (IGF-1R), a mechanism
most often used to explain the increased risk of cancer in diabetic patients.
Second, hyperinsulinemia may increase the risk of developing cancer due to
unregulated insulin receptor (IR) signaling, leading to an anti-apoptotic effect
and proliferation. In the present study it was shown that the effects of insulin
are increased with pretreatment of AL in cultures of MDA-MB-231 cells.

On the other hand, it has been linked to the participation of insulin in the
process of epithelial-mesenchymal transition (EMT) being a process in which
epithelial cells are transdifferentiated into a mesenchymal state. Thus, EMT is
a normal process during embryonic development, tissue remodeling and
wound closure. However, it has also been implicated during cancer
progression. Because insulin has been linked to the EMT process through
IGF-1R signaling, in the present study insulin was shown a decrease in E-
cadherin expression, an increase in the expression of vimentin, N- Cadherin,
and secretion of MMP-2 and MMP-9. Also, activation of NFKB, transcription
factors that bind to E-boxes, promoted cell migration and invasion. Thus, it is
shown that insulin induces a TEM-like process in human tumor-free epithelial

cells MCF10A and that the said process is mediated by IR-induced signaling.
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l1l. INTRODUCCION

[11.1. Cancer mamario

El cancer de mama es una de las enfermedades tumorales mas
frecuentes, la cual ocupa un lugar preponderante entre las neoplasias que
presentan mayor morbilidad y mortalidad en mujeres, tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo [1]. Esta patologia inicia por un
crecimiento tumoral maligno en la glandula mamaria, el cual se manifiesta
por una proliferacion descontrolada de células, secundaria a mutaciones en
los genes anti-oncogenes y proto-oncogenes. Estas mutaciones pueden ser
adquiridas durante la vida del individuo y catalogarse como una enfermedad
esporadica, o bien ser heredadas de ancestros directos, catalogandose como
una enfermedad familiar [2].

El tejido mamario estd conformado por glandulas productoras de leche
denominados l6bulos y por pequefios tdbulos que transportan la leche de los
I6bulos al pezoén, llamados ductos. Este tejido esta constituido por dos capas
de células epiteliales; la parte interna contiene a la capa de células epiteliales
luminales que se encuentran muy cercanas al lumen de los ductos y de los
I6bulos, mientras que en la parte externa se encuentra la capa de células
mioepiteliales, que estan en contacto con la lamina basal (LB). Estas
estructuras estan rodeadas por el estroma (tejido adiposo y conectivo), asi
COmo por vasos sanguineos, vasos linfaticos y ciertos tipos celulares como
los fibroblastos. En condiciones normales, s6lo un 20% de las células
luminales se encuentran en contacto con la LB y el resto esta en contacto
directo con las células mioepiteliales [3].

El cancer mamario puede originarse a partir de cualquier tipo de célula de
la glandula mamaria, sin embargo, los mas comunes son los que surgen a
partir de células epiteliales ductales. El carcinoma ductal in situ representa
aproximadamente el 20% de todos los casos y es la forma mas comun de

cancer no invasivo; mientras que el 80% de los canceres invasivos son
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carcinomas ductales [1]. Debido a sus caracteristicas fisioldgicas, el tejido
mamario es particularmente sensible a desarrollar cancer, factores como los
estrogenos y la presencia de un gran numero de células no diferenciadas
contribuyen a esta susceptibilidad [4].

El cancer mmario inicia cuando las células son capaces de atravesar la
LB, romper matriz extracelular (MEC) que las rodea, invadir el tejido
circundante y entrar al torrente sanguineo y/o linfatico e invadir érganos
distantes [5]. Este proceso se conoce como metastasis y es la principal
causa de muerte de los pacientes con cancer mamario. El carcinoma
mamario puede invadir una gran variedad de 6rganos, siendo los sitios mas

comunes hueso, pulmén e higado [6].

[11.2 Epidemiologia del cancer mamario

Actualmente, el cancer de mama constituye una prioridad en los
paises desarrollados. Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo, por
el contrario, se ha prestado insuficiente atencion a este problema sanitario
emergente. La evidencia reciente demuestra que el cancer de mama es hoy
en dia una de las principales causas de muerte y discapacidad entre las
mujeres de paises en vias de desarrollo. En forma paralela, en los ultimos
aflos han surgido nuevas opciones terapéuticas y de diagnostico, sin
embargo, muchas de las cuales tienen un costo elevado. Por consiguiente, el
cancer de mama representa un nuevo desafio para el aporte econémico del
sistema de salud, en particular para los paises en desarrollo, tal es el caso
de Meéxico [5]. En el ambito mundial, representa el 23% de todos los
canceres y es la principal causa de muerte en mujeres de todo el mundo. La
incidencia anual estimada a nivel mundial es de mas de un millén de casos,
la mitad de los cuales se registran en paises industrializados de Norte
América (31.3%) y Europa (27.3%). Debido a su alta incidencia, el cancer
mamario, en paises desarrollados, es la neoplasia que presenta mayor

prevalencia, con un estimado de 4.4 millones de mujeres sobrevivientes
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después de 5 afios del diagnéstico [5-7]. Una comparacion, tanto de los
indices de incidencia como de mortalidad del cancer mamario, muestra una
gran variacion a nivel geografico entre areas de alto y bajo riesgo. La mayor
parte de esta variacion se debe a la exposicion a factores relacionados con el
estiio de vida o el medio ambiente, proporcionando un reto para la
prevencion [6].

En México, la Secretaria de Salud desde el afio 2006 sitia al cancer
mamario como la primera causa de muerte por neoplasias malignas en
mujeres, desplazando al cancer cérvico uterino. El cancer de mama tiene un
elevado indice de mortalidad, 60% de las mujeres que mueren tienen entre
30 y 59 afios de edad. Asi mismo, en promedio esta neoplasia se presenta
en mujeres mexicanas de alrededor de 50 afios de edad, una década antes
gue en mujeres europeas Yy estadounidenses, estimandose que para el afio
2020 tendremos un total de 16,531 nuevos casos [8-10].

La distribucion del cAncer mamario esta parcialmente relacionada con el
desarrollo econémico e industrial de la region, dando como resultado que en
la Ciudad de México y en los estados del norte del pais, en donde existe el
mayor nimero de industrias y la poblacion percibe los mayores ingresos, se

presente la mayor incidencia de esta enfermedad [11].
[11.3 Etiologia del cancer mamario
El cancer mamario es una enfermedad multifactorial relacionada con
factores genéticos y ambientales, que en conjunto conducen a la

acumulacion de mutaciones en genes esenciales para la regulacion de

diversos procesos celulares [12].
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[11.3.1 Factores de riesgo genéticos

Aun cuando se conoce poco acerca de la naturaleza y patogénesis del
cancer mamario, se han identificado diversos cambios genéticos que podrian
estar involucrados en el crecimiento celular descontrolado. Algunos de los
principales genes relacionados con un mayor riesgo de padecer cancer
mamario son: brcal, brca2 y Her-2. Las mutaciones en los genes brcal y
brca2 son las responsables de aproximadamente el 5% de los casos totales
de cancer mamario y representan unicamente del 20-60% de los casos de
cancer mamario familiar donde se ven afectados mdltiples individuos. Esto
hace aparente que un gran porcentaje de los canceres familiares no pueden
ser explicados por estas mutaciones, por lo que otros genes de
susceptibilidad podrian también estar involucrados [12, 13].

brcal es un gen que codifica para una proteina nuclear de 220 kDa
con un dominio de dedos de zinc en su extremo amino-terminal y con un
extremo carboxilo-terminal conservado que funciona como co-activador
transcripcional. Ademas, se une a proteinas, tales como BRCA2, p53 y
RADS51, involucradas en ciclo celular y en respuesta al dafio en el DNA. La
mutacion de este gen se ha relacionado con un 15-20% de casos que
presentan una historia familiar de cancer mamario [14]. Datos experimentales
demuestran que células con mutaciones en el gen brcal no se arrestan en
G2 tras sufrir dailo en el DNA y no son capaces de llevar a cabo la
reparacion del DNA acoplada al proceso de transcripcion [15-17].

Por otro lado el gen brca2 se ha visto implicado en cancer mamario de
forma similar a brcal. Las mutaciones en brca2 se han asociado con un
incremento en cancer de coélon, préstata, vejiga, estbmago y melanoma
maligno [18]. El gen brca2 no muestra homologia con ningun otro gen
conocido y codifica para una proteina nuclear de 384 kDa, la cual no
contiene dominios funcionales definidos [19]. La proteina BRCA2 es capaz
de unirse a BRCA1 y a RAD51 lo que indica su participacion en procesos de

reparacion mediados por recombinacion. Ademas, evidencias obtenidas a
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partir de células BRCA2 -/-, las cuales desarrollan anormalidades
cromosomales importantes tras algunas divisiones celulares, apoyan la
participacion de la proteina BRCA2 en el mantenimiento de la integridad
cromosomica [20, 21].

Por otro lado, el receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidermal
humano (Her-2/neu), una glicoproteina transmembranal con actividad de
tirosina-cinasa miembro de la familia del receptor al factor de crecimiento
epidermal (EGFR), involucrada en la regulacion de supervivencia,
diferenciacion y crecimiento celular a través del envio de sefales
mitogénicas; se ha visto sobreexpresado en cancer mamario [22, 23]. La
amplificacion del gen Her-2/neu esta presente en aproximadamente 10-40%
de los tumores mamarios primarios y se correlaciona con factores de mal
prondéstico [24, 25], entre los que se encuentran, la falta de expresion de
receptores a hormonas, la presencia de subtipos histolégicos poco

diferenciados y proliferacion celular elevada [26, 27].

[11.3.2 Factores de riesgo reproductivos

El desarrollo de cancer mamario se encuentra intimamente
relacionado a factores de riesgo ligados con eventos ginecolégicos y
endocrinolégicos en la vida de una mujer. La edad a la que se presenta la
primera menstruacion esta relacionada con la probabilidad de desarrollar
cancer mamario, ya que mujeres que presentan su primera menstruacion a
una edad menor a los 11 afios tienen un riesgo del 10-30% de desarrollar
esta patologia en su vida. Ademas, la edad a la que se inicia la menopausia
es también un factor importante, ya que mujeres que la experimentan
después de los 55 afios, tienen 50% mas riesgo de desarrollar dicha
neoplasia. El embarazo a una edad temprana, especialmente antes de los 30
afos reduce la incidencia de cancer mamario. De manera opuesta, mujeres

gue nunca experimentan un embarazo o cuyo primer hijo se presenta
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después de los 30 afios presentan mayor riesgo de desarrollar la patologia
[28].

Por otro lado, los niveles enddgenos de hormonas esteroideas
sexuales se han relacionado también con el riesgo de padecer cancer
mamario. Estudios epidemioldgicos, en los ultimos 10 afios, demuestran de
forma consistente que niveles elevados de estrogenos y androgenos estan
relacionados con un aumento en el riesgo de padecer cancer mamario. Esta
relacion entre hormonas esteroideas y carcinoma mamario se encontrg
principalmente en mujeres postmenopausicas [29-32]. Sin embargo, esta
condicion ha sido corroborada recientemente en mujeres premenopausicas
[33], por lo que la exposicion a los estrogenos podria aumentar el riesgo a
desarrollar cAncer mamario, ya que al unirse a sus receptores y estimular la
transcripcion de genes involucrados en proliferacion celular, incrementan la
probabilidad de mutaciones [34]. Por otro lado, se ha demostrado que
metabolitos oxidativos de estrégenos son capaces de reaccionar con el DNA,
lo que también podria estar actuando como detonador del inicio del cancer
[35].

[11.3.3 Factores de riesgo relacionados con el estilo de vida

La diferencia geogréfica con respecto a sus indices de incidencia en
cancer mamario se atribuye a la presencia de factores relacionados con el
estilo de vida que aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad; dichos
factores son principalmente, la dieta, la obesidad y el consumo de alcohol
[11].

El consumo del alcohol podria aumentar el riesgo de desarrollar
cancer mamario al impedir la accion del sistema inmune, interferir con la
reparacion del DNA, ayudar a formar productos citotoxicos, estimular el
metabolismo de carcinégenos hepaticos (como acetaldehido y la produccién
de prolactina) y modular la integridad de la membrana celular con efecto en

la carcinogénesis. Ademas, el consumo del alcohol se ha visto ligado a un
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incremento en los niveles de estrbgenos en suero de mujeres
postmenopausicas [36].

Por otra parte, estudios epidemiolégicos indican que mujeres con
dietas ricas en acidos grasos presentan un mayor riesgo de padecer cancer
mamario, el cual puede ser hasta cinco veces mayor con respecto a mujeres
con consumos bajos en grasas [37, 38]. Estudios en modelos animales y en
mujeres pre y postmenopausicas han revelado que una reduccién en el
consumo de grasas puede disminuir la incidencia de tumores, probablemente
al reducirse los niveles de estradiol en suero [39]. Asimismo, el consumo de
grasas esta relacionado directamente con la obesidad, misma que en
mujeres postmenopausicas, ha sido asociada con un aumento en el riesgo
de desarrollar cancer mamario [40]. Un etudio reciente (meta-analisis)
demostré que la mortalidad especifica por cancer de mama incremento
alrededor de un tercio en mujeres obesas, en comparaciéon con mujeres de
peso normal. De esta manera se han postulado distintos mecanismos
biolégicos para explicar la asociacion entre la obesidad y el cancer de mama,
incluyendo mediadores fisioldgicos potenciales como: (i) estrégeno
(estrégeno total o un incremento en el nivel de estrégeno libre como
resultado de una disminucion, asociada a la obesidad, en la uniéon de las
hormonas sexuales y la globulina), (i) miembros de la familia insulina/IGF,
(i) adipocitocinas tales como la leptina que son secretadas por adipocitos e
(iv) inflamacién (reflejada por un incremento en marcadores como la proteina
C-reactiva) [41]. En este sentido, el cambio en el estilo de vida con un
incremento en el consumo de grasas y calorias asi como la disminucién en la
actividad fisica, no sélo aumenta la aparicién de la obesidad sino también de
la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Numerosos estudios han indicado que
existe un vinculo entre la DMT2 y el riesgo de padecer algunos tipos de
cancer. Algunos de los mecanismos propuestos de dicha relacion la
resistencia a la insulina y su subsecuente hiperinsulinemia. En los pacientes
con DMT2, la resistencia a insulina esta restringida a la via metabdlica,

mientras que la via de sefalizacion del receptor de insulina que esta
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asociada con sobrevivencia celular, crecimiento y migracion, no se encuentra
afectada. Dado lo anterior, el receptor de insulina, que a menudo esta sobre-
expresado en algunas células cancerosas, podria jugar un papel importante
en la promocion del desarrollo de cancer via incremento en los niveles de

insulina [42].

111.3.3.1 Acidos grasos y cancer

Los acidos grasos desempefian funciones de suma importancia en
muchos tejidos, regulando diversos procesos bioldgicos como el
metabolismo, el crecimiento y la diferenciacion celular [43-45]. Estos acidos
grasos son los componentes estructurales basicos de los triglicéridos y se
encuentran también en los fosfolipidos y los ésteres de colesterol. Estos
poseen una estructura conformada por una cadena de carbono (cuya
longitud varia entre 2 y 36 atomos de carbono) con un grupo carboxilo en un
extremo y un grupo metilo en el otro [46]; siendo divididos por su estructura
en saturados, cuando no poseen ningun doble enlace en su estructura; e
insaturados, porque poseen uno o mas dobles enlaces. Estos Ultimos se
clasifican en acidos grasos monoinsaturados (MUFAS), los cuales presentan
solo un doble enlace en la estructura de la molécula; y acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS), que cuentan con dos o mas dobles enlaces [47].
Los acidos grasos esenciales (EFAs) son PUFAs y son necesarios para la
vida, no pueden ser sintetizados de forma enddgena [45], por ello deben ser
obtenidos de la dieta; es por eso que reciben el nombre de esenciales [46].
Existen dos tipos principales de EFAs, los de la serie w-6 y los de la serie w-
3; entre éstos el acido graso w-6 mas importante es el AL por ser el mas
abundante en la dieta. EI AL es un acido graso poli-insaturado de dieciocho
carbonos con dos dobles enlaces, el cual se encuentra en grandes
cantidades en el aceite de soya, aceite de semilla de girasol, aceite de
cartamo, aceite de onagra, aceite de semilla de uva y aceite de semilla de
amapola; y en menores cantidades en el aceite de germen de trigo, aceite de

maiz, aceite de nuez, aceite de semilla de algodon y aceite de sésamo [47],
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también se encuentra presente en cereales, huevos, carne de aves, pan de
granos enteros, productos horneados y margarina [48].

Los é&cidos grasos también ejercen sus funciones directamente a través
de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). De manera reciente, se ha
descrito a un grupo de receptores de acidos grasos acoplados a proteinas G
gue se encargan de regular diversas funciones: FFARL1 (receptor de acidos
grasos libres 1, anteriormente conocido como GPR40), FFAR2
(anteriormente denominado GPRA43), FFAR3 (anteriormente GPR41l) y
GPR120 [49]. FFAR1 y GPR120 son activados por acidos grasos de cadena
mediana y larga [50-53]. Los analisis farmacologicos de FFAR1 y su
distribuciéon en los tejidos sugieren que este receptor juega un papel muy
importante en la funcién de las células B-pancreaticas y en la funcion
neuroldgica [49, 50, 52, 53]. Por su parte, GPR120 se expresa en las células
endocrinas del intestino promoviendo la secrecion del péptido 1 similar a
glucagon (GLP-1) [50]. Estos receptores se encuentran acoplados a
proteinas Gi/G0 y Gg/G11 respectivamente, por lo que su interaccion con sus
respectivos ligandos resulta en la activacion de diversas vias de sefializacion
con efectos biolégicos variados [53, 54]. Sin embargo, también se ha
reportado que tanto FFAR1 como GPR120 estan expresados en lineas
celulares de cancer de mama y su presencia en estas células esta asociada
con la activacion de diversas vias de sefializacién que dan como resultado la
induccion de proliferacién, evasion de la apoptosis, invasion, metastasis y
migracion [52, 55-57].

Recientes estudios epidemiolégicos han demostrado una asociacion
positiva entre los PUFAs w-6 presentes en la dieta y el riesgo de desarrollar
cancer de mama [48, 55, 58-61]. Chajés et al. [61] demostrd una relacion
entre el aumento en la ingesta de PUFAs w-6 y el incremento en el riesgo de
padecer cancer de mama en mujeres mexicanas;, mientras que en un
estudio realizado en un cohorte de mujeres chinas se observé un aumento
significativo en el riesgo de padecer cancer de mama en los sujetos que

consumian niveles bajos de PUFAs w-3 y una ingesta alta de w-6 [58]. Las
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conclusiones de estos y otros estudios han llevado a sugerir que los acidos
grasos w-6 participan en la etiologia, evolucion y/o progresion del cancer de
mama, asi mismo, que la tumorigénesis, el crecimiento tumoral y la
metastasis dependen de la cantidad y el tipo de acido graso consumido [48].
Por otro lado, también hay evidencia proveniente de estudios experimentales

gue sustentan esta asociacion [52, 55-57, 62-67].

[11.3.3.2 Hiperinsulinemia y cancer

Un namero creciente de estudios han indicado un vinculo entre DMT2 vy el
riesgo de padecer algunos tipos de cancer. En efecto, se ha observado una
asociacion entre el estatus diabético y un incremento en el riesgo de desarrollar
cancer pancreatico, hepatocelular, endometrial y de vejiga [67]. Por otro lado,
algunos estudios han asociado a pacientes con DMT2 con un incremento en el
riesgo de desarrollar cAncer mamario [68]. Michels y colaboradores en el 2003,
evaluaron en prospectiva la asociacion entre DMT2 y cancer de mama invasivo.
Mujeres con DMT2 tenian un alto riesgo de desarrollar cancer de mama en
comparacion con mujeres no diabéticas [69].

La asociacion fisiopatolégica del estatus diabético con el desarrollo de cancer
no se conoce claramente. Numerosos mecanismos han sido propuestos para la
explicacion de esta relacion, siendo la resistencia a la insulina y su subsecuente
hiperinsulinemia- uno de los sugeridos mas comunmente.

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 KDa, y es secretada por células 3
en los islotes pancreaticos de Langerhans en respuesta a niveles elevados de
nutrientes en sangre. Su principal funcion es la de mantener la concentracion de
glucosa en sangre en un rango normal, entre 80-105 mg/dL favoreciendo la
entrada y almacenamiento de este nutriente en musculo y tejido adiposo y en
higado se favorece su almacenamiento y se inhibe su produccion. Ademas, regula
el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, asi como también
promueve la division y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos
[70].
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La insulina inicia sus acciones biolégicas por su unidn a receptores especificos
localizados en la membrana celular, el receptor de insulina (IR) y el receptor del
factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1R). Estos receptores presentan
aproximadamente un 80% de homologia y su sitio de unién a ATP es 100%
conservado; esta similitud estructural les permite formar receptores hibridos IGF-
1R/IR [71]. Tanto el IR como el IGF-1R pertenecen a la familia de receptores
para factores de crecimiento con actividad intrinseca de cinasas de tirosina (Tyr)
(RTK's), los cuales al ser estimulados por su ligando se autofosforilan en residuos
de Tyr (Figura 1) [72].

Tanto el IR como el IGF-1R son heterotetrameros que consisten en dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades transmembranales 3 unidas
entre si por puentes disulfuro [73, 74]. El IR, que a menudo es sobre-expresado en
algunas células cancerosas, puede tener un papel importante en la promocion del
desarrollo del cancer via el incremento en los niveles de insulina, asi como
también ésta presenta una mayor afinidad por el IR que por el IGF-1R [64].

El IR se presenta en dos isoformas dadas por “splicing™ alternativo, las cuales
son: la isoforma A (IR-A), carente del exén 11, y la isoforma B (IR-B), que contiene
el exén 11. El “splicing” del IR es un mecanismo evolucionario conservado en
mamiferos que es responsable de la especificidad de la sefializacion de insulina e
IGF [75].

La DMT2 se caracteriza por resistencia a insulina, aunado a esto las personas
con DMT?2 por lo general son obesas y llevan una vida sedentaria, lo cual también
contribuye a su hiperinsulinemia. Se ha propuesto, en primer lugar, que la insulina
puede unirse y activar al IGF-1R, este es el mecanismo mas frecuentemente
propuesto para explicar el aumento en el riesgo de desarrollar cancer en los
pacientes diabéticos. En segundo lugar, la hiperinsulinemia podria aumentar el
riesgo de padecer cancer por la sefializacion desregulada del IR, lo que lleva a

efectos anti-apoptoéticos y de proliferacion.
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Receptor de insulina Receptor hibrido Receptor de IGF-1
Insulina >> IGF-1 IGF-1 > Insulina IGF-1 > Insulina

Metabolismo Crecimiento celular,
diferenciacion

Figura 1. Sefalizacién de los receptores IR e IGF-1R. Tanto el IR como el IGF-1R son codificados
por diferentes genes que los procesan en una cadena a y una cadena B unidas entre si por
puentes disulfuro. Estos complejos a/f pueden homodimerizarse para formar receptores de
insulina o receptores de IGF, o bien heterodimerizarse para formar receptores hibridos. La insulina
se une preferentemente al IR, mientras que el IGF-1 se une preferencialmente al IGF-1R y a los
receptores hibridos. Modificado de Noto H, 2013 [76].

[11.4 Metastasis

La carcinogénesis involucra el aumento de cambios genéticos y epigenéticos
que llevan a la desregulacion del control normal del nimero de células. La
mayoria de los tumores mamarios son de origen luminal y comienzan
regularmente con el crecimiento y multiplicacion descontrolada. En esta etapa se
considera un tumor benigno que puede ser extirpado para evitar mayores
complicaciones. El cancer como tal, ocurre en el momento en que estas células
que proliferan sin control, adquieren la capacidad de llevar a cabo la metastasis.

La metastasis es un proceso sumamente complejo, en el que las células
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cancerosas se desprenden de las células vecinas, rompen la lamina basal que las
rodean, atraviesan los vasos sanguineos o linfaticos, viajan a través del torrente
sanguineo y en un momento dado se adhieren a un vaso sanguineo de otro
organo y al atravesarlo inician la proliferacion en este nuevo O6rgano. La
metastasis es la principal causa de mortalidad en pacientes con cancer de mama
[77]. El proceso metastasico comprende varios pasos incluyendo el escape del
sitio del tumor primario, la degradacion de la membrana basal y la invasién del
estroma local, la entrada a vasos linfaticos o sanguineos locales (intravasacion),
agregacion con plaquetas, interaccion y adhesion a endotelio distante,
extravasacion, recolonizacion y expansion (Figura 2) [78].

Para diseminarse, las células tumorales deben tener la capacidad de liberarse
del tejido de origen. La adhesion entre células se reduce por la pérdida de
proteinas de anclaje que las une, como E-cadherina. Esta pérdida puede darse
por diversos mecanismos, incluyendo mutaciones genéticas o silenciamiento
epigenético del gen que la codifica [79, 80]. La pérdida de actividad de E-
cadherina también ocurre como parte de la transformacion de células cancerosas
de un estado epitelial a uno con mayor movilidad; un cambio conocido como

“transicion epitelio-mesénquima (TEM)” [81, 82].

Crecimiento

Tumor primario Invasivo Intravasacion Extravasacion  Tumor secundario

\ 4

Figura 2. Proceso metastasico. Las células del tumor primario se liberan y
degradan la membrana basal invadiendo el tejido adyacente hacia los vasos
sanguineos o linfaticos. Posteriormente, estas células mediante intravasacion

ingresan al torrente circulatorio para dirigirse hacia un sitio lejano. Finalmente,
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mediante extravasacion salen del torrente circulatorio para colonizar y generar un
tumor secundario. Modificado de Huber MA, 2005 [83].

[11.4.1 Transicion epitelio-mesénquima (TEM)

La TEM es un proceso biolégico que permite a las células epiteliales
polarizadas, las cuales normalmente interactian con la membrana basal (MB) por
medio de su superficie basal, experimentar diferentes cambios bioquimicos que
permiten adquirir el fenotipo mesenquimal, el cual incluye la capacidad de
migracion, invasion y elevada resistencia a la apoptosis [84]. El resto del proceso
de la TEM esta caracterizado por la degradacion de la MB mediada por
metaloproteinasas (MMPs) y la formacion de una “célula mesenquimal” que

puede migrar mas alla de la capa epitelial de la que se originoé (Figura 3).

Fenotipo epitelial Células en transicién Fenotipo mesenquimal

NTe~
2lan ~*—

>

Células epiteliales Pérdida progresiva de Células mesenquimales

marcadores epiteliales y
ganancia de mesenquimales

Figura 3. Transicion epitelio-mesénquima. Proceso que consiste en la pérdida de marcadores
epiteliales (E-cadherina, claudinas, ZO) y ganancia de marcadores mesenquimales (N-cadherina,
vimentina, MMPs), ademas de cambios en el citoesqueleto como el rearreglo de la actina cortical
presente en células epiteliales a fibras de estrés presente en células mesenquimales. Modificado
de Lee JM, 2006 [85].
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La clave para la TEM es la reduccion de la adhesion célula-célula mediante la
represion transcripcional de cadherinas (uniones adherentes), ocludinas y
claudinas (uniones estrechas) y desmoplakinas (desmosomas) [86]. Las fibras de
F-actina del citoesqueleto son reemplazadas por una red de fibras de estrés
regulada por Rho, en el frente de migracion se localizan moléculas de adhesion a
la MEC, incluyendo integrinas avp6, fascina, FAK y cinasa ligada a integrinas
(ILK). Estos cambios son suficientes para que las células se separen, pierdan la
polaridad apicobasal y adquieran una forma mas alargada para facilitar una mayor
migracion celular [87]. La expresion de filamentos intermedios también cambia
durante la TEM, como vimentina y citoqueratinas 5, 6, 14, 15y 17 que son tipicas
de células mesenquimales, mientras que las citoqueratinas epiteliales 8 y 18
estan desreguladas en este proceso [88]. Las MMPs, como las 1, 2, 3, 7,9y 14
expresadas en la TEM, lo que permite a las células penetrar la membrana basal
[89].

Por otra parte, E-cadherina (cadherina epitelial) es necesaria para mantener la
integridad del epitelio en muchos tejidos adultos y embrionarios. La TEM se
caracteriza por la pérdida de E-cadherina, la cual puede deberse a procesos
como el corte proteolitico anormal, pérdida de heterocigocidad y mutaciones que
inactivan E-cadherina, siendo el mecanismo mas estudiado el silenciamiento
transcripcional. La pérdida en la expresion de E-cadherina a nivel transcripcional
se ha observado en diversas lineas celulares de cancer humano, incluyendo
cancer de préstata, mama, colorectal y de tiroides [90].

Durante la progresion del cancer, la TEM puede ser inducida por diversos
estimulos (Figura 4). Existen moléculas secretadas como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), miembros de la familia de TGF-B, Wnt, factor de crecimiento de
fibroblastos y IGF que son capaces de inducir TEM [88].

En el cancer de mama, la union del TGF- a sus receptores en la superficie
celular resulta en la localizacion nuclear de proteinas Smad, las cuales activan la
expresion de factores de transcripcion supresores de E-cadherina, como es el
caso del factor de transcripcion Snail 1 cuya sobreexpresion se relaciona con

tumores de mama metastasicos e invasivos de humanos [91, 92].

-19-|Pagina



Por otra parte, la activacion del factor de transcripcion NFKB es necesaria para
mantener el fenotipo invasivo inducido por Ras. La inhibicion de NFkB en células
epiteliales transformadas por Ras lleva una reduccion de diez veces en la
metéstasis de tumores de mama humanos [93]. Ademas, la sobreexpresion de
una forma constitutiva de NFkB p65 en células MCF10A resulté en el incremento
de vimentina y un fenotipo mesenquimal con tumores de mama metastasicos e
invasivos de humanos [94].
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Figura 4. Vias de sefalizaciéon de la TEM. (a) Receptores de tirosina cinasa (RTK), el receptor de
TGFB (TGFBR) y las vias de sefalizacion de las integrinas pueden llevar a cabo un proceso de
TEM. (b) Distintas vias de sefializacién pueden converger en un Unico componente pero dirigir a
resultados diferentes. RhoA, que se muestra aqui como un ejemplo de un blanco inicial en la via
de transduccion de la TEM, puede inducir o antagonizar la TEM de acuerdo con su nivel de

activacion [95].
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V. JUSTIFICACION

El cancer mamario se ha constituido como un problema de salud publica a
nivel mundial; entre los factores de riesgo asociados a esta enfermedad que han
cobrado importancia en los ultimos afios destacan los relacionados con el alto
consumo de azUcares y grasas saturadas, caracteristico de las dietas
occidentales, las cuales se han asociado a estados de obesidad, DMT2, y
desorden metabdlico que, a su vez, se caracterizan por hiperinsulinemias y altas
concentraciones de acidos grasos libres en circulacibn sanguinea, como es el
caso del &cido linoleico (AL). Aunado a esto, existe evidencia proveniente de
estudios epidemioldgicos y de tipo experimental que han demostrado una
estrecha relacion entre los acidos grasos e hiperinsulinemia con un aumento en el
riesgo de desarrollar cancer de mama.

Diversos estudios han demostrado el papel de varios acidos grasos asi como
de niveles elevados de insulina en procesos clave de la progresion tumoral como
proliferacion, evasion de apoptosis, invasién y migracion. Estos resultados han
demostrado la participacion de varias vias de sefializacién que favorecen dichos
efectos celulares; sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales para
entender los mecanismos especificos involucrados en estos eventos, de manera
puntual los que son desencadenados por la accion de la insulina que es una de
las principales moléculas desregulada en obesidad, DMT2 y que de manera
reciente se ha relacionado estrechamente con procesos neoplasicos.

Por lo anterior, en el presente trabajo analizamos la participacion de la insulina
en los procesos de migracién/invasion en células tumorales mamarias MDA-MB-
231 pretratadas con acido linoleico. De la misma forma, se evaluoé la participacion
de la insulina como inductor de la TEM en células no tumorales MCF10A, siendo
un paso clave durante la metastasis, la cual que es la principal causa de muerte
en pacientes con cancer de mama y cuyos tratamientos para su prevencién no

han sido efectivos.
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V. HIPOTESIS

El AL promueve un incremento en la respuesta a los procesos de
migracion e invasion inducidos por la insulina en células cancerosas
mamarias MDA-MB-231, lo que resulta en un aumento en la capacidad
metastasica de dichas células. Asi mismo, la insulina induce un proceso
similar a la transicion epitelio-mesénquima a través de la via de sefalizacion

del IR en células epiteliales mamarias no tumorales MCF10A.
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VI. OBJETIVOS

VI.1 Objetivo general

Evaluar la participacion de la insulina en procesos cancerigenos tanto en

células de cancer de mama MDA-MB-231 como en células epiteliales

mamarias no tumorales MCF10A.

VI.2 Objetivos particulares

*
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Estudiar la expresion de los receptores de insulina en células MDA-MB-
231 pre-tratadas con AL.

Evaluar la participacion de la insulina en los procesos de invasion,

migracion y proliferacion en células MDA-MB-231 pre-tratadas con AL.

Determinar si la insulina induce migracion en células no tumorales
MCF10A.

Analizar la expresion de marcadores epiteliales y mesenquimales en

células MCF10A tratadas con insulina.

Demostrar que la insulina promueve un proceso de TEM a través del IR

en células no tumorales MCF10A.

-23-|Pagina



VIl. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Material bioldgico

Linea Celular Caracteristicas
Linea celular humana de cancer
mamario invasivo.
MDA-MB-231
Linea celular humana de cancer
mamario no invasivo.
MCF7
Linea celular humana no tumorigénica
de epitelio mamario.
MCF10A
Linea celular humana no tumorigénica
de epitelio mamario.
MCF12A

VIl.2 Reactivos.

Reactivo Fuente de adquisicién
Insulina Sigma (St. Louis, MO)
NDGA Calbiochem-Novabiochem (San

Diego, CA)
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PP2 Calbiochem-Novabiochem (San
Diego, CA)
AH7614 TOCRIS (Minneapolis, USA)
Acido linoleico 99% de pureza
Anti-IRB Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
Anti-IGF-1R3 Cell Signaling (Danvers, MA)
Anti-actina Donado generosamente por el Dr.
Manuel Hernandez (CINVESTAV-
IPN)
Anti-E-cacherina Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
Anti-N-cadherina Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
Vimentina Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
Anti-FAK Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
Anti-p-FAKTYr 397 Invitrogen (Camarillo, CA)
Faloidina rodaminada Sigma (St. Louis, MO)
Anti-IgG de conejo acoplado a Santa Cruz Biotechnology (Santa
peroxidasa HRP Cruz, CA)
HNMPA-(AM)3 Santa Cruz Biotechnology (Santa
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Cruz, CA)

Reactivo de ECL Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
ATP [y-32P] Perkin-Elmer (Boston, MA)

VII1.3. Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer mamario MDA-MB-231 y MCF7 fueron
cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Mientras
que células no tumorigénicas de epitelio mamario MCF10A y MCF12A
fueron cultivadas en medio DMEM/F12. En todos los casos el medio fue
suplementado con 3.7 g/l de bicarbonato de sodio, 5% de suero fetal bovino
(SFB) y una mezcla de antibiéticos en una atmdsfera con CO:2 al 5% y 95%
de aire a 37°C. Para propdsitos experimentales, los cultivos de células MDA-
MB-231 y MCF7 fueron ayunados durante 24 horas previas al pretratamiento
con AL y posterior tratamiento con insulina. Las células MCF10A y MCF12A
fueron ayunadas durante 4 horas en medio DMEM/F12 sin suplementos

antes de su respectivo tratamiento.

VIl.4 Ensayos de estimulacién con acido linoleico e

insulina

Cultivos confluentes de células MDA-MB-231, previamente ayunados,
fueron lavados dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y pretratadas con
AL durante 20 horas. Posteriormente se realizé la estimulacion con insulina
durante 24 horas. Las células MCF12A y MCF7 fueron ayunadas y tratadas
con AL a diferentes tiempos. En el caso de la linea celular MCF10A, los
cultivos fueron tratados con insulina a las concentraciones y los tiempos

indicados posterior a su ayuno. La estimulacion culmino con el aspirado del
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medio (medio condicionado), obteniendo extractos nucleares o extractos

totales segun el caso.

VII.5 Obtencién de extractos totales

Una vez aspirado el medio, las células fueron lisadas en 500 pl de buffer
RIPA (HEPES 50Mm pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA 1mM, ortovanadato de
sodio 1 mM, NaF 100 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, glicerol 10%, Triton-
X100 1%, desoxicolato de sodio 1%, MgCl2 1.5 mM, PMSF 1 mM) para la
obtencién de las proteinas totales. Los lisados fueron centrifugados a 12,000
rpm durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante fue colectado en microtubos
de plastico. La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método de
micro Bradford [64].

VIl.6 Western Blot

Después de los tratamientos las células fueron recuperadas y lisadas con
buffer RIPA frio. Las proteinas obtenidas fueron mezcladas con buffer de
carga (Tris-HCI 200 mM pH 6.8, EDTA 1 mM, SDS 6%, 2-mercaptoetanol
4%, glicerol 10%) y cargadas en un gel SDS-PAGE al 8% para
electroforesis, para posteriormente ser transferidas a una membrana de
nitrocelulosa en cadmara humeda (BioRad). Posteriormente, se realizé la
tincién de las membranas con rojo de Ponceau para verificar la eficiencia en
la transferencia de las proteinas. Para evitar interacciones inespecificas, se
cubrieron los sitios irrelevantes incubando las membranas durante una hora
a temperatura ambiente en solucion de bloqueo usando 3% de leche baja en
grasa en PBS/Tween 20 al 0.1%. Después de un breve lavado con PBS, las
membranas fueron incubadas durante 12 horas a 4°C con el anticuerpo
primario correspondiente; posteriormente se realizaron 3 lavados con
PBS/Tween al 0.1%. Para la deteccion de las proteinas de interés se utilizo
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP) en
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PBS/Tween 20 al 0.1% durante dos horas en agitacion constante. En
seguida, las membranas fueron lavadas tres veces con PBS/Tween 20 al
0.1%. Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas usando los reactivos
de deteccion de quimioluminiscencia. La intensidad relativa de las bandas
resultantes fue determinada usando los programas Imaged (NIH, USA) y
GraphPad Prism.

VII.7 Ensayo de migracion de cierre de herida o “scratch”

Una vez que los cultivos celulares alcanzaron el 100% de confluencia en
cajas de 35 mm, las células fueron sometidas a supresion con DMEM sin
suero durante 24 horas para los cultivos de MDA-MB-231 y MCF7 y con
DMEM/F12 sin suero durante 4 horas para las células MCF10A. Después se
trataron con 12 puM de mitomicina C durante 2 horas para evitar la
proliferacion celular. Posteriormente, se realizé una rayadura de manera
manual en el centro de la caja utilizando una punta estéril de 200 uL y se
lavéd dos veces con PBS 1X para remover las células suspendidas.
Finalmente, a cada cultivo se le dié el tratamiento correspondiente,
transcurrido el periodo necesario en cada caso, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% vy tefiidas con azul de Coomassie. El progreso de la
migracion celular en la herida fue fotografiado usando un microscopio
invertido acoplado a una camara, y la migracion celular fue cuantificada

utilizando el programa ImageJ (NIH,USA).

VII.8 Ensayo de migracion en camara de Boyden

Los ensayos de migracion se efectuaron en camaras de Boyden con filtro
de poro de 0.8 ym de diametro. Los cultivos celulares fueron sometidos a
supresion de suero durante 24 h, para el caso de las células MDA-MB-231 y

4 h para células MCF10A. Dos horas previas al experimento, las células
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fueron tratadas con mitomicina C. Transcurrido este tiempo, las células
fueron despegadas con tripsina 0.25% y verseno 0.02% y se realiz6 un
conteo celular en cAmara de Neubauer para posteriormente colocar 100,000
células en la parte superior de la camara resuspendidas en medio DMEM sin
suero para células MDA-MB-231 y DMEM-F12 sin suero para células
MCF10A. En la parte inferior de la camara se colocaron 500 pl con las
diferentes condiciones de pre-tratamiento con AL y estimulacion con insulina.
Las células se incubaron durante 20 horas a 37°C con un pretratamiento de
AL y 24 horas con insulina, tras lo cual se aspiraré el medio de los dos
compartimientos. En el caso de las células MCF10A el ayuno se realizd
durante 4 h en medio DMEM-F12 libre de suero, se estimularon con insulina
e incubaron durante 48 h. Las células fueron fijadas con metanol frio durante
5 min para posteriormente remover de la parte superior de la camara las
células que no migraron utilizando un hisopo de algodén. Una vez realizado
este procedimiento, las células contenidas en la parte inferior fueron tefidas
con cristal violeta 0.1% durante 10 min. Las membranas fueron lavadas 4
veces con agua bidestilada y el colorante fue eluido con 200 ul de acido
acético al 10%, la solucion resultante se analiz6 empleando un
espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm. Los resultados se

graficaron respecto al basal y se les realiz6 andlisis estadistico.

VII.9 Zimografia en gelatina

Los cultivos confluentes de células MDA-MB-231 y MCF10A fueron
ayunados y lavados dos veces con PBS 1x y tratados segun el caso. Las
células MDA-MB-231fueron sometidas a un pretratamiento con AL durante
20 horas y estimuladas con insulina durante 24 h mas. Por otro lado, los
cultivos de células MCF10A fueron tratados con insulina a diferentes tiempos.
Después de la estimulacién los medios condicionados fueron colectados vy
concentrados usando filtros Centricon (Millipore). La actividad proteolitica fue
analizada usando el medio condicionado en geles de poliacrilamida al 8%
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copolimerizado con gelatina a una concentracion de mg/mL  [96].
Brevemente, voliumenes iguales de medios condicionados sin calentar fueron
mezclados con buffer de muestra (SDS 2.5%, sacarosa 1%, rojo de fenol
4ug/ml) sin agentes reductores y se corrieron en geles de acrilamida al 8%
copolimerizado con gelatina. Después de la electroforesis a 85 V durante 2
horas, los geles fueron lavados tres veces con Triton X-100 al 2.5% durante
30 min a temperatura ambiente para quitar el SDS. Posteriormente, los geles
fueron incubados en amortiguador de activacion de MMPs (Tris-HCI 50 mM,
CaClz2 5 mM, pH 7.4) a 37°C durante 48 horas. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion los geles fueron fijados y tefiidos con Coomassie
brillante azul G-250 en acido acético 10% y metanol 30%. La actividad
proteolitica de las MMPs fue visualizada como bandas translicidas en un
fondo tefiido sin degradar. Las imagenes fueron capturadas utilizando un

analizador de imagenes BioRad.

VII.10 Ensayo de invasion

El ensayo de invasion celular fue llevado a cabo mediante el método de
camara de Boyden modificado en placas de cultivo de 24 pozos que contenian 12
insertos con una membrana con poros de 8 um de diametro (Costar Corning Inc.).
Brevemente, se adicionaron 30 ul de BD Matrigel a una concentracion de 7
mg/mL en la parte superior de los insertos y se dejaron en incubacién a 37°C
durante toda la noche. Posteriormente, las células sujetas a ayuno fueron
colocadas en la parte superior de la cAmara a una concentraciéon de 1 x 10°
células/pozo resuspendidas en 100 yl de DMEM o DMEM-F12 sin suero (segun el
caso), mientras que en la parte inferior fueron colocados los pretratamientos con
AL y estimulos con insulina correspondientes. A continuacion, las células fueron
incubadas por 44 h para células MDA-MB-231 y 30 h para células MCF10A a
37°C en una atmosfera de CO:2 al 5%. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, las células que permanecian sobre el matrigel fueron retiradas con

ayuda de un hisopo, mientras que las células que invadieron hacia la parte
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inferior del inserto fueron lavadas con agua MilliQ y fijadas con metanol frio
durante 5 minutos. La cuantificacion de células que invadieron fue cuantificado
mediante la tinciébn con cristal violeta al 0.1% en PBS. Una vez tefidas, el
colorante fue eluido con 500 ul de acido acético al 10%, y la absorbancia fue
evaluada en un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm. El valor de
fondo fue obtenido de los pozos sin células. Los resultados se graficaron como

promedio de las absorbancias.

VII.11 Ensayo de proliferacion

Cultivos de células MDA-MB-231 fueron llevados a confluencia en placas de
96 pozos con un columen final de 10 pl de medio de cultivo. Después del ayuno,
los cultivos fueron lavados dos veces con PBS, y las células fueron equilibradas
en medio de cultivo DMEM sin suero por al menos 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, las células fueron pretratadas con 90 pyl de AL durante 20 h.
Posteriormente, las células fueron lavadas y estimuladas con insulina por 24 h.
Una vez concluido el periodo de estimulacion, se adicionaron 10 ul del reactivo
WST-1 en cada pozo. Finalmente, los cultivos fueron incubados durante 0.5-4 h'y

se procedié a medir la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.

VII.12 Preparacion de extractos nucleares para EMSA

Los cultivos de células MCF10A fueron lisados en 500 ul de buffer hipoténico
(Tris-HCI 10 mM pH 7.0, NaCl 10 mM, MgCl2 6 mM, NaF 3.2 mM, NasVOas 1 mM,
DTT 1 mM, PMSF 1 mM) e incubados durante 10 minutos a 4°C para después
adicionarles 5 pl de IGEPAL al 10% y agitarlos suavemente durante 5 minutos.
Posteriormente fueron centrifugados a 2,600 rpm durante 5 minutos a 4°C, el
sobrenadante (fraccion citoplasmica) fue descartado, y la pastilla (fraccion
nuclear) fue lavada dos veces con el buffer hipotonico para eliminar los residuos

citoplasmicos. Los extractos nucleares fueron obtenidos mediante la adicion de 40
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Ml de buffer hipertonico (HEPES 20 mM pH 7.9, NaCl 420 mM, glicerol 20%,
MgClz2 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, NasVOs4 1 mM, NaF 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.2
mM) con agitacion vigorosa durante 15 minutos a 4°C, posteriormente se
centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue

recuperado y cuantificado mediante el método de micro-Bradford.

VII.13 Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

5 ug de los extractos nucleares obtenidos fueron incubados con 1 pg de
oligonucledtidos de doble cadena con sitios especificos para NFkB (5'-
AGCTAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGG-3) y para E-box (5-
GTGATGACACCTGCCTGTAGCATTCCA-3) marcados previamente con ATP
[3°P] [12, 13] usando la enzima polinucleétido cinasa T4, junto con 3 ug de poli
(dI-dC), HEPES 0.25 M pH 7.5, KCI 0.6 M, MgCl2 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 7.5
mM vy glicerol 9% por 20 minutos. Un exceso de cien veces de oligonucledtido sin
marcar (NFKB o E-box) y oligonucleotido irrelevante fueron usados como
competidores especifico y no-especifico, respectivamente. Las muestras fueron
separadas en geles de poliacrilamida al 6% en buffer TBE (Tris-acido bérico-

EDTA) 0.5X; los geles fueron secados y analizados por autorradiografia.

VIl.14 Extraccion de RNA total, sintesis de cDNA y PCR
tiempo-real (RT-qPCR)

El RNA total fue extraido de las células mediante el método de un solo
paso, usando el reactivo Trizol (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante y posteriormente se analizara su integridad y pureza utilizando
el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para la PCR en tiempo real, la
expresion relativa de genes fue determinada usando el kit SYB Green PCR
Master Mix (BioRad) en un termociclador Applied Biosystems 7300 Real-
time PCR System de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
amplificacion fue realizada por 40 ciclos de 3 minutos a 95°C, 60 segundos a
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60°C y 3 minutos a 72°C. Los primers utilizados se enlistan en la tabla 1 y se
usaron 12.5 pmol/ul de cada uno. Cada una de las muestras fue realizada
por triplicado y la estandarizacion de los niveles de expresion génica fueron

normalizados con respecto a los datos que se obtuvieron de la amplificacion

del gen de B-actina.

Tabla de oligonucleétidos usados para PCR tiempo-real

Gen Forward (5’ - 3’) Reverse (5 - 3’)

E-cadherina CGACCAACACAAGAATCTA CCCCGTCAGAACATAACTTT

Snaill GCGAGCTGCAGGACTCTAAT CCTGTGTCCTCATCTGACA
Snail2 TTCGGACCCACCCATTACCT TTGGAGCAGTTTTTGCACTG
Twistl GGAGTCCGCAGTCTTCCGAG | TGGAGGACCAGGTAGAGGAA
Twist2 AGCAAGAAGTCGAGCCAAGA | CAGCTTGAGCGTCTGGATCT
Sipl AATGGCAACAGCAACAAGTG CCCCGTCAGAACATAACTTT
ZEB1 GCACAACCAAGTGCAGAAGA | CATTTGCAGATTGAGGCTGA
B-actina TCCCTGGAGAAGAGCTACGA | AGCACTGTGTTGGCGTACAG

VII.15 Microscopia confocal

Células MDA-MB-231 y células MCF10A fueron sembradas y una vez
que alcanzaron el 70% de confluencia, las células MDA-MB-231 fueron
ayunadas y pretratadas con AL 90 uM durante 20 horas, posteriormente se
retird el medio y se coloc6 medio DMEM fresco con insulina 340 nM durante
24 h, considerando las siguientes condiciones: Control, insulina, AL y AL-
insulina. En el caso de los cultivos MCF10A las células fueron estimuladas
con insulina 300 NnM y sometidas a un ensayo de cierre de herida. Una vez
concluida la estimulaciéon, en ambos casos, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 20 min, y lavadas 3 veces con PBS 1X.
Posteriormente se adicion0 a las células el anticuerpo anti-IRB (Dil 1:100),
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anticuerpo anti-IGF-1RB (Dil 1:100), anticuerpo anti-vimentina (Dil 1:100)
anticuerpo acoplado a FITC (Dil 1:100) y faloidina rodaminada (Dil 1:200)
segun el caso, dejandolas en camara humeda toda la noche a 4 °C. Una vez
terminadas las tinciones, los cubreobjetos fueron montados en un
portaobjetos donde previamente se habia colocado una gota de Vecta
Shield. Las células fueron observadas utilizando un microscopio confocal
Leica TCS SP2.

VII.16 Andlisis estadistico

Los resultados son expresados como promedio = D. E. Los datos fueron
analizados estadisticamente usando la prueba ANOVA de una via y la prueba de
comparacion multiple de Dunnett. La probabilidad estadistica P<0.05 fue
considerada significativa. Todo el andlisis estadistico fue realizado de un minimo

de tres experimentos independientes.
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VIIl. RESULTADOS

VII.1 El AL induce un incremento en la expresion de IR e IGF-1R en

células cancerosas mamarias MDA-MB-231

La resistencia a la insulina es una condicion patolégica caracterizada por una
desregulacion en la sefializacion de la insulina en la sangre. La resistencia a la
insulina es uno de los componentes recurrentes en patologias como sindrome
metabdlico, obesidad, DMT2 y cancer [97]. Tanto el IR como el IGF-1R se han
encontrado sobreexpresados en algunas células cancerosas, proponiéndose a
ambos receptores como piezas clave en la promocion y desarrollo de cancer via
el incremento de los niveles de insulina [42, 98]. Por tal motivo, se decidi6 evaluar
si el AL induce un incremento en la expresion del IR e IGF-1R, para lo cual,
células MDA-MB-231 y MCF7 fueron tratadas a diferentes tiempos con 90 uM de
AL y posteriormente lisadas; los lisados celulares resultantes fueron analizados
mediante Western blot con un anticuerpo especifico anti-IRf o bien anti-IGR-1R}.
Como se muestra en la figura 5, el tratamiento de las células con AL indujo un
aumento en la expresion del IR (Figura 5A, panel superior) y del IGF-1R (Figura
5B, panel superior) llegando a un maximo a las 20 y 30 h respectivamente en
células MDA-MB-231, mientras que en los cultivos celulares MCF7 el incremento
s6lo se presentd en la expresion del IR (Figura 5C, panel superior).
Posteriormente, se determind si el tratamiento con AL induce un incremento en la
expresion de los receptores IR e IGF-1R en una linea celular epitelial no
tumorigénica MCF12A. En contraste, el AL no indujo incremento alguno en la
expresion de dichos receptores en células epiteliales mamarias no tumorigénicas
MCF12A (Figura 5E-F, panel superior). Se utilizaron anticuerpos anti-actina como
controles de carga (Figuras 5A-F, panel inferior).

Para corroborar estos resultados, células MDA-MB-231 fueron cultivadas en
cubreobjetos y pretratadas o no con 90 uM de AL por 20 horas. Posteriormente,
las células fueron lavadas y estimuladas o no con 340 nM de insulina durante 24

h. Los cultivos fueron fijados y tefiidos para inmunofluorescencia usando los
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anticuerpos anti-IRB, anti-IGF-1RB y faloidina rodaminada para la deteccion de
actina. Como se muestra en la figura 6A-B el tratamiento con insulina no induce
un incremento en la expresion de IR e IGF-1R; sin embargo, el pretratamiento con
AL y la posterior estimulacién con insulina induce un incremento en la expresion
de estos receptores (IR, IGF-1R).
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Figura 5. ElI AL induce un aumento en la expresion del IR e IGF-1R en células de cancer de
mama. Células MDA-MB-231 (Panel A y B), células MCF7 (Panel C y D) y células MCF12A (Panel
E y F) fueron tratadas con 90 uM de AL a diferentes tiempos y lisadas. Los lisados fueron

analizados por Western blot con anticuerpo anti-IRB y anticuerpo anti-IGF-1RB. Se utilizé
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anticuerpo anti-actina como control de carga. Los graficos representan la media + desviacion
estandar (D. E.) y son expresados como las veces de aumento en IR e IGF-1R por encima de los

valores de las células sin estimular. Los asteriscos denotan las comparaciones hechas con las

células no estimuladas. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
0.0 l—l—'

Pretrat. AL . Pretrat. AL -
Ins Ins - + +

B

Pretrat. AL - -
Ins - + +

MDA-MB-231
A)

IR

[
=

—
on

F-actina

—
[ —]

=]
n

Merge
Intensidad de fluorescencia IR
(Veces del basal)

B)

F-actina

o
@
S
[

=

Intensidad de fluorescencia IGF-1R
(Veces del basal)

Pretrat. AL -
Ins -

Figura 6. AL promueve un incremento en la expresién de IR e IGF-1R inducida por insulina en
células MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 fueron pretratadas o no con AL 90 uM por 20 horas.
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Los cultivos fueron lavados y estimulados (+) o no estimulados (-) con 340 nM de insulina durante
24 horas. Las células fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo anti-IR (Panel A) o anti-IGF-1R
(Panel B) conjugado a FITC. Actina fue tefiida con faloidina rodaminada. Las imagenes fueron
obtenidas por medio de microscopia confocal. IR e IGF-1R se muestran en verde, mientras que
las estructuras de F-actina se observan en rojo. Las gréaficas representan la intensidad media de
fluorescencia de tres experimentos independientes y son expresados con respecto a las células
que no recibieron ningun tratamiento. Los asteriscos denotan las comparaciones hechas con las
células no estimuladas, asi como con células pretratadas o no con AL y estimuladas con insulina.
*P<0.05, *P<0.01.

VIII.2 El AL induce un incremento en la expresion de IR e IGF-1R a

través de una via dependiente de FFAR4

Debido a que FFAR es activado por acidos grasos libres, como el AL [51], se
decidié analizar si FFAR4 regula el incremento de la expresion de IR e IGF-1R
inducida por el pretratamiento con AL. Para lo cual cultivos celulares de MDA-MB-
231 fueron tratados con AH7614 20 pM, el cual es un inhibidor selectivo de
FFAR4 [99], y posteriormente fueron estimulados con AL 90 pM durante 20 h.
Una vez transcurrido este tiempo, las células fueron lisadas y la expresion de los
receptors fue analizada mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-IR y
anti-IGF-1R. Como se ilustra en la figura 7 A y B, el AL induce un incremento de
la expresion de IR e IGF-1R a través de una via de sefalizacién dependiente de
FFAR4 en células de cancer mamario MDA-MB-231.

Por otra parte, estudios previos en nuestro laboratorio han establecido que el
AL induce la activacién de Src, asi como también un proceso de migracion a
través de LOXs y una via dependiente de Src en células MDA-MB-231 [100].
Debido a esto, se decidié analizar el papel de LOXs y Src en el incremento de la
expresion de IR e IGF-1R inducida por AL. Para lo cual, cultivos de células MDA-
MB-231 fueron tratadas con NDGA o PP2 10 uM, los cuales son inhibidores
selectivos de la actividad de LOXs y Src, posteriormente las células fueron
estimuladas con AL 90 uM durante 20 h. La expresién de los receptores fue
analizada mediante el Western blot de los lisados celulares utilizando anticuerpos

anti-IR y anti-IGF-1R. Los resultados muestran que el AL induce un incremento de
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la expresion de IR e IGF-1R a través de una via de sefializacion dependiente de

LOXs y Src en células de cancer mamario MDA-MB-231 (Figura 7C y D).
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Figura 7. El AL induce un incremento en la expresion del IR e IGF-1R a través de FFAR4, en una
via dependiente de LOXs y Src en células MDA-MB-231. Cultivos de células MDA-MB-231 fueron
(+) o no (-) tratados con AH7614 20 uM (Panel Ay B), NDGA 10 uM y PP2 10 uM (Panel Cy D) y
tratadas con AL 90 uM durante 20 h y lisadas. Los lisados fueron analizados por medio de
Western blot con anticuerpos anti-IR y anti-IGF-1R. Anticuerpo anti-actina fue utilizado como
control de carga. Las gréaficas son la media + desviacion estandar (D. E.) y son expresados como
las veces de aumento en IR e IGF-1R por encima de los valores del control. Los asteriscos

denotan las comparaciones hechas con las células no estimuladas. *P<0.05, **P<0.01.

VIII.3 EI AL promueve un incremento en la migracion celular inducida por
lainsulina en células MDA-MB-231

Previamente; se ha demostrado que el AL promueve migracion celular en
células de cancer de mama MDA-MB-231 [100]. Por ello se determin6 si un
pretratamiento con AL era capaz de inducir migracion en células tratadas
posteriormente con un estimulo de insulina. Basandose en lo anterior, células
MDA-MB-231 fueron cultivadas hasta alcanzar un 100% de confluencia y después
tratadas con 40 yM de mitomicina C durante 2 h. A los cultivos celulares se les
realizd una rayadura con la punta estéril de una pipeta automatica de 200 ul y
posteriormente fueron pretratados con AL 90 uM durante 20 h. Transcurrido este

tiempo se procedidé a estimularlos con insulina 340 nM durante 24 horas mas.
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Como se muestra en la figura 8, las células pretratadas con AL y posteriormente
estimuladas con insulina mostraron un aumento significativo en su patrén
migratorio hacia el centro de la herida en comparacién con las células que
Unicamente recibieron el pretratamiento con AL o solo fueron estimuladas con
insulina (Panel A). Para corroborar los resultados se llevo a cabo un ensayo de
migracion en camara de Boyden bajo las mismas condiciones. Como podemos
observar, de acuerdo a los resultados previos, la insulina induce una migracion
mayor en las células pretratadas con AL que en las células que no recibieron
dicho pretratamiento (Figura 8B).

Posteriormente, se analizo si la insulina promueve incremento en la migraciéon
en otra linea celular de cancer mamario al recibir el pretratamiento con AL. De
esta manera, cultivos de células MCF7 fueron tratados con mitomicina C, lavados
y pretratados con AL 90 uM durante 20 h. En seguida, fueron estimulados con
insulina 340 nM por 24 horas. Como se aprecia en la figura 8C la insulina
promueve una migraciéon mayor en los cultivos de células MCF7 pretratados con

AL en compracion con aquellos que no recibieron dicho tratamiento.
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Figura 8. El pretratamiento con AL promueve un incremento en la migracién inducida por insulina.
Panel A. Cultivos confluentes de células MDA-MB-231 fueron rayados con la punta de una pipeta
estéril y pretratados con 90 uM de AL por 20 h. Los cultivos fueron lavados y estimulados (+) o0 no
estimulados (-) con 340 nM de insulina durante 24 h. Panel B. Se realizaron ensayos de migracion
en camara de Boyden donde células MDA-MB-231 fueron pretratadas con 90 uM de AL por 20 h.
Los cultivos fueron lavados y estimulados (+) o no (-) con 340 nM de insulina durante 24 h. Panel
C. Cultivos confluentes de células MCF7 fueron rayados con la punta de una pipeta estéril y
pretratados con 90 uM de AL por 20 h. Los cultivos fueron lavados y estimulados (+) o no (-) con
340 nM de insulina durante 24 h. Las graficas representan la media + desviacion estandar (D. E.)
de migracién de tres experimentos independientes y son expresados con respecto a las células
que no recibieron ningun tratamiento. Los asteriscos denotan las comparaciones hechas con las
células no estimuladas, asi como con células pretratadas o no con AL y estimuladas con insulina.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

VIIl.4 El pretratamiento con AL incrementa la secreciéon de MMP-9,
invasion y proliferacion celular inducidos por insulina en células MDA-MB-
231

Debido a que se ha relacionado la participacion de la insulina en procesos de
proliferacion y migracion en cancer de mama [101] se analiz6 la participacion del
AL en estos procesos celulares. Por lo tanto, se evalud si el AL promueve un

incremento en la secrecion de MMP-2 y MMP-9 inducida por insulina. Cultivos de
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células MDA-MB-231 fueron pretratados o no con 90 uyM de AL durante 20 horas,
posteriormente los cultivos celulares fueron lavados y tratados con 340 nM de
insulina por 24 h. Posteriormente, los medios condicionados fueron recolectados
para ser sometidos a una zimografia en gelatina. Por otro lado, las células fueron
lisadas y volumenes iguales de lisado fueron analizados por Western blot con un
anticuerpo anti-actina para confirmar el mismo nimero de células usado en cada
condicion experimental.

Como se muestra en la figura 9A, el pretratamiento con AL indujo un
incremento en la secrecion de MMP-9 de forma dependiente del tiempo. En
contraste, el pretratamiento con AL no indujo incremento en la secrecion de MMP-
2.

Posteriormente, se analizo la capacidad de las células pretratadas con AL y
estimuladas con insulina para inducir invasion celular utilizando el método de
camara de Boyden, asi como también se estudié el proceso de proliferacion
mediado por AL en células estimuladas con insulina. En ambos casos, cultivos de
células MDA-MB-231 fueron pretratadas o no con 90 uM de AL durante 20 h.
Posteriormente, los cultivos celulares fueron lavados y tratados con 340 nM de
insulina por 24 horas. Los resultados muestran que las células pretratadas con AL
muestran mayor invasion y proliferacion celular inducida por insulina que las

células que no fueron sometidas al pretratamiento con AL (Figura 9B-C).
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Figura 9. AL incrementa la invasion y proliferacion celular inducida por insulina. Panel A. Células
MDA-MB-231 fueron pretratadas o no con 90 uM de AL durante 20 horas, posteriormente fueron
estimuladas o no con 340 nM de insulina por 24 horas y el medio condicionado fue recolectado. La
secrecion de MMP-2 y MMP-9 fue analizada utilizando geles de poliacrilamida 8% co-polimerizado
con gelatina como sustrato. Lisados totales fueron usados en Western blot contra un anticuerpo
anti-actina como control de carga. Panel B. Células MDA-MB-231 fueron cultivadas sobre una
capa de matrigel en cAmaras de Boyden, enseguida fueron pretratadas con AL y/o insulina y se
evalué la invasion celular. Panel C. Cultivos de células MDA-MB-231 fueron cultivadas y tratadas
bajo las condiciones antes mencionadas y su capacidad de proliferacion fue evaluada utilizando el
reactivo WST-1, los cultivos fueron incubados y su absorbancia fue medida a 450 nm. Los graficos
representan la media + desviacion estandar (D.E.) de al menos tres experimentos independientes
expresados en veces del basal. Las comparaciones fueron hechas con las células estimuladas asi
como con las células pretratadas o no con AL y estimuladas con insulina. *P<0.05, *P<0.01,
***P<0.001.
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VIIL.5 Insulina promueve un proceso de migracion en células epiteliales

no tumorales MCF10A a través de la via del IR

Debido a que la resistencia a la insulina se ha relacionado con patologias
como el cancer [97], se evallo la participacion de la insulina en la TEM, la cual es
un mecanismo clave durante el desarrollo de la metastasis y es el proceso
mediante el cual las células adquieren la capacidad de moverse [85]. Por lo cual,
se analizé si la insulina induce migracion. Cultivos confluentes de células
MCF10A fueron utilizados en ensayos de cierre de herida. Los cultivos fueron
tratados con concentraciones crecientes de insulina e incubados durante 48
horas. Los resultados indican que la insulina indujo un incremento significativo en
el patron de migracion hacia el centro de la herida de una manera dependiente de
la concentracién, esto fue confirmado con la cuantificacion del porcentaje de area
cerrada en los ensayos (Figura 10A). Posteriormente, se determiné si la insulina
promueve un aumento en la expresion del IR, para lo cual cultivos de células
MCF10A fueron tratadas con 300 nM de insulina durante diferentes tiempos y
lisadas. La expresion del IR fue analizada por Western blot con un anticuerpo
anti-IRB. Como de muestra en la figura 10B la insulina no induce un incremento
en la expresion del IR en células mamarias no tumorigénicas MCF10A.

Los resultados anteriores fueron corroborados en ensayos de migracion celular
utilizando el método de camara de Boyden. Para lo cual células MCF10A fueron
tratadas con concentraciones crecientes de insulina. De acuerdo a los resultados
previos, la insulina promueve migracion de una manera dependiente de la
concentracion en células MCF10A (Figura 10C). Debido a que la insulina tiene la
capacidad de activar al IR, IGF-1R e IR/IGF-1R, se evalu6 el papel del IR en la
migracion celular inducida por insulina. Para este fin, se llevaron a cabo ensayos
de migracion en caAmara de Boyden utilizando células MCF10A, las cuales fueron
tratadas con HNMPA-(AM)3 200 uM durante 2 h, el cual es un inhibidor especifico
del IR humano. Posteriormente, las células fueron estimuladas con insulina 300
nM durante 48 h. La figura 10D muestra que la migracion inducida por la insulina

en las células tratadas con HNMPA-(AM)3 es inhibida completamente.

-47-|Pagina



A) Migracién

T
1

e — sk ¥
. ~ © 4+ k% kk
4 c @
H‘ 7 0 g 3+
200nM Ins £ 3
_ ., 5%, .
=2
L g e
'.“ll‘" =
". . A"r R \ 4 __',"w',-‘ f“\: 04
300nMIns 600nM Ins 1000nM Ins Ctrl 100 200 300 600 1000
Ins (nM)
B) IR Blot 2.0
H
0 15
2
v
(2}
3
0 0.5-
0.0
Tiempo (h) 30 3 6 9 12 24 30 Tiempo(h) 30 3 6 9 12 24 30
300 nM Ins 300 nM Ins
C) D)
— 5 ok Kok = 4
8 4 ******** 8 sk k
;5 3 :g 8 9
D 2 2
=R =3,
0 04
Ctrl 100 200 300 600 1000 Ins - + - +
HNMPA-(AM)3 - - +  +

Ins (nM)

-48-|Pagina



Figura 10. La insulina promueve migracion celular mediante la sefializacion del IR. Panel A.
Células MCF10A fueron cultivadas hasta llegar a confluencia y pretratadas con mitomicina C 12
MM durante 2 h y estimuladas con diferentes concentraciones de insulina. Las fotografias fueron
tomadas 48 horas después del tratamiento. Panel B. Células MCF10A fueron tratadas con 300 nM
de insulina por diferentes tiempos y lisadas. Los lisados fueron analizados mediante Western blot
con un anticuerpo anti-IRB y anti-actina como control de carga. Panel C. Se llevaron a cabo
ensayos de migracion en camara de Boyden utilizando células MCF10A estimuladas con
diferentes concentraciones de insulina. Panel D. Células MCF10A fueron tratadas con (+) o sin (-)
HNMPA-(AM)3 200 pM durante 2 h y el ensayo de migracién en cAmara de Boyden fue llevado a
cabo estimulando a las células con insulina 300 nM durante 48 h. Los gréficos representan la
media * desviacion estandar (D.E.) de al menos tres experimentos independientes expresados en
veces del basal. Las comparaciones fueron hechas con las células control (no estimuladas).
*P<0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P<0.0001.

VIII.6 Insulina induce disminucion de los niveles de expresion de E-

cadherina

La TEM involucra la pérdida de E-cadherina [102], por lo se determine si la
insulina induce disminucion en la expresion de E-cadherina. Cultivos de células
MCF10A fueron tratados con 300 nM de insulina por varios tiempos y lisados. Los
lisados fueron analizados mediante Western blot usando anticuerpos anti-E-
cadherina y anti-actina como control de carga. Como se observa en la figura 11A
(panel superior) el tratamiento con insulina indujo una disminucion en la expresion
de E-cadherina durante las 3, 6, 9 y 12 horas, recuperandose a las 24 horas de
estimulo. A continuacién, se evalu6 si el tratamiento con insulina presentaba
algun efecto sobre la expresion del RNAm de E-cadherina. Para lo cual, células
MCF10A fueron tratadas con 300 nM de insulina por 3 horas, el RNA total fue
obtenido y los transcritos de E-cadherina fueron analizados RT-qPCR en tiempo-
real. Los resultados indican que la insulina promueve la disminucion de los

transcritos de E-cadherina a las 3 horas, tal y como se observa en la figura 11B.
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Figura 11. Insulina promueve disminucion transitoria de la expresion de E-cadherina. Panel A.
Células MCF10A fueron tratadas con 300 nM de insulina por diferentes tiempos y lisadas. Los
lisados fueron analizados mediante Western blot con un anticuerpo anti-E-cadherina y anti-actina
como control de carga. La grafica de densitometria representa la media + desviacidon estandar
(D.E.) de tres experimentos independientes. Panel B. Cultivos de MCF10A tratados con 300 nM
de insulina durante 3 horas fueron sometidos a extraccion de RNA total. Se cuantific6 RNAm de E-

cadherina mediante PCR en tiempo-real. . *P < 0.05, **P < 0.01.
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VIII.7 Insulina promueve la activacion de FAK y el incremento en la

expresion de N-cadherina y vimentina

FAK es un mediador de la migracién celular por lo tanto juega un papel
importante en el proceso de TEM [93]. Por lo que se analiz6 si la insulina induce
la activacion de FAK dada por la fosforilacion en su Tyr-397. Las células MCF10A
fueron estimuladas con 300 nM de insulina por diferentes tiempos y lisadas. Los
lisados fueron analizados por Western blot con un anticuerpo anti-p-FAK3%’. Los
resultados muestran que la insulina induce un incremento en la fosforilacion de
FAK en la Tyr-397 (activacion) de una forma dependiente del tiempo (Figura 12A).

Por otra parte, la represibn de la transcripcibn de E-cadherina esta
acompafiada por la induccion de N-cadherina, a este evento se le denomina
switch de cadherinas y se propone que contribuye en la progresién del cancer
[103, 104]. La expresion de filamentos intermedios también se ve afectada
durante la TEM, como es el caso de la vimentina [88]. Dado lo anterior se
determind si el tratamiento con insulina induce un incremento en la expresion de
N-cadherina y vimentina. Para este fin, cultivos de células MCF10A fueron
tratados con 300 nM de insulina por diferentes tiempos, las células fueron lisadas
y analizadas mediante Western blot usando anticuerpos anti-N-cadherina, anti-
vimentina y anti-actina como control de carga. Los resultados obtenidos
demostraron que la insulina induce la expresién de N-cadherina y vimentina como
es observado en la figura 12B y 13A respectivamente.

Para corroborar los resultados anteriores, se evaluo el patron de expresion de
vimentina en células MCF10A tratadas con insulina mediante microscopia
confocal. Cultivos de celulares MCF10A fueron usados en ensayos de migracion
de cierre de herida, tratados con insulina durante 48 horas y manipulados para
microscopia confocal. Las células fueron permeabilizadas e incubadas con
anticuerpo anti-vimentina (verde) y la F-actina fue tefiida con faloidina rodaminada
(rojo). Como es observado en la figura 13B, las células sin tratamiento presentan
una expresion basal de vimentina, sin embargo, las células tratadas con insulina

presentaron un notable incremento en la expresion de la misma.
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Posteriormente se determind el papel del IR en la expresion de vimentina
inducida por la insulina. Células MCF10A fueron tratadas con HNMPA-(AM)3 200
MM durante 2 h y estimuladas con insulina 300 nM por 6 h y lisadas. Los lisados
fueron analizados mediante Western blot con anticuerpos anti-vimentina y anti-
actina. Los resultados demostraron que el tratamiento con el inhibidor de IR
(HNMPA-(AM)3) abatié completamente la expresion de vimentina inducida por la
insulina (Figura 13C).
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Figura 12. Activacion de FAK e incremento en la expresion de N-cadherina inducido por la
insulina. Panel A. Células MCF10A fueron tratados con 300 nM de insulina durante diferentes
tiempos y lisadas. Los lisados fueron analizados mediante Western blot y revelados con un
anticuerpo anti-FAK-Tyr(P)3%7 y anti-actina como control de carga. Panel B. Células MCF10A
fueron estimuladas con 300 nM de insulina durante diferentes tiempos y lisadas. Los lisados
fueron analizados mediante Western blot con un anticuerpo anti-N-cadherina y anti-actina como
control de carga. Las graficas de densitometria representan la media + desviacién estandar (D.E.)

de tres experimentos independientes. **P < 0.01, **P < 0.001.
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Figura 13. Incremento en la expresion de vimentina inducido por insulina mediado por la
sefializacion del IR. Panel A. Cultivos de células MCF10A fueron tratados con 300 nM de insulina
durante diferentes tiempos y lisados. Los lisados se analizaron mediante Western blot y revelados
con anticuerpo anti-N-vimentina y anti-actina como control de carga. La gréafica de densitometria
representa la media + desviacion estandar (D.E.) de tres experimentos independientes. *P<0.05,
**pP < 0.01. Panel B. Células MCF10A fueron crecidos en cajas de 35 mm y pretratados con
mitomicina C durante 2 horas, posteriormente se hizo una rayadura con la punta estéril de una
pipeta de 200 pl y tratadas con 300 nM de insulina durante 48 horas. Los cultivos fueron fijados
para inmunofluorescencia con anticuerpo anti-vimentina (verde) y F-actina (rojo) y analizados
mediante microscopia confocal. La gréfica de densitometria representa la intensidad relativa de
fluorescencia de tres experimentos independientes. **P < 0.01. Panel C. Células MCF10A fueron
tratadas (+) o no (-) con HNMPA-(AM)3 durante 2h y estimuladas con insulina en las 6 h
posteriors. Las células fueron lisadas, los lisados fueron analizados mediante Western blot
utilizando anticuerpos anti-N-vimentina y anti-actina. La gréfica representa la media + desviacion

estandar (D.E.) de tres experimentos independientes. ****P<0.0001.

VIII.8 Insulina promueve un aumento en la activacion de NFkB

Se ha destacado la participacion de factores de transcripcion durante el
proceso de TEM, como es el caso de NFkB, que se encuentra regulando la
expresion de proteinas involucradas en dicho proceso celular promoviendo la
activacion de represores transcripcionales de E-cadherina [94]. Por lo que,
empleando la técnica de ensayo del cambio de movilidad electroforética
(EMSA), se analizo el papel de NFkB en el proceso de TEM inducido por
insulina. Los EMSA fueron realizados con extractos nucleares provenientes
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de células MCF10A estimuladas con 300 nM de insulina durante diferentes
tiempos, los cuales fueron incubados con una sonda marcada con 3?P que
contenia sitios consenso candnicos de union a NFkB. Como se puede
apreciar en la figura 14A, el tratamiento con insulina indujo la activacion de
NFkB de manera dependiente del tiempo.

Enseguida, se determind si la insulina induce la formacion de complejos
DNA-proteina entre extractos nucleares de células MCF10A y secuencias
consenso correspondientes a las cajas-E (E-box). Utilizando la técnica de
EMSA se determind si el tratamiento con insulina induce la formacion de
complejos en las cajas-E, usando extractos nucleares derivados de células
MCF10A estimuladas con 300 nM de insulina y una sonda marcada con 3?P
que contenia una secuencia consenso candnica de union con E-box. Los
resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con insulina indujo un
incremento en la formacion de complejos DNA-proteina entre las proteinas
contenidas en el extracto nuclear y cajas-E. La maxima formaciéon de
complejos se present6 a las 12, 24 y 30 horas de tratamiento con insulina
(Figura 14B).

Asimismo, los factores de transcripcién de las familias de Snail, Twist y
Zeb actian como represores transcripcionales de E-cadherina, esto es
regulado por su unién a secuencias consenso en el promotor de E-cadherina,
denominadas cajas-E [105]. Por ello, se estudi6 el efecto del tratamiento con
insulina sobre la expresion de los represores transcripcionales de E-
cadherina. Células MCF10A fueron tratadas con 300 nM de insulina durante
diferentes tiempos, se obtuvo el RNA total y se analiz6 mediante RT-qPCR.
Como es observado en la figura 14C, el tratamiento con insulina durante 3
horas indujo un decremento en la expresion de los transcritos de Twistl/2 asi
como un incremento del transcrito ZEB1, mientras que la expresion de los

transcritos Snaill/2 y Sipl no se vio afectada.
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Figura 14. Union de factores de transcripcion a E-box y activacién de NFkB promovidas por
insulina. Células MCF10A se trataron con 300 nM de insulina durante diferentes tiempos y
los extractos nucleares fueron obtenidos. Dichos extractos fueron incubados con un
oligonucleétido marcado con o sin 32P; la sonda contenia sitios canénicos de NFkB (Panel A)
y cajas-E (Panel B) que se analizaron mediante EMSA. Panel C. Cultivos de células
MCF10A fueron tratadas con 300 nM de insulina durante 3 horas y el RNA total fue obtenido.
La expresion de RNAm de Snaill, Snail2, Twistl, Twist2, Sipl y ZEB1 fue determinada
mediante PCR en tiempo-real. Las graficas representan la media + desviacidon estandar
(D.E.) de tres experimentos independientes y estan expresados respecto al basal). *P<0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001.
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VIII.9 Insulina promueve invasion celular

La TEM est4d caracterizada por la adquisicion de marcadores
mesenquimales como lo son la migracién e invasion [85]. Asi que se evalud
si la insulina promueve la secreciéon de MMP-2 y MMP-9 ademas de estudiar
su participacion en el proceso de invasion. Para ello, cultivos de células
MCF10A fueron estimulados con 300 nM de insulina durante diferentes
tiempos, se recuperaron los medios condicionados y los cultivos fueron
lisados. Los medios condicionados fueron concentrados y utilizados para
realizar zimografia en gelatina y Western blot usando anticuerpo anti-actina
para confirmar que el mismo numero de células fue utilizado en el
tratamiento. En la figura 15A se muestra que el tratamiento con insulina
indujo un incremento en la secrecion tanto de MMP-2 como de MMP-9 de
manera dependiente del tiempo.

Posteriormente, se analiz6 la participacién de la insulina en la invasion
celular realizando ensayos de migracion en camara de Boyden modificadas
con matrigel. Células MCF10A fueron estimuladas con 300 nM de insulina
durante 24 y 30 horas. Posteriormente, los ensayos de invasion fueron
realizados. Los resultados obtenidos demostraron que la insulina indujo
invasion tanto a las 24 como a las 30 horas (Figura 15B).

Una vez determinada la participacion de la insulina en la invasion de
células MCF10A se analiz6 el papel del IR en dicho proceso. Para ello, se
realizaron ensayos de invasién en cadmara de Boyden utilizando cultivos
celulares MCF10A tratados con HNMPA-(AM)3 200 pM durante 2 h y
estimulados con insulina 300 nM por 30 h. Como es observado en la figura
15C, el tratamiento con HNMPA-(AM)3 inhibié por completo la invasiéon

inducida por la insulina.
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Figura 15. Insulina unduce secreciéon de MMP-2 y MMP-9 e invasion celular. Panel A.
Cultivos de células MCF10A fueron tratadas con 300 nM de insulina a diferentes tiempos y
se recolectaron los medios condicionados. Se analizé la secrecion de MMP-2 y MMP-9
utilizando geles de poliacrilamida al 8% co-polimerizados con gelatina como sustrato y se
realizé6 Western blot con un anticuerpo anti-actina como control de carga. Panel B. Células
MCF10A fueron cultivadas y tratadas con 300 nM de insulina para posterioirmente ser
sometidas a un ensayo de invasion en camara de Boyden modificada con matrigel. Panel C.
Células MCF10A fueron tratadas (+) o no (-) con HNMPA-(AM)3 200 uM durante 2 h y el
ensayo de invasion fue evaluado utilizando el método en camara de Boyden modificada con
matrigel. Las graficas representan la media * desviacion estdndar (D.E.) de tres

experimentos independientes expresados en veces del basal. *P<0.05, **P < 0.01.
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IX. DISCUSION

En los dltimos afios, diversos estudios epidemiolégicos y de tipo
experimental han demostrado que existe una fuerte correlacion entre las
dietas altas en grasas y el riesgo de desarrollar enfermedades tales como
obesidad y céancer de mama [100, 106-110]. La obesidad promueve un
estado de inflamacién cronica en bajo grado y resistencia a la insulina la cual
es definida como una falla en los niveles de la misma, que promueve su
incapacidad para dirigir acciones metabdlicas, lo cual es estrechamente
relacionado con patologias como diabetes mellitus tipo 2, que ha sido
asociada con un incremento en el riesgo de cancer. Los mecanismos aun
son investigados, sin embargo, la resistencia a la insulina, con su
subsecuente hiperinsulinemia, es la hipétesis frecuentemente propuesta,
puesto que la insulina podria tener un efecto mitogénico a través de la unién
con sus receptores [75, 76, 111].

La obesidad es considerada un factor de riesgo para cancer
postmenopadusico y también esté relacionada con la resistencia a la insulina 'y
un incremento en el riesgo de diabetes mellitus tipo 2 [112].

De manera particular se ha observado que el AL, un acido graso
poliinsaturado w-6 presente en los aceites vegetales, tiene la capacidad de
promover adhesién, invasiéon, proliferacion y estimula el crecimiento y
metéstasis de lineas celulares de cancer de mama en ratones desnudos.
Asimismo, estudios epidemioldgicos han relacionado la hiperinsulinemia con
un fenotipo agresivo y metastasico de cancer mamario, asi como se ha
establecido que la insulina estimula la proliferacion de algunas lineas
celulares humanas de cancer de mama [112]. Sin embargo, la relacion entre
los &cidos grasos libres y la insulina no ha sido estudiada a detalle.

En células de cancer de mama el AL induce la activacion de vias de
sefalizacion en diversos procesos celulares. Previamente, nuestro equipo de
trabajo ha demostrado que el tratamiento con AL a una concentracion de 90

MM induce la activacién de FAK asi como la migracion celular a través de una
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via dependiente de la actividad de Src, Gi/Go, COX-2 y LOX en células de
cancer de mama MDA-MB-231, mientras el tratamiento con AL a 60 uM
regula un proceso parecido a la transicion epitelio-mesénquima en células
epiteliales mamarias MCF10A [96, 100]. En el presente studio se demostro
que el pretratamiento de las células MDA-MB-231 con AL 90 uM induce un
incremento de la expresion de IR e IGF-1R, mientras que en las células
MCF7 sélo induce la expresion del IR. Sin embargo, la estimulacion con 90
MM de AL no es capaz de inducir un incremento en la expresion de IR e IGF-
1R en células MCF12A, las cuales representan células epiteliales mamarias
no tumorales. Estos resultados sugieren fuertemente que el AL es capaz de
inducir un incremento en la expresion de IR y/o IGF-1R Unicamente en
células de cancer mamario.

En el presente trabajo se demostré que el AL induce un incremento en la
expresion de IR e IGF-1R en células de cancer de mama invasivas y
negativas a receptores de estrogeno y progesterona MDA-MB-231, mientras
que en células no invasivas y positivas a receptores de estrogeno y
progesterona MCF7 induce un incremento Unicamente en la expresion de IR.
Dado lo anterior, en el presente trabajo se propuso que el AL media la
expresion diferencial de IR e IGF-1R a traves de la activacion de vias de
sefalizacion especificas, incluyendo la via de Src y LOXs, en células de
cancer de mama promoviendo la progresion del cancer mamario.
Respaldando nuestra propuesta, se ha demostrado la sobreexpresionde IR
en tumores de cancer mamario, mientras que la expresién de IGF-1R esta
asociada con un mal prondstico en pacientes con cancer de mama que
sobreexpresan HER2 y tumores triple negativo [113-115].

Los receptores acoplados a proteinas G, FFAR1 y FFAR4, son activados
por FFAs de cadena media y larga, incluyendo al acido oleico y al AL. De
manera especifica, FFAR4 estd acoplado a proteinas Gg/ll y esta
expresado en el intestino y en células de cancer de mama MDA-MB-231 y
MCF7 [51, 56, 116]. Los resultados obtenidos en este studio demostraron

que la inhibicibn de la actividad de FFAR4 inhibi6 completamente la
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expresion de IR e IGF-1R inducida por el tratamiento con AL en células de
cancer de mama MDA-MB-231. Con base en los resultados obtenidos, se
propone que AL regula el incremento de la expresion IR e IGF-1R via la
activacion de FFAR4 en células MDA-MB-231, sin embargo aun debe ser
estudiada la participacion del FFARL1.

La insulina es la principal hormona implicada en la regulacién metabdlica
de carbohidratos, sin embargo, también contribuye a la regulacion del
metabolismo de lipidos y proteinas. Ademas, la insulina es un factor de
crecimiento que participa en la proliferacion y migracion celular asi como
también es considerada como un inhibidor de apoptosis [117, 118]. En este
studio se demostrd que la insulina induce migracién en células de cancer de
mama MDA-MB-231 y MCF7 y que el pretratamiento con AL promueve, en
dichas células, que el proceso de migracién inducido por la insulina sea
mayor.

La proliferacion excesiva de células epiteliales y la aparicion de
angiogenesis son marcadores de la iniciacién y crecimiento temprano de
canceres epiteliales primarios [119]. La subsecuente adquisicion de
invasividad (invasion a través de la membrana basal), se ha sugerido como el
inicio de la metastasis tumoral [120].

Con base en lo anterior, se evaluaron dichos procesos, demostrando que
la insulina induce migracioén, proliferacién, invasion y secrecion de MMP-9 en
células MDA-MB-231. De manera interesante, se encontré6 que el
pretratamiento de las células MDA-MB-231 con AL 90 uM aumenta la
respuesta de la insulina sobre los efectos biolégicos antes mencionados
(migracion, proliferacion, invasion y secrecion de MMP-9). Ademas, también
demostramos que el pretratamiento con AL induce una sobreexpresiéon de IR
e IGF-1R.

Puesto que la insulina inicia su sefalizacion a través de su union con el IR
e IGF-1R para mediar diversos procesos biolégicos [71], se que el aumento
en la respuesta de los procesos bioldgicos mediados por insulina en las

células MDA-MB-231 pretratadas con AL resultan de la sobreexpresion de IR
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e IGF-1R. De acuerdo con esta hipétesis, se ha demostrado que, a diferencia
de las células epiteliales de mama normal, las células de cancer mamario
presentan una elevada respuesta a la insulina mediada por el IR [121].

Estudios epidemioldgicos y animales sugieren fuertemente una asociacion
entre una dieta rica en acidos grasos y un incremento en el riesgo de cancer
de mama, mientras que los niveles elevados de acidos grasos libres en la
obesidad, también estan asociados con un aumento en el riesgo de
desarrollar de cancer de mama [40, 122].

Con los resultados obtenidos en este estudio, se demostrdo que el AL
induce procesos de migraciéon e invasion en las células MDA-MB-231, por lo
que se propone gque en pacientes con cancer de mama, los acidos grasos
libres, incluyendo al AL, regulan la sobreexpresion de los receptores de
insulina IR e IGF-1R, incrementando de esta forma, la respuesta de procesos
bioldgicos tales como migracion, proliferacion e invasion celular. Por lo tanto,
la exposicion de las células de cancer de mama a AL y la sobreexpresion de
los receptores de insulina podrian jugar un papel importante en los procesos
de invasion y metastasis en esta neoplasia.

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que concentraciones
elevadas de insulina en plasma de mujeres con cacer mamario estan
asociadas a un incremento en el riesgo de recurrencia en sitios distantes y
mal prondstico [123, 124]. Asi mismo, se ha descrito una asociacion entre
ratones hembra MKR con cancer de mama y elevados niveles de insulina,
siendo asi la hiperinsulinemia la promotora del crecimiento y tumorigénesis
de las glandulas mamarias [125]. Sin embargo, el papel de la insulina y su
receptor (IR) durante la TEM no ha sido estudiada a detalle.

Durante el proceso de TEM, las células epiteliales cambian su fenotipo
y se convierten en células individuales no-polarizadas con capacidad de
movilidad e invasion. Esto involucra diferentes procesos celulares incluyendo
el desmantelamiento de las uniones célula-célula, como las uniones
adherentes, acompafiado de la pérdida o reduccion de la expresién de E-

cadherina, asi como la reorganizacién del citoesqueleto de actina que pasa
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de un estado epitelial cortical hacia la formacién de fibras de estrés ancladas
a complejos focales [126].

E-cadherina, una glucoproteina de 120 kDa, es la molécula de adhesion
mas estudiada y es expresada en células epiteliales [127], mientras que las
células mesenquimales expresan varios tipos de cadherinas, dentro de las
cuales podemos encontrar N-cadherina, R-cadherina y cadherina-11. La
expresion de E-cadherina estd regulada negativamente por mecanismos
como mutaciones, metilaciones del ADN, asi como por el control
transcripcional dado por factores de transcripcion como Snaill y 2, Twistl y
2, ZEB1 y Sipl, los cuales se unen al promotor de E-cadherina en
secuencias consenso denominadas E-box, promoviendo la represion de la
transcripcion [82]. En este estudio se demostré que la insulina promueve una
reduccion en la expresion de E-cadherina a nivel de proteina y ARNm. Con
los resultados obtenidos utilizando un modelo in vitro se sugiere que la
pérdida de E-cadherina promueve el desensamble de las uniones célula-
célula, lo cual ha sido considerado uno de los pasos principales de la TEM
[120]. Asi mismo, los resultados concuerdan con reportes previos donde la
inhibicion de E-cadherina en células epiteliales de mama humana promueve
un proceso de TEM e invasion [128]. Por lo tanto, sugerimos que la insulina
es un inductor de la pérdida de E-cadherina, lo cual promueve el proceso de
TEM en nuestro modelo de células MCF10A.

La TEM involucra la disminucién de caracteristicas epiteliales y aumento
de los marcadores mesenquimales entre los que podemos encontrar a N-
cadherina, vimentina, fibronectina y MMPs. N-cadherina es expresada
tipicamente en células mesenquimales y su expresion en células epiteliales
cancerosas les confiere la capacidad de movilidad e invasividad [104].
Durante la TEM, el intercambio de cadherinas proadhesivas y epiteliales (E-
cadherina) por cadherinas promigratorias (N-cadherina) juega un papel
importante debido a que promueve procesos como migracion, invasion y
metastasis de células de cancer de mama [129-131]. Los resultados de este

estudio demostraron que la insulina induce un incremento transitorio a nivel
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de proteina de N-cadherina dependiente del tiempo en células epiteliales de
mama MCF10A. Estos resultdos, en conjunto con la pérdida de E-cadherina,
previamente descrita, concuerdan con reportes en los que se observo que la
expresion de novo de N-cadherina promueve la pérdida de la funcién de E-
cadherina en células tumorales [132]. Al igual que en el modelo de MCF10A
utilizado en este estudio, en células epiteliales de mama BT-20 la expresion
de N-cadherina les confiere capacidad de movilidad, sugiriendo que N-
cadherina participa directamente en la movilidad de células epiteliales [133].
En el presente studio, la expresion de N-cadherina asi como la pérdida de E-
cadherina sugiere un cambio de cadherinas inducido por la insulina, lo cual
promueve un proceso de TEM en células MCF10A.

Por otro lado, la vimentina forma parte de los filamentos intermedios que
se asocian con organelos celulares, elementos de citoesqueleto y
adhesiones de la membrana, las cuales reflejan su integracion en la
estructura y funcion celular [134]. En adultos, la expresién de vimentina esta
presente en todas las células mesenquimales del tejido conectivo [135]. A
nivel molecular, vimentina se asocial con PKC, Yes, pRaf-1 y puede ser
sustrato de PAK, Rho, Aurora B y GMPc, siendo asi una proteina importante
de andamio durante la transduccion de sefiales. Eriksson y colaboradores
demostraron que vimentina es fosforilada en serinas y treoninas, en su
dominio de cabeza e interacciona con miembros de la familia de 14-3-3 para
regular su polimerizacion [136]. Ademas, vimentina regula migracion celular
en células mesenquimales y su expresion ha sido observada en células
epiteliales que experimentan un proceso de TEM en condiciones fisiologicas
y patoldgicas [95]. Particularmente, los filamentos de vimentina conectan el
nacleo con la membrana plasmatica y contribuyen a la formacién de
adhesiones asociadas a vimentina en fibroblastos [137]. Sin embargo, la
vimentina interactia con Scrib, la cual es una proteina asociada con
migracion celular y previene su degradacion en el proteosoma, sugiriendo
que la TEM conduce a la estabilizacibn de Scrib, lo cual promueve la

migracion e invasion celular [138]. Los resultados del presente estudio
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demostraron que la insulina promueve un incremento en la expresion de
vimentina de manera transitoria. Estos datos coinciden con reportes previos,
en los cuales la vimentina esta selectivamente sobreexpresada en lineas
celulares de céncer de mama, y dicha expresion se relaciona con la
adquisicion de caracteristicas mesenguimales como fibronectina, tenascina C
y proteoglucanos [139]. Asi mismo, los resultados del presente estudio
concuerdan con reportes previos donde la sobreexpresién de vimentina se
correlaciona con el aumento en la migracion e invasion en lineas celulares de
cancer de mama y el incremento en su expresion se asocia con la progresion
tumoral y un mal prondstico en los pacientes [140, 141]. Por lo tanto, con
base en los resultados obtenidos en este studio, se sugiere que la expresion
de vimentina en células MCF10A aumenta la migracién y el proceso de TEM.
De igual manera, se demostré que la expresion de vimentina inducida por la
insulina requiere de la actividad del IR. Ademas, se analizé la expresion de
vimentina mediante microscopia confocal en ensayos de cierre de herida se
observé que la insulina induce un incremento en la expresion de vimentina,
principalmente en las células presentes en los bordes de la herida, donde las
células se encuentran migrando. Este resultado concuerda con las
observaciones hechas por Gilles y colaboradores que en ensayos de cierre
de herida observaron la sobreexpresién de vimentina en células MCF10A, en
el borde de la herida, lo cual les confiere la capacidad de migracién regulada
por EGF [142]. Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio
apoyan la idea de que la insulina induce un proceso de TEM mediado por la
expresion de N-cadherina y vimentina en células epiteliales de mama
MCF10A.

Durante la progresion tumoral, NFkB regula la expresion de proteinas
importantes para el desarrollo de la TEM, entre las que podemos encontrar
represores transcripcionales de E-cadherina, vimentina, MMP-2 y MMP-9
[94]. Las MMPs han sido ampliamente relacionadas a la TEM, debido a que
en el microambiente tumoral se han encontrado cantidades elevadas de

MMPs; la sintesis y secrecion de MMPs facilita la invasion celular y la
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metastasis, ademas de promover la activacion de células del estroma que
promueven la progesion tumoral en colaboracion de las MMPs [143];
mientras que en cancer de mama se han reportado niveles elevados de
MMP-9, asocidndolos con un mal prondstico [144, 145]. Los resultados del
presente estudio demostraron que el tratamiento con insulina induce la
activacion de NFkB y el aumento en la secrecion de MMP-2 y MMP-9. Los
datos observados en este estudio concuerdan con reportes en los que
utilizando cultivos de células MCF10A tratados con TGF-B, se observa un
incremento en la produccion de MMP-2 y MMP-9, dicho evento estaria
regulado por la activacién de la via p38 MAPK [146]; mientras que la
sobreexpresion de la subunidad p65 de NFkB en células MCF10A
(MCF10A/p65) demostro la supresion de genes epiteliales como E-cadherina
y desmoplakina, y la expresion de novo de vimentina, los cuales fueron
eventos similares a los demostrados en el presente estudio. De la misma
manera, se ha reportado que la activacion de NFkB tiene como blancos
transcripcionales a los factores de transcripcién de la familia de Snail y Twist
[147, 148], asi como MMP-9 [94] que activa a MMP-2, favoreciendo el
proceso de TEM, lo cual apoya los resultados obtenidos en el presente
estudio. Debido a que ciertos factores reprimen la expresion de E-cadherina,
en el presente estudio se evalud el efecto de la insulina sobre la expresion de
los factores de transcripcidon Snaill y Twist2. Los resultados obtenidos
demostraron que en los extractos nucleares derivados de cultivos de células
MCF10A estimulados con insulina, existen proteinas que se unen a
secuencias consenso del ADN denominadas cajas-E. Asi mismo, se
demostrd que la insulina induce un decremento de los transcritos de Twist1/2
y un incremento de ZEB1. Con base en los resultados obrenidos en el
presente estudio, se propone que la insulina induce la expresién de los
factores de transcripcion que se unen a las cajas-E y que inhiben la
expresion de E-cadherina en células MCF10A. Debido a que los resultados
Gnicamente muestran sobreregulacion de ZEB1, se propone gue los factores

de transcripcion estudiados median la regulacion negativa de la expresion de
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E-cadherina a diferentes tiempos de estimulacion con insulina.
Particularmente, ZEB1 media la regulacion negativa de la expresion de E-
cadherina a las 6 h de estimulacion con insulina. Ademas, se propone que la
insulina induce un proceso de TEM a través de una via dependiente de IR en
células MCF10A.

TEM es un proceso caracterizado por la habilidad de las células para
migrar e invadir a través de la EMC, la cual esta regulada por la activacién de
diversas cinasas incluidas FAK y Src [39, 149]. FAK juega un papel
importante en la regulacibn de las interacciones de la matriz celular,
formacion de contactos focales y controla procesos celulares como
migracion, sobrevivencia, invasividad y TEM [40, 149]. En el presente
estudio, se demostrd que la insulina induce la activacion de FAK, migracion e
invasion en células MCF10A. Ademas, la insulina induce los procesos de
migracion e invasion a través de una via dependiente de IR. La insulina
también induce una migracion cohesiva, de manera que las células en el
frente de migracién presentaron una morfologia elongada parecida a la de
los fibroblastos. Estos resultados avalan la propuesta de que la insulina
induce un proceso de TEM a través de una via dependiente de IR en células
MCF10A. Los resultados y propuesta del presente estudio ha sido apoyado
debido a que en una linea de hepatocito murino, TGF- promueve la
regulacion positiva de marcadores mesenquimales y deslocalizacion de E-
cadherina unida a membrane via la activacion de FAK, mientras que la
sefalizacion de IGF-1 induce un proceso de TEM en células de cancer de
mama MCF7 [150, 151].

La insulina es capaz de unirse al IR con alta afinidad y regular la
activacion de su via de sefializacién asi como diversos procesos biologicos.
La insulina también es capaz de unirse al IGF-1R pero lo hace con menor
afinidad. Tanto IR como IGF-1R son expresados en células MCF10A [71,
152]. Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que la
insulina no induce un incremento en la expresién del IR, sin embargo si

induce procesos de migracién, invasion y expresioén de vimentina a través de
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una via de sefializacion dependiente del IR en células MCF10A. Migracion e
invasion son marcadores de la TEM, y la adquisicion de marcadores
mesenquimales, tales como vimentina, son requeridos para mediar dicho
proceso celular [80, 95], los resultados del presente estudio demostraron que
la insulina promueve un proceso de TEM a través de una via dependiente del
IR en células MCF10A.
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X. CONCLUSION

En primera instancia, nosotros concluimos que en cultivos de células de
cancer de mama MDA-MB-231 el AL induce una sobre-expresion de IR e IGF-1R
a través de la activacion de FFARs, lo cual incrementa la respuesta biolégica
mediada por la insulina, tal es el caso de procesos como migracion, proliferacion
e invasion celular.

Por otra parte, se concluye que la insulina induce un proceso similar al de TEM
a través de una via dependiente del IR en células epiteliales mamarias MCF10A,
ya que la insulina promueve una disminucion de la expresion de E-cadherina,
acompafada con un incremento de la expresion de N-cadherina y vimentina. La
insulina también induce la activacion de FAK, incremento en la actividad de union
a ADN de NFkB, secrecion de MMP-2 y MMP-9, migracion e invasion celular.
Ademas, la migracién e invasion celular y el incremento de la expresion de
vimentina requiere de la actividad del IR.

En conjunto, los resultados del presente estudio sugieren fuertemente que la
insulina juega un papel importante en la invasion y metéstasis de céncer

mamario.
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