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RESUMEN

El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres.
Actualmente las vias de sefializacion y los genes implicados en la
carcinogénesis, asi como su relacion con el tejido adiposo y su con-
secuente asociacion con un mal prondstico no estén completamente
descritos. El objetivo fue identificar genes clave del proceso tumoral
en cancer de mama de mujeres mexicanas con sobrepeso y obesidad.
Mediante microarreglos se comparo la regulacion transcripcional de
tejido tumoral de cancer de mama con la del tejido adyacente no tu-
moral de la glandula mamaria, posteriormente el analisis bioinformatico
identificd 174 genes que presentaron fold change >0 <2y una p
< 0.05; 109 genes fueron sobreexpresados y 65 subexpresados en
tejido tumoral de cancer de mama en asociacion con exceso de tejido
adiposo. Lo que evidencia que en el tejido tumoral de cancer de mama
asociado con condiciones de obesidad existe desregulacion de genes
que modifican el proceso de apoptosis. Nosotros proponemos que el
gen HAAO implicado en el proceso de sintesis de NAD es clave en la
regulacion del eje NAD+/-SIRT1-p53, ademas se destaca el impacto
de la sobreexpresion del gen RPS6KB2 en la via de sefializacion de
la hormona FSH.

Palabras clave: Cancer de mama, obesidad, sobrepeso, expresion
génica, apoptosis, microarreglos.

ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of death in women. Currently, the
signalling pathways and genes involved in carcinogenesis, as well as
their relationship to adipose tissue and their consequent association
with poor prognosis are not fully described. The objective was to
identify key genes of the tumour process in breast cancer in overweight
and obese Mexican women. Using microarrays, the transcriptional
regulation of breast cancer tumour tissue was compared with that of the
adjacent non-tumour tissue of the mammary gland. Subsequently, the
bioinformatics analysis identified 174 genes with fold change > or <2
and ap <0.05. 109 genes were overexpressed and 65 underexpressed
in breast cancer tumor tissue in association with excess adipose tissue.
This shows that in breast cancer tumour tissue associated with obesity
there is deregulation of genes that modify the process of apoptosis.
We propose that the HAAO gene involved in the process of NAD
synthesis is key in the regulation of the NAD+/-SIRT1-p53 axis, and
also highlight the impact of the overexpression of the RPS6KB2 gene
in the FSH hormone signaling pathway.

Keywords: Breast cancer, obesity, overweight, gene expression,
apoptosis, microarrays.
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Introduccién

El cancer de mama y la obesidad son dos patolo-
gias de prevalencia alarmante en México. Segun la
clasificacion de la OMS, entre las seis regiones del
mundo, la tasa méas alta de incidencia de cancer de
mama (67.6) se observa en la region de las Américas,
de la cual México forma parte, mientras que la tasa
de incidencia mas baja es de 27.8 registrada para la
region Sur-Este de Asia.! Se estima que la tasa de
incidencia y mortalidad del cancer de mama en pai-
ses en desarrollo crezca 55 y 58% respectivamente
en menos de 20 afios.?2®* En México, el cancer de
mama presentd un aumento continuo en las tasas de
incidencia y mortalidad reportadas entre 2001 y 2011,
debido principalmente a las regiones centro y sur de
México, las cuales, experimentan una transicion epi-
demiolégica. Mientras que en el norte del pais la tasa
de incidencia y mortalidad del cancer de mama han
permanecido invariables.® Asimismo, se ha reportado
que en promedio las mujeres mexicanas desarrollan
cancer de mama una década antes que las europeas
o estadounidenses (51 contra 63 afios).*

Los factores que promueven la progresién del
cancer de mama y que derivan en un aumento de la
mortalidad son diversos, ademas de que los mecanis-
mos moleculares a través de los cuales actdan estos
factores no estan bien identificados. Sin embargo, de
acuerdo con la OMS, la obesidad es un importante
factor de riesgo modificable para el desarrollo del
cancer de mama.® Para la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica, la obesidad ha rebasado al consu-
mo de tabaco como factor de riesgo modificable mas
significativo para la mortalidad por cancer, debido a
que, durante la Gltima década, los resultados relacio-
nan directamente a la obesidad con el incremento de
la incidencia de diversos tipos de cancer, incluyendo
al cancer de mama.>”

El estudio de este tipo de cancer se ha abordado
a través de diferentes técnicas metodolégicas; sin
embargo, el uso de microarreglos para evaluar la
expresion de genoma completo ha permitido detectar
cambios en la expresién génica tanto en lineas celu-
lares tumorales como en tejidos tumorales de huma-
nos, cuyos resultados son empleados como «huellas
dactilares» transcripcionales.?

Numerosas investigaciones han mostrado una
asociacion entre la obesidad y el cancer de mama
mediante el estudio del transcriptoma.®° No obstante,
los mecanismos que relacionan ambas patologias alin
no se han esclarecido por completo. De acuerdo con lo
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anterior, el objetivo del presente trabajo fue identificar
el perfil de expresién del tejido tumoral de cancer de
mama de mujeres mexicanas con sobrepeso y obesi-
dad para identificar blancos terapéuticos y biomarca-
dores asociados con ambas patologias, ademas de
comprender los mecanismos a través de los cuales
el exceso de tejido adiposo influye en el desarrollo y
progresién del cancer de mama.

Material y métodos

Se incluyeron muestras de 18 pacientes femeninas
con diagnéstico histopatolégico confirmado de can-
cer de mama, sin tratamiento reciente previo a la
cirugia de mastectomia, con sobrepeso (IMC > 25)
u obesidad (IMC > 30). Todas las participantes del
estudio firmaron carta de consentimiento informado
y contestaron el cuestionario de antecedentes per-
sonales y familiares.

Se recolectaron aproximadamente 3 mm?3 de
muestra de tejido tumoral y 3 mm? de tejido normal
adyacente, localizado como minimo a 5 cm del tumor;
la recoleccién se realizé dentro de los primeros 45 mi-
nutos después de la reseccion del tejido mamario. Se
recabd el reporte del estudio histopatolégico realizado
por patélogos del Hospital Militar de Especialidades de
la Mujer y Neonatologia, lo que permitié seleccionar
las muestras bioldgicas correspondientes a cancer de
mama y los respectivos tejidos normales.

Los tubos con las muestras se mantuvieron alma-
cenados a -70 °C hasta el proceso de extraccion de
RNA total, el cual consistid6 en homogenizar el tejido
con homogenizador OMNI International TH, durante
30 s por tres ocasiones; posteriormente agregando
al homogenizado 900 uL del reactivo de TRIzol y 300
UL de cloroformo para cada muestra, en seguida se
mezcld y centrifugd a 12,000 xg durante 15 minutos a
4 °C, recuperandose la fase acuosa para recolectar el
RNA. Posteriormente se afiadié etanol absoluto para
precipitar el RNA durante 30 min. Una vez obtenido el
RNA, se lavé y resuspendié en agua libre de RNAsas.

La cantidad y la calidad del RNA fue medida por
espectrofotometria UV/VIS en la relacién 260/280 y
260/230. Se verifico su integridad de las moléculas
del RNA total por medio de electroforesis capilar utili-
zando el equipo de QIAxcel® (QIAGEN), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Una vez constatada
la calidad del RNA total, se sintetiz6 cDNA a partir del
RNA mensajero; posteriormente se realizé sintesis de
cRNAYy durante este paso se amplificd y se marcoé con
fluorescencia el cRNA (el tejido normal se marcé en



color rojo con Cy5-CTP (670 nm) y el tejido tumoral en
verde con Cy3-CTP (570 nm)), después se realiz6 el
proceso de hibridacion de cRNA marcado con sobre
el microarreglo de genoma completo (SurePrint G3
Custom Gene Expression, 8x60K, Agilent Technolo-
gies). Terminado el proceso de hibridacion, se realizé la
lectura de la fluorescencia mediante un escaner laser
que permitid obtener una imagen de alta resolucién
con las caracteristicas de fluorescencia detectadas.

Para analizar la imagen de alta resolucién, asi
como para la identificaciéon de las sondas y el analisis
de la fluorescencia, ademas de definir las caracteris-
ticas de la expresién génica en términos numéricos,
se empleé el software Feature Extraction 12.0 (Agi-
lent Technologies). Mediante el software Genespring
GX 14.8, se normalizo la fluorescencia, se definid la
expresion diferencial y se llevé a cabo el andlisis bioin-
formatico para identificar los genes que tuvieron un
comportamiento similar en cada una de las muestras
de cancer de mamay que presentaron un fold change
>o0<a2yconunvalorde p <0.05. La basqueda de
vias metabdlicas asociadas a los genes identificados
se realiz6 con la base de datos de WikiPathways y el
analisis ontolégico se realizé empleando la base de
datos DAVID v6.8 del National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID).

Resultados

Las caracteristicas de la muestra poblacional estu-
diada se resumen en la Tabla 1. Para identificar a los
genes candidatos que pueden contribuir a la pato-
génesis del cancer de mama, se analizo el perfil de
expresién génica de los tejidos del cancer de mama.
Como resultado se identificaron un total de 109 genes
sobreexpresados en los tejidos de cancer de mama
(p < 0.05) y un total de 65 genes subexpresados en
el tejido tumoral (Tabla 2).

Tabla 1: Caracteristicas de las pacientes incluidas en la muestra

poblacional estudiada.

Variable Promedio + DE
Edad (afios) 55.1428 + 11.667
IMC (kg/m?) 29.9458 + 4.6242
Lactancia a cada hijo (meses) 6.65+5.70
Aparicién de menarca (afios) 12.8 £1.57

DE = desviacion estandar.
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Tabla 2: Genes que presentaron expresion diferente

en el tejido tumoral de cancer de mama en comparacion
con tejido normal.

Genes Genes
Tipo de gen sobreexpresados  subexpresados
Genes codificantes de 82 31
proteina caracterizados
Genes clasificados como 6 1
pseudogenes
Genes codificantes de 1 0
proteina no caracterizados
Genes de RNAs no 20 33
codificantes

Para identificar las diferencias entre los perfiles de
expresién génica de los tejidos de cancer de mamay
los tejidos normales adyacentes de glandula mamaria
se realiz6 un mapa de calor, en donde los genes que
presentaron sobreexpresion se observan en color
verde mientras los que estuvieron regulados a la baja
en color rojo (Figura 1).

Para identificar los genes que contribuyen a la
patogénesis del cancer de mama, se realiz6 un anali-
sis de ontologia génica (GO por sus siglas en inglés)
sobre los genes expresados diferencialmente, el cual
se bas6 en su funcién y participacion en los procesos
biolégicos, revelando una serie de grupos funcionales.

Los genes que participan en la via de sefializacion
de MAPK cinasas y en la sefializacion de la insulina,
asi como genes reguladores de la adhesion focal,
exosomas y acetilacion, estuvieron sobreexpresados
en los tejidos del cancer de mama comparados con
los tejidos normales adyacentes.

Adicionalmente, se seleccionaron y analizaron tres
genes que cumplieron con los siguientes criterios de
eleccion: 1) se encontraban sobrerregulados o subrre-
gulados con un fold change > 0 < 2; 2) estaban asocia-
dos al proceso de apoptosis; 3) pudieran ser conside-
rados como genes blanco para la investigacién actual
en patogénesis de cancer de mama-obesidad con la
finalidad de identificar biomarcadores. Con lo cual,
fueron seleccionados los genes HAAO, RPS6KB2 y
ZONAB, relacionados con el proceso de apoptosis. El
resultado de la basqueda de la participacién de estos
genes en vias de sefializacion, utilizando la base de
datos de WikiPathways, mostr6 que el gen HAAO es
uno de los ocho genes que integran la via de biosin-
tesis de NAD+ (Figura 2), mientras que RPS6KB2,
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también sobreexpresado, forma parte de la cascada
de sefializacion de la hormona foliculo estimulante
(FSH) (Figura 3); por ultimo el gen ZONAB que pre-

Figura 1:

Mapa de calor (heat map) que muestra
un patrén de sobreexpresion diferente de
103 genes de 50,599 sondas hioldgicas
(p<0.05y fold change > 2). El mapa de
calor indica la sobreexpresion (verde),

la subexpresion (rojo). Las columnas
representan micromatrices individuales:
las filas representan genes individuales.

TDO2
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senté subexpresion, es reportado como parte de los
genes regulados por el protooncogén A parecido a
RAS (Figura 4).

L-triptéfano

Acido 3-hidroxiantranilico [

HAAO

\4

AFMD
> N-formilcinurenina > Quinurenina
KMO
KYNU
Y
| L-3 Hidroxicinurenina
Espontaneo

Acido semialdehido 2-amino-3

NADSYN1

Acido nicotinico adenina

NAD «

Figura 2: Via metabdlica de la biosintesis de NAD II, constituida por 8 genes que participan en la ruta de biosintesis de novo de NAD*. En amarillo se en-
cuentra HAAQ, gen sobreexpresado en el presente trabajo al realizar el andlisis ontoldgico. En recuadros azules se encuentran sefialados los metabolitos y
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Figura 3: Via de sefializacion de FSH. Los altos niveles de leptina que se presentan en condiciones de obesidad promueven el incremento de la secrecion
de FSH. El recuadro amarillo sefiala a la proteina RPS6KB2, cuyo gen se encontrd sobreexpresado; como puede observarse, su activacion es rio abajo de
mTOR. RPS6KB2 se ha asociado con la inhibicion de la apoptosis de las células tumorales, ademés de ser regulador positivo de la proteina antiapoptética
Bcl-2. Los recuadros anaranjados indican sobreexpresion en cada una de las micromatrices.

Discusion

Los cambios de expresion génica que presentaron
de forma comun las diferentes muestras de tejidos
tumorales de cancer de mama tanto en condiciones
de obesidad como en sobrepeso nos permitieron
identificar las vias de sefializacion que se activan o
desactivan durante el proceso tumoral.

Las muestras de tejido obtenidas de pacientes
con sobrepeso y obesidad fueron analizadas como
un solo grupo, bajo el principio de que presentan
en comun un estado proinflamatorio de bajo grado,
como consecuencia del exceso de tejido graso.” En
el presente trabajo se identificaron y se reportan un
total de 109 genes sobreexpresados en tejido tumoral
de cancer de mama comparado con tejido glandular
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mamario no tumoral (adyacente al sitio del tumor); lo
cual, resulta relevante debido a que las muestras de
cancer de mama son de carcinoma ductal y lobulillar
que son los dos principales tipos de acuerdo con la
clasificacion histolégica de la OMS, lo que indica cla-
ramente un perfil de expresion génica comun en el
carcinoma ductal y lobulillar de mama.® El analisis de
las vias metabdlicas reportado en la base de datos de
WikiPathways, en el cual participan de los tres genes
seleccionados (HAAO, RPS6KB2 y ZONAB) resulté
de sumo interés, debido a que la actividad de estos
genes no ha sido asociada al proceso tumoral en
condiciones de obesidad.

La nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+),
es un cofactor vital en el metabolismo energético en
células eucariotas y ademas vincula el metabolismo
celular a los eventos de sefializacién y transcripcién.*°

En la via metabdlica denominada «Biosintesis de
NADII», constituida por ocho genes, la cual participa en
la biosintesis del NAD+ (sintesis de novo) se encontré
sobreexpresion del gen HAAO en el tejido tumoral. El
gen HAAO codifica para la enzima 3-hidroxiantranilato
3,4-dioxigenasa, la cual cataliza la sintesis de acido
quinolinico (QUIN) a partir del &cido 3-hidroxiantrani-
lico, esta reaccion quimica es parte del paso 3 de la
ruta de biosintesis de NADII (Figura 2). De manera in-
teresante, se ha reportado que algunas proteinas que
participan en la regulacién de la produccién del NAD+
también pueden subregular la actividad de p53 a través

\ 4
EXOC84

ZONAB . SEC5

Floriano-Sanchez E et al. Cancer de mama en mujeres mexicanas con sobrepeso y obesidad por microarreglos

de SIRT1,“ debido a que el incremento de los niveles
intracelulares de NAD+ aumentan significativamente
la actividad de SIRT1, que es una deacetilasa protei-
ca dependiente de NAD+ y que tiene como sustratos
proteinas importantes como p53, especialmente en
células tumorales. En este sentido, la induccion de una
mayor actividad de SIRT1 incrementa la desacetilacion
de p53, resultando en la desestabilizacion de p53 y
disminuyendo su traslocacién a regiones reguladoras,
lo cual provoca una interrupcién del proceso normal
de apoptosis.'?

SIRT1 también desacetila a las histonas H1, H3
y H4, y otras proteinas no histélicas como FOXO,
Ku70, p300, Rb, E2F1, NF-kB, p73 y PGC-1a.*® Ade-
mas, SIRT1 puede impedir la translocacion de p53 al
nacleo y su funcién como factor de transcripcion.'* En
virtud de lo anterior, SIRT1 esta vinculado al control
regulador de diversos procesos celulares normales y
anormales que van desde las respuestas al estrés, el
envejecimiento, el metabolismo y el cancer.®

En este trabajo, resulté de gran interés encontrar
en las células tumorales sobreexpresion del gen
RPS6KB2, el cual codifica para la proteina ribosomal
S6 cinasa B2 y tiene un papel importante en la tra-
duccion de proteinas, a través de procesos de fosfo-
rilacion. Ademas, se conoce que RPSE6KB2 participa
en la via de sefalizacion de la hormona FSH (Figura
3) y que la hormona foliculoestimulante se encuentra
relacionada con la progresién del proceso tumoral.*®

CDC42

RAC3
Figura 4:

RAC2 Mapa de interaccion genica de los ge-
nes regulados por RalA (protoonco-
gén A parecido a RAS). El papel que

RACH juega ZONAB en cancer de mama no
se ha logrado esclarecer. El recuadro

amarillo sefiala a la proteina ZONAB,
cuyo gen se encontrd subexpresado.
Los recuadros azules representan
subexpresion en cada micromatriz.



Sarmento y colaboradores en 2017, describieron
que las células de la hipdfisis anterior de primates,
incrementan la produccion y secrecién de la hormona
FSH, como resultado de un aumento en los niveles de
leptina circulante.6:7

Asimismo, esta cinasa, RPS6KB2, es regulada rio
abajo en la sefalizacién de la proteina mTOR (blanco
mamifero del complejo de rapamicina) la cual se le ha
implicado en el proceso de crecimiento tumoral acele-
rado en condiciones de obesidad.’® Se ha propuesto
que RPS6KB2 también promueve la supervivencia
de células tumorales de mama quimiorresistentes, a
través de la inactivacion de Akt y que regula positiva-
mente los niveles de proteina antiapoptética Bcl-2,
lo cual favorece la proliferacién y expansion de las
células tumorales. Otros reportes demuestran que
RPS6KB2 regula la traduccién selectiva de mRNA de
manera independiente de CAP para proteinas como
Bcl-xl, Mcl-1 y XIAP, a través del sitio de entrada de
ribosomas (IRES) en la regién 5’'UTR.*® Por su parte,
la proteina supresora de tumor PDCD4 (muerte celu-
lar programada 4) es un substrato de RPS6KB2, se
encuentra relacionada con el desarrollo de varios tipos
de cancery al unirse a IRES es capaz de inhibir la tra-
duccion de proteinas especificas.'® La fosforilacién de
PDCD4 conduce a su degradacion en el proteosoma,
lo cual deriva en un incremento en la sintesis de ciertas
proteinasy la proliferacién celular.'3® De acuerdo con
los resultados y el andlisis de los diversos procesos
a los que esta relacionada la proteina RPS6KB2 se
infiere que la sobreexpresion encontrada en el gen de
RPS6KB2 se traduce en un incremento de la actividad
de esta via de sefializacion en las células tumorales
de cancer de mama, por lo que procesos como la
apoptosis se encuentran disminuidos, lo que favorece
la proliferacién de células malignas.

Por su parte la proteina de unién a ADN A (DBPA)
también conocida como ZONAB o YBX3, pertenece
a la familia de proteinas de unién a Y-box, tiene una
funcién importante en la carcinogénesis y esto es
debido a que el gen ZONAB ha sido asociado con
la proliferacion de las células epiteliales, a través de
regulacién de las uniones celulares estrechas. Estas
uniones en células epiteliales participan en la regula-
cion de la permeabilidad celular, restringen la difusién
apical/basolateral intramembrana de los lipidos, con-
trolan de la proliferacion y diferenciacion, ademas de
regular la densidad celular a través de la via basada
en ZONAB/Z0O-1.202

ZONAB también participa en la via de sefializacién
de Notch3 en cancer de ovario, y estudios en cancer
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colorrectal han demostrado que existe disminucién de
la proteina ZONAB, coincidentemente con lo encontra-
do en el presente estudio; mientras que en células de
cancer gastrico inhibe la proliferacion celular al modu-
lar en el ciclo celular. Por lo que, el papel de ZONAB
en el desarrollo y progresion del cancer, parece no ser
el mismo en los distintos tipos de cancer.?°

Conclusiones

Los resultados anteriores proporcionan evidencia
de que en el tejido tumoral de cancer de mama de
pacientes con obesidad se sobreexpresan genes que
son clave para atenuar los mecanismos reguladores de
la apoptosis en condiciones de obesidad. Se propone
que el gen HAAO puede ser clave en la regulacion del
eje NAD+-SIRT1-p53, implicado en la disminucion de
la apoptosis. Ademas, se destaca la sobreexpresion
RPS6KB2 sobre la via de sefializacion de la hormona
FSHy se describen algunos de los procesos en los que
esta asociado el gen ZONAB; sin embargo, en cancer
de mama, su papel no esté claro por lo que debe ser
objeto de mas estudios.

Los resultados descritos anteriormente, corroboran
la necesidad de un analisis minucioso de cada uno de
los genes para determinar de qué forma pueden parti-
cipar en la progresion tumoral y la senescencia celular
como respuesta al estado proinflamatorio presente en
condiciones de obesidad o sobrepeso.
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