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Estimada Dra. Bobadilla:

Anexo a la presente le hago llegar el informe técnico final del proyecto de investigacién a mi cargo
titulado: “Influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y su
impacto en el desarrollo del cancer de mama’, con No. de registro ClIBH: BRE-1291-14/17-1 y
CINVA 1291, Adjunto también encontraré los comprobantes que lo avalan, incluyendo el articulo
publicado.

Sin mas por el momento aprovecho para enviarle un cordial saludo y agradezco enormemente las
facilidades brindadas por la CINVA y ¢l Bioterio del Instituto para fa realizacion de éste proyecto de
investigacion.
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Informe Técnico Final del proyecto:

influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de a vitamina D y su impacto en sl
desarrollo del cancer de mama

Responsable técnico: Dra. Lorenza Diaz Nieto

A continuacién se destacan los logros del proyecto de invesligacién titulado: “Influencia del
consumo de alcohol sobre ef metabolismo de la vitamina D y su impacto en el desarrollo del cancer
de mama”, con No, de registro ClIIBH: BRE-1291-14/17-1 y CINVA 1291,

I, Formacion de Recursos Humanos

La Dra. Janice Garcia Quiroz, quien fue el investigador beneficiado de la convocatoria de
Retencidén en cuyo marco se desarrolid este proyecto, logrdé su incorporacién al S.N.L el 1 de
septiembre del 2014, El Sistema Nacicnal de Investigadores otorgd a la Dra. Janice Garcia Quiroz
la distincion de CANDIDATO A INVESTIGADOR NACIONAL, durante el perfodo del 1 de enero de
2015 al 31 de Diciembre de 2017. Se anexa constancia.

Ademds, la realizacion de este proyecto permitié cumplir con el principal objetivo de la convocaloria
de Retencitn, que fue el incorporar al investigador beneficiado a ia piantilla académica de la
ingtitucion. A este respecto, el 27 de abril del 2015, la Comisién Externa de Investigacion en Salud
dictaminé el ingreso de ta Dra. Janice Garcla Quiroz como Investigador en Ciencias Médicas “C”
adscrita al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn. Con base en lo

" anterior, el 1 de Junio del 2015, el investigador apoyado firmé el contrato de prestacion de servicios
con el Instituto. Se anexa constancia.

El 29 de abril del 2016 se gradud a la alumna Galia Lara Sotelo en la Licenciatura en Nutricién de
la Escuela de Nulricién de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Galia pariicipé
activamente en todas las actividades relacionadas con este proyecto. El titulo de su tesis fue:
*“Influencia del consumo del alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y su impacto en ef
desarrolfo del cancer de mama’®. Se anexa comprobante.

. Articulos publicados
Con los resultados obtenidos en el proyecto, se logrd la publicacion del siguiente articuio:
Garcia-Quiroz J, Garcia-Becerra R, Lara-Sotelo G, Avila E, Lopez S, Santos-Martinez N, Hathali A,
Ordaz-Rosado D, Barrera D, Olmos-Ortiz A, |barra-Sanchez MJ, Esparza-Lépez J, Larrea F, Diaz
L. “Chronic moderate ethanol intake differentially regulates vitamin D hydroxylases gene expression
in kidneys and xenografted breast cancer cells in female mice”. J Steroid Biochem Mol Biol (2017)
En prensa. http://dx.doi.org/10.1016/.jsbmb.2016.09.011

18 Congresos

- Con los resultados de este proyecto, participamos en los siguientes congresos con los trabajos
indicados: .

1) 2014. Conferencia "Hablando de céncer'. Puebla de Zaragoza, México. “Nuevas estralegias
terapéuticas para el tratamiento del cancer de mama” Janice Garcla Quiroz.

2) 2016: 40. Congreso Mexicano de Nutriclogia. Ciudad de México, México. “Influencia del
consumo de alcohol sobre la funcién oncoprotectora de la vitamina D en un modeio murino de




cancer de mama” Lara-Sotelo G, Garcia-Quiroz J, Garcia-Becerra R, Avila E, Lépez S, Zarate-
Pérez A, Ordaz-Rosado D, Larrea F, Diaz L. '

3) 2016: 18th Workshop on Vitamin D. Boston, MA, EUA. “Moderate chronic ethanol consumption
stimulates the gene expression of CYP24A1 in xenografted human breast cancer celfs whife inhibits
renal CYP27B1 in mice". Garcia-Quirdz J, Garcia-Becerra R, Avila E, Lara-Sotelo G, Lépez S,
Santos-Martinez N, Ordaz-Rosado D, Barrera D, Ibarra-Sanchez MJ, Esparza-Lépez J, Halhali A,
Larrea F, Diaz L.

iv. IV. Resultados obtenidos
L.as metas y objetivos que nos pltanteamos para el desarrolio del proyecto fueron las siguientes:

El principal objetivo de nuestro trabajo consistié en conocer si el etanol afecta el metabolismo de ia
vitamina D (VD) en células de cancer de mama modificando [a expresion de CYP27B1 y CYP24A1
in vitro e in vivo. Por ello, evaluamos el efecto de distintas concentraciones de etanol en presencia
y ausencia de 250HD3 sobre la expresitn de las enzimas involucradas en el metabolismo y
catabolismo de la VD (CYP27B1 y CYP24At, respeclivamente). Ulilizamos células que
representan distintos subtipos de cancer de mama: D5 (triple negativo), SUM-229PE (HER-2neu) y
MCF-7 (receptor de estrogenos positivas). Ademas, se determiné la presencia del receptor para la
VD ylo funcionalidad del mismo en dichas células. Posteriormente se procedid a determinar la
regulacion de la expresidn génica de CYP27B1 y CYP24A1 por el etanol mediante PCR en tiempo
real. Si bien se realizaron varios experimentos en las tres lineas celulares, dada la gran variabilidad
de la respuesta alin es necesario incrementar la N para paoder concluir adecuadamente. Sin
embargo, en lo que concieme a los estudios in vivo, si encontramos diferencias astadisticamente
significativas. En’particular, en o que respecta a la masa tumoral, encontramos que el etanol
incrementd significativamente la expresion de CYP24A1, mientras que no afectd la de CYP27B1.
Esto indica que el tumor de los ratones expuestos al consumo crénico de etanol degrada mas
rapidamente el calcitriol, y en consecuencia los efectos benéficos de esta hormona en la proteccion
contra el cancer pueden disminuir. interesantemente, al evaluar en e! tumor un marcador regulado
transcripcionalmente por el calcitriol, la catelicidina, encontramos por Western blot que esta
proteina esta disminuida en el grupo tratado con etanol, lo cual apoya nuestros resultados
discutidos previamente.

Por otro lado, a nivel del rifion, se observaron resultados similares en cuanto a CYP24A1: el etanol
increment6 significativamente su expresién génica. Ademas, el consumo de etano! provocd la
disminucion en la expresion de CYP27B1 renal. Estos resultados estin de acuerdo con nuestra
hipdtesis y sugieren fuertemente que e! consumo crénico y moderado de etanol disminuye la
bioconversién de 250HD3 en calcitriol, mientras que incrementa su catabolismo. Asi, esio se
reflejaria en menores concentraciones de calcitriol bioactivo y de todos sus efectos
antineoplasicos. En cuanto a la evaluacion de Ia expresién de CYP3A4 hepética, no se encontraron
cambios significativos con los tratamientos.

Ademas, se evalué la tumorogenicidad de las células D5, SUM-229PE y MCF-7. Con base en lo
anterior se determin que D5 es tumorigénica, la cual generd tumor aproximadamente 2 semanas
posteriores al xenoinjerto (2 miflones de células). SUM-229PE, solo generd tumores al ser injertada
en presencia de matrigel, lo-cual no es viable para los objetivos de este proyecto. En lo que
respecta a MCF-7, se hizo el seguimiento hasta dos meses después de haberia injertado (3
millones de células) y no generd tumor. En consecuencia, utilizamos D5 para los estudios in vivo.

Otro de los objetivos principales de este trabajo fue el estudiar el posible efecto adverso del
consumo crénico de alcohol sobre la actividad protectora de 1a 250HD3 en el céncer mamario in
vivo, mediante la evaiuacion del desarrollo tumoral en un modelo murino. Al respeclo, se realizaron
5 experimentos in vivo y los resuitados fueron los siguientes:




En los ratones expuestos al consume crénico de alcohol durante un mes, se observé mayor
numero de tumores, mismos que aparecieron mas temprano con respecto a los demas grupos.
Interesantements, la administracién de 250HD3 contrarrestd significativamente los efectos del
etanol en la tumorigénesis. En efecto, en cuanto al volumen tumoral, el consumo de etanol resultd
en la generacion de tumores mds grandes, en comparacién con los controles y el grupo de
250HD3. Sin embargo, cuando se co-administré el etanol y 1a 250HD3, los volumsnes tumorales
fueron similares al control. Esto destaca el papel protector de la 250HD3 en el cancer de mama, ya
que retardo el crecimiento acelerado propiciado por el consumo de etanol en los tumores.

Por ofro lado, se evaluaron los niveles séricos de 250HD3, calcio y calcitriol en jos diferentes
grupos experimentales en el modelo murino. Con respecto a la 250HD3, la administracion de

Ademaés, estudiamos la expresion del marcador de proliferacién Ki-67 en los tumores de los
diferentes grupos experimentales. El consumo de etanol en algunos casos incrementé
significativamente la expresion del marcador de proliferacién Ki-67, lo cual sugiere que el etanol
incrementa la tasa de cracimiento tumoral.

Se anexa la publicacién generada con los resultados aqui descritos.
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ABSTRACT

Factors affecting vitamin D metabolism may preclude anti-carcinogenic effects of its acnve netahohte
calcitriol. Chronic ethanol consumption is an eticlogical factor for breast cancer that afl‘ectslwtamm D
metabolism; however, the mechanisis underlying this causal association have not been fulIy clarified.
Using a murine model, we examined the effects of chronic moderate ethanol intake on tumoral and renal
CYP2781 and CYP24A1 gene expression, the enzymes invelved in calcitriol synthesis and mlactlvatnon.
respectively, Ethanol (5% wjv) was administered to 25-hydroxyvitamin Ds-treated or ccmtnloi mice during
one month. Afterwards, human breast cancer cells were xencgrafted and treatments contlmued another
month. Ethanol intake decreased renal Cyp27b! while increased tumoral CYP24AT gene éxpression.
Treatment with 25-hydroxyvitamin Dz significantly stimulated CYP27B1 in tumors of non-alcohol-
drinking nice, while increased both renal and tumoral CYP24A1. Coadministration of etLhanol and 25-
hydroxyvitamin Dj reduced in 60% renal 25-hydroxyvitamin Ds-dependent Cyp:MaI! upregulanon
(P < 0.05}. We found 5 folds higher basal Cyp27b1 than Cyp24al gene expression in kidneys, whereas this
relation was inverted in tumors, showing 5 folds more CYP24A1 than CYP2751, Tumor exﬁresszon of the
calcitriol target cathelicidin increased only in 25- hydroxywtamm ‘Dy-treated non-ethano! drinking
aninnals (P< 0.05). Mean final body welght was higher in 25-hydroxyvitamin Dy treateci Eroups
(P< 0.001). Overall, these results suggest that moderate ethanel intake decreases renal and tumora[ 25-
hydroxyvitamin D bicconversion into calcitriol, while favors degradation of both vitamin DD metabolites
in breast cancer cells. The latter may partially explain why aleohol consumption is a%soc;ated with

vitamin D deficiency and increased breast cancer risk and progression,
©® 2016 Elsevier Ltd. All ngh{s reserved.

i

1. Introduction

Breast cancer is the leading cause of cancer death among
women worldwide and its incidence is still increasing, For this

N

i 1
the development and progression of breast cancer. Ir:x general,
calculated percentage of alcohol-attributable breastjcaricer cases

ranges between 5 and 9.4% {1-3). in addition, for each ;{ddmonal

10g alcohol (1 standard drink) per day, breast c?ncer risk is
estimated to increase around 7% [4-6] and even moderate low

reason, identifying preventable risk factors is a priority for public
health intervention. Amongst known risk factors, chronic ethanot
intake stands as an important and modifiable ctiological factor in

. * Corresponding author.
E-mall address: lerenzadiaz@gmail.com (L. Disz),

htep:ffdx.doforeg/10. 10!6}] Lisbmb.2016.09.011
0960-0760/0 2016 Elsevier Ltd. Ali rights reserved.

levels of alcohol consumption {5.0-8.9 gfd) have be¢n assocxated
with a small rise in breast cancer risk [7]. leEWlSe, ethanol
administration to female mice (10-15% ethanol in Ithe drinking
water) during 25 months induced spontanecus manmmary ttmors
in almost half the number of ethanol-drinking mxce twhile no

tumors were found in the control group [8]. A nmber of
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hiypotheses have been raised in the literature to explain how
alcohol increases breast cancer risk and tumor progression. For
instance, ethanol impairs natural killer cells tumoricidal ability and
activates estrogen related cell proliferation [9,10]. In addition,
some aleohol metabolites such as acetaldehyde and oxygen
reactive species are potentially carcinogenic {11}, In the present
study, we aimed at identifying another potential mechanism that
may help to explain the association between alcohel consumption
and breast cancer. Given that high rates of incidence, relapse and
mortality of breast cancer have been associated with vitamin D
deficiency [12-14], we hypothesized that alcohol consumption
could interfere with vitamin D metabolism in breast tumor cells,
lowering production of the viramin D active metabolite calcitriol
and thus, preventing its lacal anti-carcinogenic effects. Indeed,
vitamin D has become increasingly relevant in the oncological field
due to the well-known calcitriol antineoplastic properties.
Particularly in normal mammary epithelial cells, calcitriol medi-
ates growth inhibition and terminal differentiation }15], while in
malignant celis calcitriol interferes in almost every step of breast
carcinogenesis and tumor progression by regulating the expression
of genes involved in development and progression of breast cancer
{16-18]. Endogenous calcitriol antitumorigenic effects take place
in mammary epithelial cells given that all components of the
vitamin D endocrine system are expressed in these cells, This
includes the enzymes involved in vitamin D metabelism and the
vitamin D receptor (VDR) [15]. Calcitiiol is produced from 25-
hydroxyvitamin D3 (250HD,) after hydroxylation of its carbon-1
by the enzyme 250HD;-1o-hydroxylase (CYP27B1). While the
biological actions of calcitriol are mediated by the VDR, is
bioavailability is decreased by the enzyme 1,25-dihydroxyvitamin
Ds-24 hydroxylase (CYP24A1), which rapidly inactivates this
metabolite, Of note, CYP24A1 may also hydroxylate 250HDy, thus
lowering availability of the substrate for CYP27B1 activity, and
consequently, reducing calcitriol production {19,20). Our hypoth-
esis was conceived on the basis of previous studies showing that
alcoholic subjects have reduced 250HD; and calcitriol serum
concentrations and frequently suffer from alterations in calcium

" homeostasis {21,22). Supporting the latter, animal models have
shown that ethanol intake interferes with renal vitamin D
metabolism [23-25]. However, to date there are no studies
analyzing the regulation of CYP27B1 and CYP24A7 gene expression
by moderate ethanol consumption in human breast cancer cells,
Therefore, herein we investigated the latter in a murine model of
chronic aleohol intake, Also, we studied the regulatory effect of
ethanol consumption in intracrine vitamin D metabolism in
xenografted breast cancer cells by analyzing calcitriol known
transcriptional targets involved in angiogenesis and carcinogene-
sis. The results presented herein could provide partial mechanistic
insights into causal relationships between chronic alcohol
consumption and increased breast cancer risk, development and
progression.

2, Material and methods
2.1. Reagents

Calcidiol {25-hydroxyvitamin Ds, 250HDs) was purchased from
Sigma-Aldrich (MO, USA) and was dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO). Ethanol was obtained from Herschi Trading {Mexico City,
Mexico). Cell culture medium, fetal bovine serum (FBS), peniciilin/
streptomycin, and Trizol were obtained from Invitrogen Life
Technologies (NY, USA). The oligonucieotides for real time
polymerase chain reaction (qPCR) were from Integrated DNA
Technologies {I0, USA). The reverse transcription (RT) system,
Tagivian master reaction, TaqMan probes, and PCR microplates
were from Roche Applied Science (IN, USA).

2.2, Characterization of cells by immunocytochemistry

The primary cell culture (MBCDF-D5 cells) was generated from
a biopsy obtained from a female Mexican patient with:invasive
ductal breast carcinoma. The protocol was approved by tihe Human
Research and Ethics Committee from the Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran at Mexico City (Ref
1549, BQO- 008-06/9-1) and written inforrned consent was
obtained from the patient. Cells were maintained in RPMI 1640
medium supplemented with 100 units/mL pemcﬂlm p]us 100 pgf
ml. streptomycin and 5% heat-inactivated FBS in humldxr ed
atmosphere with 5% CO5 at 37°C. \ |

Cultured cells were grown on glass coverslips and fi xated in96%
ethanol. Antigen retrieval was achieved by autoclzwmg in mmmno/
DNA retriever with EDTA {BioSB, CA, USA) solution dunng 5 min.
Slides were blocked with immunodetector pelomdase blocker
(BloSB} and incubated with anti-estrogen receptor {ERa, 1:250,
BioSB}, anti-progesterone receptor {PR, 1:250, BioSB), ants ~litman
epidermal growth factor receptor 1 (EGFR, 1:100, BlOSB) anti-
human epidermal growth factor receptor 2 {HER2, 1:100, Cell
Signaling Technology, MA, USA), anti-VDR (1:100, Santa Cruz
Biotechnology Ine, CA, USA), anti-vimentin (VIM, 1:100, Santa
Cruz) and anti-cytokeratin 7 {(CK-7, 1:300, BioSB) during Thor2h
for the anti-ether 3-go-go-1 potassium channel {KCNHI 1:300,
Novus Biologicals, CO, USA) antibody. After washing, the slides
were sequentially incubated with immtmo—Detectori Biotin-Link
and immunoDetector HRP labet {BioSB) during 10min each.
Staining was completed with diaminobenzidine (DAB) and slides
were counterstained with hematoxylin. i !

|

. 1. a
2.3, Therapeutic protocol and induction of tumors in athymzc mice

Studies invelving mice were performed according to the Official
Mexican Norm 062~ Z00-1999. The study was appr oved by the
Institutional Committee for the care and use of 1abmatory animals
{protocol number BRE-1281-14/17-1, CINVA 1291) of the ]nstltuto
Nactonal de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubuap where
mice were housed in the animal facility. Athymic female BALBfc
homozygous, inbred Crl:NU (NCr)-Foxnlnu nude 1mce (~6 weeks
of age) were maintained.in standard conditions, Stez;hzed water
and feed {standard PMI 5053 feed) were given ad libitim. Animals
were weighted and checked thrice per week in order to detect and
alteviate any symptoms of pain. We carefully observed endpomts
compatible with the scientific objectives of this wmk Mice were
randomly divided in 5 groups: 1) control, 2} ethano[ (5% w/v,
equtivalent to approximately 12.5 g/day/kg in the drmkmg water),
3} vehicle (i.p. DMSO 17.5 uLf100 pL sterile saline solutlon). 4}
250HD4 (L.p. 350 pgfkgfweekin 100 pL sterile saline solut:on} and
5} combined ethanol + 250HDs, Of note, for ZSOHD3 dosmg we
administered the equivalent to 50 pgfkg/day all in one smgle shot
per week, in order to reduce manipulation and discomfort-of mice.
Regarding alcohol administration, each mouse is estlmated fo
drink 5-7mL of water per day [26), which wasitaken into
consideration to calculate the amount of ethanol added to the
drinking water. As reference, a moderate ethanol| consuming
regimen in mice has been suggested to he around 5~10% ethanot in

drinking water daily [27-29]; while in humans 10g <:ethanol,fday.
which is equivalent to 3-G drinks per week [7]. Supp]emented
water was changed every day. Mice were exposed td treatments
during one month prior to subcutaneous breast |cancer cell
injection (2.0 x 16%cells in 0.1 mL of sterile saline sokutlon into
the upper part of the posterior limb of each mouse) and were
maintained on alcohol and 250HD: treatments for anothelr month
after xenografting. Tumor dimensions were est:matedlthree times
per week with a caliper always by the same person. Tuot volume

was calculated using the standard formula (length & width?)/2,

'ctte thls artlcle" '

1sbmb.2016.09.011 -
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" where length is the largest dimension and width the smallest
dimension perpendicular to the length. Relative tumor volume
(RTV)was calculated for each tumer by dividing the tumor volume
on the day of sacrifice by that on day 0 (which cerresponded to the
temor volume at onset), Fald increase from initial volume was
calculated subtracting 1 from RTV. Mice were euthanized 4 weeks
after tumor cell injection and blood, tumors and kidneys were
collected 141 after the last 2508D; dose.

i

2.4. Real time PCR {qPCR) ' |

|
Total RNA was extracted by homogenizing tumor or renal tissue
in the presence of Trizol reagent using the MagNA Lyser e:quipment
(Reche) and 1.4-mm diameter ceramic beads. Two g of|total RNA
were reverse-transcribed and resulting cDNAs were. used for the
qPCR. Amplifications were carried out in the I.;ghtCyc]qr 48011

from Rache, according to the following protocol: activation of Tag

|
|
e S - % .
|
|

Fig. 1. Immunocharacterization of cultured MBCDF-D5 cells, MBCDF-DS cells were negative for estrogen receptor-ce (ERex) and progesterone receptor (PR) th:le were
positive (brown staining) for epidermal growth factor receptor 1 {EGFR), vitamin D teceptor (VDR), ether i-go-go-1 potassium channel {(KCNH1), vimentin (VIM) and
cytokeratin-7 {CI\J‘} Megative control (C-) was carried out in the absence of primary antibody. Representative images of cultured MBCDF-D5 cells are shown
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DNA polymerase and DNA denaturation at 95°C for 10min,
followed by 45 amplification cycles consisting of 10 at 95°C, 30s
at 60°C, and 1 s at 72°C. The oligonucieotides pairs are shown in
supplementary Table 1. In all cases gene expression was normal-
ized against the housekeeping gene human B-actin {ACTB) or
mouse B-actin {Actb), as corresponded,

2.5. Serum 250HD; end calcium levels

Blood samples were obtained by cardiac puncture under
anesthesia, causing exsanguination. Animal death was further
guaranteed by cervical dislocation. The blood was centrifuged
(3000 rpiy/10min) and serum samples of all mice in each
experimental group were pooled and stored at —70°C until
analysis. Experiments were repeated at least 4 times. Serum
calcium and 250HD; concentrations were determined in the
institutional clinical laboratories by colovimetric reaction between
calcinm and Arsenazo Il (Beckman Coulter 2700, Beckman Coulter
Inc, CA, USA) and by the Architect immunoassay {(Abbott
Diagnostics, Wiesbaden, Germany), respectively.

2.6. Western blot

A piece of the excised tumors was homogenized in RIPA buffer
(9.1 mM dibasic sodium phosphate, 1.7 mM monobasic sodium
phosphate, 150 mM Nacl, 0.1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, pH 7.4) in
the presence of a protease inhibitor cocktail (Roche) using the
MagNA Lyser equipment and ceramic beads. An equal amount of
protein (55 micrograms) of tissue lysates was separated on 10%
SDS-PAGE, transferred to pitroceulose membranes and blocked
with 5% non-fat milk in TBS-Tween, Membranes were incubated
with rablit anti-VDR (Santa Cruz Biotechnology CA, C-20 sc-1008,
1:200) overnight at 4°C. As loading control, 2 monoclonal anti-
GAPDH antibody was used (Millipore MA, MAB374, 1:3000). In the
case of the cathelicidin antimicrobial peptide {CAMP), the proteins
were separated using the Tricine-SDS-PAGE protocol containing
10% and 16% polyacrylamide. These membranes were incubated
with mouse anti-CAMP (Santa Cruz Biotechnology CA, s¢-166770,
1:200) and as Joading control, a goat polyclonal anti-ACTB-
horseradish peroxidase (HRP, 1-19 sc-1616-HRP Santa Cruz
Biotechnology CA, 1:208). For visualization of CAMP, VDR and
GAPDH, membranes were incubated with goat anti-tnouse 1gG-
-HRP (Santa Cruz Biotechnology, sc-2031, 1:2000) or goat anti-

‘rabbit 1gG-HRP {BioRad, CA, 1706515, 1:8000), as corresponded. -

Afterwards membranes were processed with the ECL+Plus
Western blotting detection system {GE Healthcare, UK}, Densito-
metric analysis of bands was performed using the Molecular
Imager ChemiDoc XRS System and the Image Lab Software (Bio-
Rad, CA, USA).

2.7. Statistical analysis -

Statistical differences were determined by One-Way ANOVA
followed by the Holm-Sidak test for pah-wise comparisons
{Sigmastat, Jandel Scientific), Differences were considered signifi-
cant at P < 0.05.

3, Results

3.1 Cell characterization

MBCDF-D5 cells were negative for ERe and PR (Fig. 1). HER2
expression was not detected by immunocytochemistry but was
found in low levels by Western blot {Esparza-Lépez J. et al.,
unpublished data). In addition, cells moderately expressed CK-7
while presented high abundance of VIM, probably indicating

epithelial-to-mesenchymal transition. Also, EGFR, thele oncogemc
protein KCNH1 and the VDR were highly expressed by these cells
(Fig. 1). Overexpression of KCNH1 may confer a growth advantage
to cancer cells while favors tumor progression [30]. Due to VDR
endogenous expression, it is possible that these tumor—denved
cells are able to respond to calcitriol stimuli, Functzonahty of VDR
in cultured MBCDF-DS5 celis was further corroborated by studying
CYP24A1 gene expression in the presence of 10n0M calc;tnol This
resulted in significant CYP24A7 gene expression stimutation

compared to control cells (Supplementary Fig. 1). |

3.2, In vivo impact of chronic ethanol intake upon vatanun D»
dependent effects !
3.2.1, Chronic moderate ethanol intake differentially regulated
CYP27B1 and CYP24A1 gene expression in mice kidneys and
xenografted luman breast cancer cells
in the kidneys, chronic ethanol intake significantly decreasecl

renal Cyp27bi {P < 0,05 while a non-significant mcnease of Cyp24a7
gene expression was observed compared to controls. On the other
hand, 250HD; had no effect upon Cyp27b1 but significantly
stimulated Cyp24al gene expression. Interestingly, coadministra-
tion of ethanol and 250HD; diminished in 60% renal 250HDs-
dependent Cyp24al upregulation (P < 0.05, Fig. 2A and B!
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Fig. 2. Regulation of Cyp27b1 and Cyp24al gene expression in mice ktdney Mice
were divided in the following groups: control (€), ethanol (E), vehicte (V). 250HD;
(25D). oF combined E+25D. A} The gene expression of Cyp27bT was mgmﬁcan:iy
downregulated by E, while 25D had no effect upon this geae However the
coadministration of E+25D reduced Cyp2?bi gene expression B):The gene
expression of Cyp2dal was significantly upregulated by 250, while its £eadminis-
tration with E teduced this effect. Data are depicted as the meand:SEM Results
were normalized against Acth mRNA expression; controf values were set to one,
Nz12,* P<005 vs Cand V, ** P<D.05 vs 25D, R
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In tumoral tssue, ethanol, 250HD; and their combination
increased tumoral CYP24AT in a similar manyier, while CYP27B1
gene expression was also stimulated by 250HD; in non-ethanol-
drinking mice {Fig, 3A and B), Since CYP27B1 and CYP24ATl ratio
gictates whether 250HD; will either be used for bisactive calcitriol
production or will be inactivated, we evaluated the basal relative
expression of the genes encoding for these two enzymes in tumors
and kidneys. Of note, we found 5 folds higher basal Cyp27b1 than
Cyp24al gene expression in kidneys, whereas this relation was
inverted in MBCDF-D5 tumors, showing 5 folds mere CYP24AT than
CYP27B1, Renal tissue also showed significantly increased gene
expression of both cytochromes when compared to xenografted
breast cancer celis (Fig. 4}

3.2.2. Effects of endogenotis calcitriol in the tumor mass

As a reflect of locally biosynthesized calcitriol, wé studied
known transcriptional targets of this secosteroid in order to get an
insight into the effects of ethanol intake on 250HD; metabolism
and its consequences on tumor mass. For this, tetal RNA and
protein were extracted from tumors. Selected genes were chosen
based on their previously reported susceptibility fo calcitriol
regulation in breast cancer cells, and their involvement in
pathways relevant for tumor progression. These genes were:
VEGFA, THBST and KCNH17 {31-34], The first two genes encode for
vascular endothelial growth factor and thrombospondin-1, a
proangiogenic and antiangiogenic factor, respectively: while the
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Fig. 3. Regulation of CYF24AT and CYP27BT gene expression in tumer tissue. Mice
were divided in the following groups: control {€), ethanol (), vehicle (V), 250HD;
(25D), or combined E+23D. A) CYP27BT gene expression was stimalated in 250-
treated non-ethancl drinking mice, B) CYP24A1 gene expression was significantly
upregulated by E. 25D and the combined group (E+25D). Data are depicted as the
mean = SEM. Results were normalized against ACTE mRNA expression; controls
values were set to one, N2 12, * P<0.05 vs C

1.8e-1

1.20-1 b 3

8.0e-2 ~

Relative mRNA levels

Renal Tumoral

Fig. 4. Diferential vitamin D ¢ytochromes gene expression in renal and tumoral
tissite, We evaluated the relative exsression of CYP2781 and CYP24A? at renal and
tumeoral tevel, In the mice kidneys, the basal expression of Cyp27b1 was ~5 folds
higher than that of Cyp24al, while this refation was inverted in MBCDF:D5 tumors,
showing 5 folds more CYP24A7 than CYP2781 basal gene expression. enal tissue
also showed significantly more gene expression of both cytochromes compared to
xenograftecl breast cancer cells. Data are depicted as the mean = SEM. Results were
normalized against actin MRNA expression. Nz 12, different letters indicate
P < 0.05. '

last one encodes for a voltage gated potassium channel which
overexpression has been related to carcinogenesis, as previously

" mentioned. None of these genes were differentially expressed in

tumors of xenotransplanted mice (data not shown). So, w¢ decided
to evatuate another calcitrio] target with canonical vitamin D
vesponse elements, We chose cathelicidin {CAMP) 'due its high

CANMP

ACTB .
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Fig. 5. Modulation of CAMP protein expression in xenografted fu mars. Mice were

divided in the following groups: contrel (C), ethanol (E), vebicle (V3 25bHD3 {25D),
or combined E+25D, CAMP protein {25 kDa) was significantly more abundant in
tamors from 250 treated mice, compared to controls {*P < 0.05), Data are depicted
as the mean £SEM. Actin (ACTB} protein (43kDa) was used as a loading control.
Conteol values were set to one, Representative images are showr}. N;z4 different

mors. : :
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sensitivity to calcitriol in human cells [35). As shown in Fig. 5 and
as expected, Western blots of tumor homogenates showed that
CAMP was significantly more abundant in samples from 250HD;-
treated-mice than those from controls. Interestingly, when mice
were concomitantly treated with ethanol and 230HD;, no
statistical difference in CAMP expression was observed when
compared to controls (Fig. 5). Two immunoreactive bands were
detected: ~75kDa and ~25kDa. These bands might represent
assoclations of uncteaved CAMP pro-protein with other proteins,
since CAMP may form high molecular weight complexes [35,37]
and different molecular weight CAMP bands have been described
in breast tumors [38]. The relative abundance of these two CAMP
variants was similar; therefore we only show results for the 25kDa
form (Fig. 5).

We also analyzed tumor VDR expression by Western blots,
Regarding this, two immunoreactive bands were detected: a more
abundant high molecutar weight variant and the classic 50kDa
VDR band, which was weakly detected, as reported previously in
breast cancer cells [39]. Optical density analysis showed a similar
VDR protein abundance regardless the treatment (Supplementary
Fig. 2).

3.2.3. Effects of treatinents upon 250HD> and calcivm serum
concentrations

Blood samples were drawn at the time of sacrifice, 14 h after the
final 250HD; weekly dose. As expected, in the case of 250HD;
mean serum levels were significantly higher in mice treated with
this vitamin D metabolite compared to non-supplemented
animals, reaching very high values in both ethanol-drinking and
non-drinking groups (Table 1). On the other hand, ethanol intake
increased 250HD; levels compared to controls; however, this
difference was not statistically different (Table 1), Regarding serum
caleium levels, the administration of ethanol alone did not resultin
significant changes in calcemnia compared to controls. However, in
250HD;-treated groups with or without ethanol drinking regimen,
calcemia values were significantly higher when compared to the
control group {P < 0,05}, without reaching a hypercalcemic state
(Table 1). In acdition, serum calcium and 250HD; levels were
positively and significantly associated (R=0.524, P=0.006) in the
250HD;s-treated groups (Fig. 6A), and without a significant
association (R = 0,055, P=0.846) in the non-250HD; treated groups
(Fig. GB). L
3.2.4. Tumor volume .

Compared to the control group, neither alcohol cofisumption
nor 250HD; treatment significantly affected the establishment of
MBCDF-D5 tumors after implantation. However, a suggestive delay
on tumor onset was observed in the 250HD;-treated group versus
all other groups, reaching significance when compared to ethanol-
treated animals (Table 2). In general, increased tumer velume was
observed in the ethanol-treated group; although this effect did not
reach statistical significance {Fig. 7).

Table 1

Serum levels of calcium and 250HDa.
Parameters C E v 25D 25D+E
Calcium (mg/dl) 93203 96401 07403 102406 101403

250HD; (ngfml} 5949 7115 63x5 14908407 1390 £ 10057

Data are presented as meandstandard deviation, Mice were divided in the
following groups: control (C), ethanol (E), vehicte {V), 250HD; (25D), or combined
E+25D. N> 4 different pools, each poot fncluded at feast 3 mice [rom the same
experimental group,

" P<0O5 vs Cand E.

" P<005vsC, Eand V.
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Fig. 6. Serum calcium and 25-hidroxy-vitaminDz association. A) 250HD;-treated
groups. Serun calcium and 250HD; were positively and signiﬁca’nnﬂr ass;bciated. B}
Non-250HD; treated groups, No association was found bem::een“; the two
parameters tested, The N represents pools of samples which inc]ude‘iat least 3

mice in each pool from the same group. E I

3.3. In vivo effects of treatments upon body weight and animal
weltbeing :

Initial body weights mean from all groups was 17.?4&;: 0.161¢g.
Final body weights mean in each group wete: cmlltro} 2011g
+1.40g, ethanol 20.74 g 1.57 g, vehicle 21.055+0.13g, $250HD;
22.07 g40.96 g and 250HD; plus ethanol 21.74 g+ 1638 Only the
groups supplemented witli 250HD; had higher mean body weight
compared to the control group at the end of gxp:(;i.riments
(P < 0.001). In general, we did not find signs of health deterioration

associated to treatment (e.g. dehydration, altered behavio:r, loss of

‘Table 2

Tumor onset, :
Treatment Inedia S0
¢ 774,79
B : [13.9:£7.24
v ) (1754447
25D : 120,63 :+:6.25
E+25D 18.75 4:5.74

Data are presented as mean £5.D of time elapsed betwean xenoglraft and tumor
onset (days). Mice were divided in the following groups: contrel (C), ethanol (E),
vehicle V), 250HD; (25D, or combined E+25D, N2 13. R

tP=001 v E
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Fig. 7. Tumor growth depicted as fold increase from initial volume by weekly
measures. Human breast cancer colls ware injected on day 0 and afterwards tamor
dimensions were measured, Mice were divided in the following groups: contrel{C),
ethanot (E), vehicle (V), 250HD; (25D), or combined E+25D. The graphic depicts
weekly measures (fold increase from initial volume) as the mean % SEM.

appetite, weight Joss), suggesting that the tested doses of ethanol
and 250HD, were well tolerated.

4, Discussion

In the current study, we examined the possrbltlty that chronie
moderate ethanol consumption might affect gene expression of
enzymes involved in vitamin D metabolism in breast cancef cells,
and consequently, impact on 250HD;-dependent expression of
some calcitriol targets with relevant roles in breast cancer genesis
and progression. We chose 250HD; instead of chotecalciferol to
bypass hepatic hydroxylation, given that liver functions may be
compromised by alcohol intake; hence, 250HD; bioavailability
would not be a limiting factor. Under these conditions, we found
that moderate chronic ethanol intake significantly increased
CYP24A1 but did not modify CYP27B1 gene expression in tumor
cells. However, ethano! drinking did significantly decrease renal
Cyp27bl. These results suggest that the ethanol consumption
regimen tested herein decreased 250HDs- bioconversion into
calcitriol in the kidney, while increased breast cancer cells ability
to degrade these two vitamin D metabolites. Our results are in line
with those from a previous study performed in female rats, where
ethanol drinking increased Cyp24al while decreased Cyp27b}

expression in the kidneys, resulting in reduced serum calcitriol

tevels [23]. Thus, we tested the impact of ethanol consumption ¢n
biological markers of calcitriol activity (i.e. gene expression and
tumor volume) in xenografted breast tumors. Under the conditions
used in this study, 250HDs administration did not significantly
delay tumor onset nor decreased tumor growth. This coukd be
explained either by the cell phenotype (MBCDF-DS cells are highly

undifferentiated) or by the low intratumeoral calcitriol concentra-

tion due to high degradation, The latter is possible gwen the high
tumoral CYP24A1/CYP27B1 ratio observed herein, which, on the
other hand, might also explain why we did not find a sigpificant
modulation of KCNH1, VEGEA or THSB1 gene expression by 250HD»
treatment. In contrast, in kidneys there were 5 folds h'jgher basal
Cyp27b1 than Cyp24al, suggesting that compared to kidneys,
MBCDF-D5 tumors are very inefficient in producing calcitriol.
Nevertheless, the results on tumoral CAMP protein and CYP24A1
gene expression strongly suggest that local conversion of 250HD;
to calcitriol actually occurred in our xenografted breast cancer cells
both in the presence and absence of systemic ethanol. CAMP is an

antimicrobial peptide that in neoplastic cells hvas shown cytotoxic,
antiproliferative and pro-apoptotic effects [40-42]. Transeription
of CAMP is highly stimulated by calcitriol due to the vitamin D
response element lacated in its promoter [35]. ]ntelestmgly even
though in both 250HD,-treated groups CAMP protein expressnon
augmented compared to controls, the magnitude of the response
was higher and significant only in mice non- consummg alcohol.
This observation further supported that in the tumor fass
calcitriol production and bicavailability were restricted by alcohol
intake, consistently with our results showing mcreased tumoral
CYP24A1 in ethano! drinking mice and decreased CYP27B1 in
tumors from mice treated with the combined regimen compared
to those treated only with 250HD;. Likewise, our results also
suggest that a similar process is taking place at the rénal level,
given that co-administration of ethanol and 250HD; teduced in
60% 250HD;-dependent Cyp24al upregulation in EhlS tissue,
plobabiy reflecting less bioactive caleitriol and thus, less expres-
sion of this canonical caleitriol-responsive gene. Etsewhele
ethanol consumption has shown to stimulate the ploquctlon of
oxidative stress in kidneys, resulting in increased renal iCYP24A1
gene transeription as a result of mitogen-activated protein kinases
signaling pathway activation. This specific mechanism olj action of
ethanol remains to be studied in our breast tumor-muy ine model
|23]. On the other hand. given that calcitriol is a known negative
regulator of renal CYP27BT {43], we expected to ﬁnd its gene
expression reduced by 250HD; treatment in both kndneys and
tumors, However; this was not the case. In fact, renal Cyp27b7 gene
expression was only reduced when mice were exposed to chronic
ethanol intake, suggesting that alcohol may decrease system1c
calcitriol concentration as a result of reduced ienal CYP27B1
expression; hence, lowering vitamin D anticancer éffects in the
whole body. Instead, in xenografted breast turnor cells 250HD;
significantly increased CYP27B1 gene expression. This [outcome
agrees with previous studies showing that calcitriol e‘md cholecal-
ciferot augmented CYP27B1 gene expression in breast cancel cells
both in vive and in vitro [44,45), and with reports showmg breast
tumor spilling of cal¢itriol into the circulation in cho]ecaEcnferot—
supplemented mice {45} This is explainable on the basns that
extrarenal regulation of CYP27B1 Dy calcitriol is|a cel! -type-
selective event [46,47], and implies that bloconve;smn of 250HD,
into calcitriol in the mammary gland depends more on v1tamm D
nutritional status. Importantly, our results on tumor CYP27B1
showed that alcohol intake may diminish ZSOHDg—dependent
calcitriol production, preventing in this manner its beneﬁmai
antineoplastic effects in breast cancer cells, The latter lughhghts
the importance of vitamin B sufficiency and the penis of alcahol
consumption in women with risk of breast cancer:or ‘cuuently
under therapy for this pathology.

In the present study, ethanol administration per se was not
associated with significant changes in serum calciunh ot 250HDs;.
However, a non—mgmﬁcant increase in 2SOHD3' va!ues was
observed in ethanol consuming mice not-treated wzth thts vitamin
D metabolite compared to controls, which has also beenuobserved

in rat and human models of alcoholism {23,24,48] In th1s regard, it

has been suggested that higher serura 250HD; levels m alcohol
users may reflect disturbed vitamin D metabolism as & vesuit of
reduced bioconversion into calcitriol, rather thah v1tamm D
sufficiency [48].

The highest values of calcemia were observed in thew2SOHD3—
treated mice, in accordance with the stimulatory effect of calcitriol
upon active intestinal calcium absorption and wnh i previous
studies showing that 250HD; is more potent and effeunve than
cholecalciferol in rising 250HD; serum leveis (48], ellem. even
though very high 250HDs serum levels were reached § in tbe groups
treated with this metabolite, hypercatcemia was not detected in
any mice and the clinical status of these animals was similar to
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those observed in the other groups studied, This observation may
suggest a differenttal vitamin D pharmacotoxicity between mice
and humans. Most probably, vitamin D toxicity was avoided in
250HD;-treated groups by the classical feedback autoregulatory
loop invalving increased CYP24AT expression, as seen in our renal
and tumor data. Also, it is possible that urinary calcium excretion
was higher in 250HDs-treated groups. On the other hand, the
positive association between serum calcium and 250HD; levels
observed only in 250HD,-treated mice corroborates that nutri-
ttonal vitamin D status is one of the determinants of calceria.

Wheteas total body fat has been inversely associated with
250HD; levels in humans [50], in the murine model used herein
we found a significantly higher mean final body weight in mice
that received 250HDs compared to controls. This might be
explained considering the fact that both VDR and its ligand
positively and significantiy inipact on lipid accumulation, as seen
in the VDR-KO-associated lean phenotype |51} Alternatively, since
mice were still developing at the beginning of the study, it is
possible that 250HD, supplementation increased body weights as
a result of augmented bone mineral content and decreased bone
resorption, as reported in young girls {32}, These assumptions need
to be further investigated. in line with this, vitamin D supplemen-
tation is known to protect against bone foss associated with
chronicalcobol admindstration in female mice [53], Nonetheless, in
our study alcohol intake did not result in weight loss, must
probably dtie to the moderate dose of alcoho] used in this study.

In smmmary, our study indicates that chronic moderate alcohol
intake rises renal and tumoral CYP2447 while lowers yenal Cyp27D7
gene expression, In addition, 250HD; supplementation signifi-
cantly stimulated tomoral CYP27B! gene expression only inn non-
alcohol-drinking mice. These results suggest that even a low
ethanol intake habit can actuaily decrease renal and tumoral
250HD; bioconversion into caleitriol and stimulate its degradation
in breast tumors, The latter may partiatly explain why alcohol
consumption is associated with vitamin D deficiency and breast
cancer risk and progression. :
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GENOME-WIDE IDENTIFICATION OF VITAMIN D RECEPTOR BINDING SITES IN THE HUMAN PROSTATE
EPITHELIAL CELL LINE RWPE1. J.C. Fleel. M. Cui, Departmen{ of Nutrition Science, Purdue University, West
Lafayelie, IN 47908-2059.

High vitamin D has been proposed o reduce prosta & cancer risk in human population studies. The vitamin D
receptor (VDR) is a transcriplion factor that plays a key regulatory role in medialing the actions of 1,25
dihydroxyvitamin D (1,25(0H),D).. We conducted VDR-chromatin immunoprecipitation (ChIP} in the immortalized,
but nen-tumorigenic, human prostaie epithelial cell line RWIPE1 to identify candidate genes that could mediate the
cancer protective effects of vitamin . Cells were treated with vehicle or 1,25{(0OH), D (10 nM, 3 k), ChIP was
conducted using either non-immune IgG or an anii-VDR antibody, and DNA was analyzed by llluinina
sequencing. Compared to the 1gG ChiP, 1236 and 1175 VDR binding peaks were found in 1,25{0OH),0 and
vehicle-treated cells after VDR ChiP (0.1 FDR, 200 bp window, CisGenome; 14% overlap). 203 ligand-induced
and 179 ligand-suppressed peaks were idenfified in a comparison of VIR ChiP on vehicle and 1,25(0OH), D-
treated samples. 95% of VDR ChIP peaks were found ouiside the proximal pramoter ragion of an annotated
- gene. Examination of the correlation betwean ChiP-saq peaks and RWPE1 microarray data {(+/- 100 nM
1,25(0OH}, D for 6, 24, 48 h) revealed that ~26% of VDR peaks were close lo genes encoding 1,25(QH), D-
regufated transcripts. The VDR response element (VDRE) sequence was enriched within a subset of peaks and
the highest enrichment ratio for the presence of a VDRE was seen in ligand-induced peaks associated with
vitamin D-upregulated franscripts (66%). Pathway analysis on genes with ligand-induced VDR ChiP peaks
identified enrichment of pathways controlling Wat signaling, NFKB signaling, and the cellular antioxidant
response. Our data provide a genome scale picture of VDR hinding events in the prostate epithelial celt that may
contribute to vitamin D-mediated cancer protection.
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MODERATED CHRONIC ETHANOL CONSUMPTION STIMULATES THE GENE EXPRESS|ON OF CYP24A1
IN XENOGRAFTED HUMAN BREAST CANCER CELLS WHH_E INHIBITS RENAL CYP2781 IN MICE, Garcla-
eroz J' Garclia- Becerra R' Avila E' Lara- Solelo G, Lépez s Santos Marimez N' Ordaz-Rosado D', Barrera

D', Lopez-lbarra M Esparza-Lopez J°, Halhali A, Larcea-Gallo F' and Diaz £, 'Departamento de Biologla de la -

Reproducclon and “Unidad de Bloqulmsca instituto Nacional de C:enmas Madicas y Nutricion Salvador Zubiran,
Mexico D.F., México 14080.

Calcitriol, the most active form of vitamin D, inhibils cancer cell prohferat:on promotes a more differentiated
phenotype and induces apoptosis. Epidemiologic studies have shown that low serum levels of the calcitriol
precursor 25-hydroxyvitamin [} (260HD,) correlate with increased sk of breast cancer. Furthermore, chronic
ethanol consumption stands as a prominent and avoidable risk factar for breast cancer. On the other hand,
alcohol affects vitamin D metabolism, resulting in low serum calcitriol and 2560HD; concentriations. However, the
mechanisms underlylng this causal relation have not been fully clasified. Therefore, the aim of this study was to
evaluate in a murine model the effects of moderated chronic ethanol consumption on the enzymes involved in
calcltrio! synthesis and inactivation; namiely, CYP2781 and CYP24A1, respectively. Mice were trealed either with
250HD; {i.p. 14000 UlKgfweek), its vehicle, ethanol {per os 5% wiv) or ethanol + 250HD; for one month. A
conirol group was also included. Tumors were induced by subculaneous injection of human breast tumor deriver
cancer cells (MBCDF-D5) and the treatments continued for one month. After euthanasia, tumors and kidneys
were collacted and processed for gPCR. Results: Ethanol consumption increased only timoral CYP24A1 gene
expression, while decreased only renal CYP27B1, 250HD, significantly stimylated CYP24A1 but did not modify
CYP278B1 in both tumor and kidney. However, the concomilant administration of ethanol and 260HD; significantly
reduced renal CYP2781 gene expression and was different from ethanol alone, while inhibited the 250HD 4~
dependent CYP24A1 stimulation (P < 0.05). These results suggest that ethanol diminishes renal 250HD,
bioconversion while stimulates tumoral calcitriol and 250HD, degradation, which may partially explain why alcohot
consumption is agsoclated with vitamin D deficiency and breast cancer risk. The major finding of the present
study is that ethanol consumption diiferentially modifies the gene expression of the enzymes involved in vitamin D
metabolism in breast cancer xenografts and kidneys. This study was supported by CONACYT México, granis
MOD-OR-18-2014 PCI-006-06-14 and 153862 to JGQ and LD,
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Asociacidn Mexicana de Nutriologia i

La Asociacion Mexicana de Nutriologia A.C.
expide la presente

Lara-Sotelo G, Garcia-Quiroz J, Garcia-Becerra R, Avila
° E, Lopez S, Zarate-Pérez A, Ordaz-Rosado D, Larrea F,
Diaz L

Por su valiosa participacion en los trabajos libres

Con el trabajo:

_Influencia del consumo de alcohol sobre la funcion
oncoprotectora de la vitamina D en un modelo murino de cancer
de mama

Dentro del 49 Congreso Mexicano de Nutriologia

Llevado a cabo del 22 al 24 de Agosto
En el INCMNSZ, Ciudad de México, México.
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Presidenta Secretario Académico

Vasco de Quiroga 283 Despacho 4 Colenia Seccidn XV, Defegacitn Tlalpan C.P 14080, México DUF, 1. 5485 5459




015 Formato de convenio

El Sistema Nacional de Investigadores otorga a la
DRA. JANICE GARCIA QUIROZ

la distincion de

CANDIDATO A INVESTIGADOR NACIONAL

Durante el periodo del 1 de enero de 2015 al 31 de diciembre de 2017 en
reconocimiento a su capacidad para realizar investigacion cientifica.

DRA. JULIA TAGUENA PARGA
Secretaria Ejecutiva del SNI
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SECRETARTA DB SALUD

COMISION COORDINADORA DE INSTITUTOS NACIONALES DE
SALUD Y HOSPITALES DE ALTA ESPECIALIDAD

DIRECCION GENERAL DE POLITICAS DE INVESTIGACION EN SALUD

EN CUMPLIMIENTO CON EL ARTICULO 31 DEL REGLAMENTO VIGENTE PARA EL INGRESO, LA
PROMOCION Y LA PERMANENCIA AL SISTEMA INSTITUCIONAL DE INVESTIGADORES EN
CIENCIAS MEDICAS DE LA SECRETARIA DE SALUD, LA COMISION EXTERNA DE
INVESTIGACION EN SALUD HA DICTAMINADO EL INGRESO DE:
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

LIC. IRMA LUCIA REYES BALLEZA

JEFE DEL DEPTO. DE CONSOLIDACION

INSTITUCIONAL CONACYT.

PRESENTE:

Por medio de |a presente, se hace constar que el (la) C. GARCIA QUIROZ JANICE, presta
sus servicios en esta Instituclén, con categoria de INVESTIGADOR EN CIENCIAS MED C,
adscrito (a) al DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION, con niimero
de empleado 14448. '

Su fecha de ingreso al instituto fue a partir del 01/06/2015, el tiempo comprometido en sus
actividades es de 40 horas seimanales, cubriendo un horario VARIABLE, cuenta con dos
periodos vacacionales de 10 dias habiles los mismos q_ue seran programados de acuierdo
a la necesidad del Departamento. '

Se extiende la presente constancia en la Ciu_dad de México, D.F., el dia SEIS DE JULIO
DE 2015. .
e
]
ATENTIAMENTE

EL susotRECTOF@ CURSOS HUMANOS

JOSE ANTONIO[MELO MANZANILLA

_Avenida Vasco de

Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XVI
Delegacidén Tlalpan
Cddigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. {52)54870900
www.incmnsz, mx
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‘WSTITUTO NACIONAL DE
STITUTO NACIONAL DE CDMX 30 de marzo def 2017.
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

DRA. LORENZA DIAZ NIETO
Depto. Biologia de la Reproduccion
Presente

Estimada Dra. Diaz:

Por este medio solicito a usted el informe final del protocolo “INFLUENCIA DEL
CONSUMO DE ALCOHOL SOBRE EL METABOLISMO DE LA VITAMINA D Y  SU
IMPACTO EN EL DESARROLLO DEL CANCER DE MAMA?», con registro CINVA: BRE-
1291-14/17-1, concluido el pasado 1 de Marzo del 2017,

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

" Atentamente, Q‘;\v

G NVEST, EXPERIMENTALY
£ BIOTERIO

SRS <5 A\
INST, NAL. CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRUCGION INGMYN "5.2.7

C.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala. - Director de Investigacion y Presidente de la CINVA

‘venida Vasco de MVZ Mariela Gontreras Escamilla.- Jefa del Departamento de Investigacion Exparimental y Bioterio

“ulroga No. 15
“olonta Belisario
Tominguez Seccidn XVE
“elegacién Tlalpan
“adigo Postal 14080
“Aéxico, Distrito Federal
"2l {(52)54870900
CWWLUIRCMABSZ. MX




INSTITUTO NACIONAL DE Ciudad de México a 1 de marzo de 2017
CIENCIAS MEDICAS

Y NUTRICI ()_N
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de fa CiNVA
Presente

Estimada Dra. Bobadiila;

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: Influencia del consumo de alcohol
sobre el metabolismo de la Vitamina D y su impacto en el desarrollo del cdncer de mama” con

registro CINVA: BRE-1291-14/17-1, debido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente:

2 s
Lorenzéajaaz Nieto
y Firma del investigador
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INSTITUTO NACIONAL DE

CIENCIAS MEDICAS - ' : .
Y NUTRICION México, D.F. a 23 de Febrero de 2017

SALVADOR ZUBIRAN

<

Dra. Lorenza Diaz Nieto
Depto. de Biologia de la Reproduccion

Presente

| 2L
6 1&%?@(?@3@“%\'
@ BIOTERID =10

INST. NAL. GIENCIAS MEDICAS
Y NUTRUGION (i TN o

Estimada Dra. Diaz.: 4

Por este conducto me permito solicitar el cierre del Protocolo: “INFLUENCIA DEL
CONSUMO DE ALCOHOL SOBRE EL METABOLISMO DE LA VITAMINA DY
SU IMPACTO EN EL DESARROLLO DEL CANCER DE MAMA, con registro
CINVA BRE-1291-14/17-1, debido a que el periodo de realizacion vy la prorroga
correspondiente autorizado porla CINVA ha concluido. Favor de llenar el formato
de cierre del protocolo que se anexa a la presente. De no recibir el formato de su
parte en el plazo de 15 dias, el protocolo se dara por cerrado.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

a A Bobadilla Sandoval
mision de Investigacion en Animales

Dra. Nop
Coordinadora de la

¥
W :
c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion ’ 4 z)\ b ) 7
MVZ Mariela Contreras Escamifla, Jefa del DIEB P S L 2 '
Avenida Vasco de : . 5 - $§ .
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. INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

. Dra. Lorenza Diaz Nieto
Depto. Biologia de la Reproduccidn
Presente.

Estimada Diaz.:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental tftuiado:

México, D. F., a 11 de marzo de 20186.

Qﬁg 6?’:‘,{*; 4 gé‘ |

REF: CINVA-1291 BRE-1291-14/17-1

“Influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y su
impacto en el desarrollo del cancer de mama”.

Este comité ha dictaminado SE AUTORIZA LA PRORROGA.

Que solicita 6 meses y se autorizan 30 ratones BALB/cnu/nu para la realizacién del

protocolo.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Coordinadora de la Comision de Investigacién en Animales

é:.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion

Atentamente,

Dra. Nggma A. Bobadilla :z;val

MV.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XV

Delegacién Tlalpan
T Codigo Postal 14080

México, Distrito Fe_derai
Tel. (52)54870900

www,.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma A. Bobadilla Sandaval
Coordinadora de la CINVA

Estimada Dra. Bobadilla:

Bye - 1EER

México, D.F. a 17 de febrero de 2016

Por este conducto le solicito sea tan amable de autorizar una prérroga por 6 meses para el
proyecto a mi cargo titulado: “influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de ia
vitamina D y su impacto en el desarrollo de! cdncer de mama”, Durante el perlodo solicitado se
conternpla llevar a cabo los experimentos necesarios para someter el articulo que tenemos en
preparacidn y contestar posibles dudas de los revisores. A este respecto, un experimento consta
de 30 ratones BALBc nu/nu y consideramos montar aproximadamente 4 experimentos més.

Sin més por el momento agradezco su atencidn y aprovecho para enviarle un cordlal saludo.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XVi
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. {(52)54870900
www.incmnsz,. mx

Investigador en Cienclas Médicas F
Depto. de Bioclogla de la Reproduccién

c.c.p. MVZ Mariela Contreras Escamllla, Jefa del DIEB
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INSTITUTO NACIONAL DE Lo |
CIENCIAS MEDICAS | México, D.F. a 10 de Febrero de 2016

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Lorenza Diaz Nieto
Depto. Biologia de la Reproduccion
Presente '

Estimada Dra. Diaz:

Por este conducto le informo que su proyecto: “INFLUENCIA DEL CONSUMO DE
ALCOHOL SOBRE EL METABOLISMO DE LA VITAMINA D Y SU IMPACTO EN
EL DESARROLLO DEL CANCER DE MAMA.”, con registro CINVA: BRE-1291-
14/17-1 finalizé en enero del 2016. Por lo que le solicito de la manera mas atenta
me haga saber si el proyecto requeriré una prorroga. En caso afirmativo, favor de
enviar a la CINVA el periodo de extension que solicita y de requerir un mayor
nimero de animales especificar y justificar como se utilizaran y los procedimientos
experimentales que se llevaran a cabo con los mismos. En caso de no requerir
una prorroga favor de flenar el formato de cierre del protocolo que se anexa a la
presente. De no recibir respuesta de su parte en el plazo de 30 dias, el protocolo
se dara por cerrado.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

""”“U‘UNHUUNMLU{;(f%%%[)ra‘ ma A. Bobadilla Sandoval

MEDICAS ¥ MUTRICICHY Coordinadora de la CINVA
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NVESTIGACION EXPERIMEN-

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Directer de Investigacion
‘ MVZ Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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Deominguaz Seccian ¥V NAB/nom
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Codign Postal 14080 ' 7
Mexico, Distrito Federal
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SALVADOR ZUBIRAN

24 de Junio de 2014

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”

Presente

Estimada Dra. Norma Bobadilla:

En referencia al proyecto BRE-1291-14/17-1, con nimero de registro CINVA 1291 vy
titulado: “Influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y
su impacto en el desarrolio del céncer de mama’, y en respuesta a las observaciones
del comité especificadas en su comunicado del 19 del presente, a continuacion le
describo los cambios realizados:

Pagina 11: se incluyeron los siguientes parrafos:

“_os cadaveres seran recolectados dentro de una bolsa amarilla que se etiquetard
siguiendo las especificaciones requeridas para su almacenamientc en el
contenedor dispuesto para este fin junto al bioterio”.

“Al término del experimento (ocho semanas posteriores al inicio del tratamiento) se
sacrificaran los animales mediante anestesia terminal utilizando pentobarbital
sodico (40 a 85 mg/Kg de peso)”.

Pagina 15: se incluyé el siguiente parrafo:

“Criterios de punto final humanitario. Se considerard como punto final
humanitario cuando hay una falta de proporcionalidad entre el sufrimiento del
animal y el beneficio obtenido, cuando el sufrimiento del animal ha excedido los
limites humanitarios independientemente del beneficio obtenido vy cuandc por
alguna causa los resuitados cientificos esperables ya no seran Utiles por méas que
se contintie con el experimento”. :

Una vez revisado el protocolo, hemos también corregido el apartado 4b de la pagina 2,

aclarando lo siguiente:
Vasco de Quiroga No. 15

g‘;ﬁ"g;zcisée:c;?‘;lrgﬁonvocatoria ala que se sometio el proyecto fue la de “Apoyos complementarios para
México, D.F. lagemsolidacion Institucional de grupos de investigacién en la modalidad de Retencion”.

Tel. (52)54870900
www.inemnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Esta convocatoria contempla el apoyo econémico complementario por un afio para el
investigador joven participante”.

Adjunto a la presente encontrara el documento corregido. Por favor, espero indicaciones
para realizar las correcciones aqui descritas en el sistema Latis, ya que ingresé y no me
permite modificar el proyecto.

Sin mas por el momento, y en espera de su respuesta, aprovecho para enviarle un cordial
saludo.

Atentamente:

orenza éz/\l‘:lietb

Investigados en Ciencias Médicas E
Departamento de Biologia de fa Reproduccién
5487.0900 (2417}

Email: lorenzadiaz@gmail.com

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
México, D, F, 14000
Tel. {52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
¥ NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

DR. LORENZA DIAZ NIETO

investigador Principal

p\@, 4 Z/lgi
é,‘?uitx TR
“2014 Afio de Octavio Paz”

R23/06 /2ol

México, D.F. a 19 de junio de 2014.

Depto. de Biologia de ia Reproduccion

PRESENTE

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y su impacto en el

desarrollo del cancer de mama.”

i3

Este comité ha dictaminado aprobar el protocolo con modificaciones menores:
1. Especificar la disposicién final de los cadaveres.
2. Especificar la dosis de pentobarbital a utilizar.

3. Aclarar los Criterios de punto final humanitario del protocolo.

Las modificaciones deberdn efectuarse en el Sistema Latis y deberan enviarse por escrito a la CINVA.

Su proyecto gueda registrado en esta Institucion como: CINVA 1291: Clave: BRE-1291-14/17-1. La
vigencia de esta resolucién es por un afic y medio v si requiere un periodo mayor, tendrd que hacer la
solicitud correspondiente para obtener una prérroga.

Sin mids por el momepts guedo de usted.

L he M%W—f’ &

i INSHTUTO NA '
@‘D W MEDICAS ¥ NUTRICION

S SALVADOR ZLBIRAN

koA %

DERPARTAMENTO DE

Y BIOTERIO__

CIONAL DE CIENCIAY|

INVESTIGAC!ON EXPERIMENTAL
€ovrdinadora de la Comision de Investigacion en Animales

Atentamente,
(ri—

Dra. Norma A. Bobadilla Sando

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba A. Director de Investigacion
Dr. Rafael Herndndez. lefe de Investigacion Experimental y Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidén XVI
Delegacion Tlaipan
México, D.F. 14000
Tel. {52)54870900
www incmnsz.mx
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Instituto Nacicnal de Cignclas

Y idedicas y Nuuicion

Salvador Zubican

o

_FORMATO DE EVALUACION DE PROYECTO DE INVESTIGACION
COMITE INSTITUCIONAL DE INVESTIGAGION BIOMEDICA EN HUMANOS
FORMATO DE EVALUACION DE PROYECTO DE INVESTIGACION

No. de registro ClIBH:

Influencia del consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y,

BRE-1291-14/1711

su impacto en el desarrollo del cancer de mama

INVESTIGADORES
2a. IDENTIFICACION DE INVESTIGADORES

Nombre, firma y adscripcion de cada uno de los investigadores participantes.
investigador principal debera ser un profesional adscrito a la Institucion.

INVESTIGADOR ADSCRIP | POSICION EN EL FIRMA
CION PROYECTO
Lorenza Diaz Nieto INCMNSZ Responsable
| Janice Garcia Quiroz INCMNSZ Investigadaor
Rocio Garcia Becerra INCMNSZ Investigador
Octavio Villanueva Sanchez | INCMNSZ Veterinario

2b. PERTINENCIA DEL GRUPO DE INVESTIGADORES CON RESPECTO DEL

PROYECTO

Brevemente describa las calificaciones del grupo investigador con respecto del proceso

de investigacion cientifica en general y con respecto del proyecto presentado (v.gr..gra
académico, experiencia laboral, miembro del sistema de investigadores de los INS del

SNI, etc).

> La Dra. Lorenza Diaz cuenta con amplia experiencia en el campo de los efectos
|
bioldgicos del calcitriol en procesos de salud y enfermedad, manejo de cultivos

técnicas de biologia molecutar. Ha asesorado tesis de pre y posgrado. Es SNI hivei

If. Cuenta con 42 articulos publicados.

d|0

> La Dra. Janice Garcia Quiroz tiene gran experiencia en el manejo de anlmales

biologia molecular, técnicas generales de laboratorio y cultivo celular. Es Dra. eln

Ciencias con especialidad en Farmacologia: Cuenta con 4 publicaciones ly

actualmente esta en evaluacién en el SNL.

> . La Dra. Garcia Becerra cuenta con amplia experiencia en el estudio de compuestos

asteroidales utilizados en la anticoncepcién y terapia endocrina. Es SNI nivel l‘l.




Cuenta con 34 articulos publicados, ha graduado dos alumnos de pregrado y uno

de posgrado.

> El Dr. Octavio Villanueva es integrante del Comité de Investigacion en Animales cijeE
INCMNSZ. Posee amplia experiencia en la produccion y mantenimiento de ratones
Balb/c y transgénicos. Pertenece a la Asociacion Mexicana de Cirugia

Experimental.

> INSTITUCIONES PARTICIPANTES

Nombre y direccién de la o las instituciones participantes. Para estudios multicéntricos
afiadir los datos del centro

instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
Vasco de Quiroga No. 15, Tlalpan 14000

México, D.F., México.

Tel. (525) 555 73 11 60; Fax: (525) 556 55 98 59

PATROCINIO
4a. ORGANISMOS PATROCINADORES

Nombre, direccién y teléfono de la o las organizaciones, instituciones o Eaboratoriqs
que aportaran recursos. ' !

Fl proyecto ha sido sometido a la convocatoria del CONACYT denominada “Apoy?s
complementarios para la Consolidacién Institucional de Grupos de Investigacion

Retenciones 2014"

4b. ESPECIFICAR Si LOS INVESTIGADORES RECIBEN PAGO (MONETARIO O EN
ESPECIE) POR SU PARTICIPACION ESPECIFICAEN LA INVESTIGACION

La convocatoria a la que se sometid el proyecto fue la de “Apoyos complementarios

para la consolidacion institucional de grupos de investigacion en la modalidad de

Retencién’. Esta convocatoria contempla el apoyo econdmico complementario por un
|

afio para el investigador joven participante. i

5. MARCO TEORICO

Explicar detalladamente los fundamentos disponibles a la fecha en los que se basa ‘el
estudio que se propone (sentido biolégico, datos de experimentos en animales o en

humanos):
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a) Antecedentes:

En el mundo, la tasa de mortalidad por carcinoma mamario ha mostrado una tendencia.
creciente, ocupando el primer lugar en incidencia. En México, el cancer de mamai
representa un desafic en materia de salud publica ya que constituye la primera causa de’
defuncion. por enfermedad-neoplasica en-la mujer-en-edad reproductiva. Ademas, se ha—
estimado que para el 2020 la mortalidad asociada a dicho cancer se incrementara en’
100% en paises en desarrollo {1], por lo que resulta evidente la necesidad de fortalecer en |
nuestro pafs la investigacion orientada a comprender los procesos implicados en la%
génesis de dicha patologia, con la finalidad de desarrollar nuevas estrategias de;
tratamiento y prevencion. 3
Se han descrito diversos factores de riesgo implicados en el desarrollo del cancer de,
mama; tales como la edad y factores genéticos, nutricios y hormonales, entre otros. SlnE
embargo, el consumo de bebidas alcohdlicas es probablemente el factor de riesgo’
prevenible y evitable con mayor importancia y repercusion [2]. Se ha determinado que el
consumo crénico de alcohol puede derivar en céncer; y en particular, la posibilidad de
padecer cancer de mama se incrementa de acuerdo al nivel de consumo. En mujeres que,
consumieron 40 g de alcohol o mas por dia, se observé un riesgo significativamente alto%
de desarroilar cancer de mama comparado con no bebedores: 1.69 (95% Ci, 1.19 a 2.40)
[3]. De hecho, 9.4% de todos los tumores mamarios se atribuyen al consumo de alcohol | 5
[4]. A pesar de que se ha establecido una refacion causal entre el consumo de alcohol y: el
riesgo de desarrollar cancer de mama, los mecanismos involucrados no han sido aln del-
todo descritos.

Otro factor de riesgo implicado en e} carcmoma mamario es la deficiencia de vitamina D
(VD). La asociacién entre la defzc:tencra de VD y el desarrolio de diversos tipos de cancer“‘
ha sido ampliamente descrita [5]. El metabolito de la VD responsable de ejercer sus
efectos biolégicos es el calcitriol, el cual es un secoesteroide con potente actividadil

antiproliferativa y prodiferénciante El calcitriol se produce en diversos tejidos incluida la

glandula mamaria, en donde modula proteinas clave implicadas en la proliferacion: y,
diferenciacion celular. £} papel protector de la VD en la mama se sustenta en parte por Ia
presencia de los componentes del sistema de sefializacion de la VD en dicho tgjido; es1
decir, las enzimas involucradas en su metabolismo y el receptor para la VD (VDRY), que es%

el factor de transcripcion que media sus efectos [6,7].




Por ofro lado, se sabe que el alcohol interfiere con el metabolismo de la VD, y en
consecuencia, los bebedores crénicos pueden presentan bajos niveles de calcitriol y de suj
precursor [8-10]. Sin embargo, se desconoce el efecto que tiene el etanol sobre ]aj
expresion de las enzimas responsables de la sintesis y degradacién del calcitriol en la
glandula mamaria.

Considerando lo -anterior, en el presente trabajo se estudiara-el-impacto del etanol-sobre;
el metabolismo de la vitamina D en células de cancer de mama in vitro e in vivo, con 335
finalidad de determinar si el consumo crénico de alcohol resulta en la inhibicion de ]ai
produccién local de calcitriol y consecuentemente incrementa el riesgo de desarrollar:
tumares mamarios.

Metabolismo y efectos antineoplasicos de la vitamina D

El metabolismo de la VD comienza en la piel, donde el 7-dehidrocolesterol al exponerse al
la radiacion ultravioleta se transforma en colecalciferol. E'l colecalciferol, que también|
puede obtenerse en menor medida de la dieta, es hidroxilado en'el higado por la enzima}
VD-25-hidroxilasa (CYP27A1) para convertirse en 25-hidroxivitamina D (25C)HD),j
indicador del estado nutricio de la VD. Este metabolito, si bien es el mas abundante, no es-
la forma activa. En el rifion la 250HD es hidroxilada por la 2560HD-1a hidroxitasaé
(CYP27B1) con lo que se obtiene el calcitriol, forma hormonal y activa de la VD. La
enzima 250HD-24-hidroxilasa (CYP24A1) es responsable del catabolismo del calicitriol
[11]. Tanto la CYP27B1 como la CYP24A1 y el VDR se expresan en fa glandula mamatia
f12]. !
Los efectos antitumorales del calcitriol se producen a través de diversos mecanismosi
como la induccién de la apoptosis, citodiferenciacion y arresto del ciclo celular. En un
tejido dado, los efectos del calcitriof no solo dependen de la presencia y funcionalidad del
VDR, sino también de la expresion local de los genes CYP27B1 y CYP24A1, que como
ya se menciond, codifican para las enzimas encargadas de la sintesis y degradacion del
calcitriol, respectivamente. La CYP24A1 se encuentra sobre-expresada en algunas
neoplasias, sugiriendo su participacién en la tumorigénesis. Algunos de los marcadores
clinicamente relevantes que son modulados por el calcitriol en la mama son el gen que
codifica para el inhibidor de cinasas dependiente -de ciclinas p21, el gen supresor dei
tumores p53, el factor de transcripcion c-Myc v la ciclina D1 [13]. Nuestro grupo de;
investigacién ha contribuido en el conocimiento de los mecanismos implicados en los
efectos antiproliferativos del calcitriol, ya que demostramos que el calcitriol es un potente

inhibidor de la expresion del oncogen KCNH1 en células derivadas de tumores mamarios




con diferente fenotipo, resultando en la inhibicién significativa de la proliferacién ceiuiarf
[14, 15].

Deficiencia de vitamina D y cancer de mama

Mltiples trabajos epidemiolégicos, preclinicos y clinicos han mostrado los beneficios de la

VD en la prevencion del cancer de mama, observandose una relacion inversa entre los'

niveles séricos de 250HD y el desairollo de esta necplasia, de su recurrencia y-de la tasa- -

de mortalidad [6,16]. Concentraciones de 250HD < 20 ng/ml, 20-30 ng/ml y de 30-80:
ngfm! indican deficiencia, insuficiencia y suficiencia, respectivamente [17]. En particular,.
mujeres con niveles séricos de 250HD de 52 ng/mlL tuvieron 50% menos incidencia de |
cancer de mama en comparacién con aquelias con concentraciones de 250HD <13 ng/mi

[18]. Por ofro lado, concentraciones elevadas de 250HD en el suero al momento de i'
diagnosticar la neoplasia correlacionaron con menor tamafio tumoral y mejor pronés’tico%
[19]. Estas investigaciones sugieren fuertemente que mantener niveles adecuados de \/D

es beneficioso para prevenir la aparicion y la recurrencia de tumores de mama. Sin’

embargo, a pesar de estas prometedoras observaciones, la suplementacién con VD ¥ el

andlisis rutinario de los niveles séricos de 250HD no se han implementado como medtdas

para la prevencion del cancer de mama en mujeres con riesgo de desarrollarlo, asf como

tampoco se han estudiado los factores potencialmente modificables que puedan afectar el

metabolismo de la VD.

Metabolismo del alcohol y su relacién con el cancer de mama :
En general, las neoplasias mas frecuentes relacionadas con el consumo de alcohol son el

cancer hepatico, de faringe, cavidad oral, eséfago, colon y glandula mamaria {2]. En

particular, ia relacion causal enire el alcohol y el cancer de mama se sustenta en dtversaSw
investigaciones in vitro e in vivo, asi como estudios epidemiolégicos y meta-analisis [20]

Se calcula que por cada bebida alcohdlica adicional consumida por dia, el rlesgo de'
desarroliar cancer de mama se incrementa del 2% (riesgo relativo [RR}=1.02, 95%
Cl=1.01, 1.03) hasta el 12% (RR=1.12, 95% Ci=1.09, 1.14) [2]. De acuerdo a algunos‘
estudios observacionales, a mayor consumo de alcohol aumenta de forma lineal el rlesgo_
de presentar cancer de mama, y un estudio menciona que el riesgo relativo se mcrementa
en 7.1% por cada 10 g de alcohol consumido por dia [21]. La exposicién al aicohol se'
puede medir por ingesta de etanol en numero de bebidas por dia o por semana,‘
considerando que cada bebida contiene en promedio 10-12 ¢ de etanol puro

Recientemente, Chen y colaboradores demostraron que incluso el consumo moderado

(tres a seis copas de vino a la semana, equivalente a 5 - 8.9 g/dia) también aumentd ia|




probabilidad de desarrollar cancer de mama (RR, 1.15; 95% Cl, 1.06-1.24), y que este
riesgo se sumaba a cualquier ofro que la mujer ya tenia, por ejemplo, antecedentes;
familiares [22]. En mujeres menores de 55 afos de edad sin factores de riesgo, el riesgol
relativo asociado con el consumo = 15 g de alcohol / dia fue de 2.5 (95% CI, 1.5 a 4.2)
[231.
Los -mecanismos—implicados en la accion carcinogénica del alcohol-en la--glandula
mamaria no han sido del todo dilucidados; sin embargo, se sabe que el metabolismo del
alcohol produce especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno, causando estrés:
oxidative, lo que puede causar mutaciones y dafio al DNA [24]. Por otro lado, el consumo.
de alcohol se asocia con el desarrollo de tumores que expresan al receptor de estrégenosi
y progesterona (ER, PR), asi como con el incremento de esirégenos circulantes [25].

El metabolismo del etanol se lleva a cabo primordialmente en el higado, donde es oxidadoi
a acetaldehido por accidn de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y del citocromo P450 2E1.;:
El acetaldehido, metabolito mas téxico del alcohol y carcinogénico per se,‘ es a su vez}
oxidado & acetato mediante la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH). Sin;
embargo, una proporcién del etanol presente en la circulacién sanguinea puede alcanzari
la glandula mamaria, donde es convertido a acetaldehido por la ADH que se expresa eni
ese sitio. El acetaldehido es capaz de inducir deleciones en las cadenas de DNA,
aberraciones cromosémicas y generar aductos con proteinas y DNA. La formacion de
aductos con proteinas puede inhibir su funcionalidad, mientras que los aductos de DNA,
pueden ser el inicic de un proceso cancerigeno [26]. Tanto el etanol como el acetaldehido
incrementan la expresion de receptores a hormonas, tales como el ER y el PR. Por otro
tado, el etanol estimula la proliferacién celular y la actividad transcripcional del ER uni'd‘o a
su ligando, lo cual en conjunto, aumenta el riesgo de desarrollar cancer de mama [25]. Sin
embargo, la sefializacion estrogérfica no explica del todo la asociacién positiva ohservada
entre el consumo de alcohol y el desarrollo de cancer, por lo que los mecanismosi

implicados en este proceso necesitan ser clarificados.
b) Definicién del problema:

Impacto del consumo de alcohol en las funciones de la vitamina D

Desde hace algunas décadas se sabe que el consumo crénico de alcohol se asocia con

. ]
alteraciones en la homeostasis del calcio, tales como la hipocalcemia, reduccion de Iai

densidad mineral ésea, bajo recambio dseo y aumento del riesgo de fracturas. Lo anterion




puede explicarse, al menos en parte, por trastornos en el metabolismo de la VD. En apoyoE
a lo anterior, en un modelo murino el consumo crénico de etanol disminuy6 la expresion|
de CYP27B1 mientras gque aumentd la expresion de CYP24A1 en el rifidn {9].=
Probablemente como consecuencia de esto Ultimo, el alcoholismo se relaciona con'
concentraciones plasmaéticas reducidas de calcitriol y de 250HD, lo que se agrava en,
casos de cirrosis, donde se-ha reportado que el .66 % de los pacientes con esta patologia
cursan con niveles reducidos de VD [27]. Por todo lo anterior, nos enfocamos en el
estudio del efecto del etanol sobre el metabolismo de la VD en celulas de cancer de
mamma in Vitro e in vivo, particularmente en la expresién de las enzimas clave involucradas’

en la sintesis y degradacion del calcitriol.
¢) Justificacion:

En el mundo, el cancer de mama representa un desafio en materia de salud publica ya;
que constituye la primera causa de defuncién por enfermedad neoplasica en la mujer eni
edad reproductiva. La tasa de mortalidad por carcinoma mamario ha ido en aumento,

ocupando el primer lugar en incidencia. Se estima que para el 2020 la mortalldad
asociada a dicho cancer se incrementara en 100%. Por ello, es fundamental fortalecer Eai
investigacion que permita comprender los procesos implicados en la génesis de dicha
patologia, con la finalidad de desarrollar nuevas estrategias de tratamiento y prevencion. |
Se han descrito diversos factores de riesgo implicados en el desarrolio del cancer de
mama; sin embargo, el consumo de bebidas alcohdlicas es probablemente el factor de'
riesgo prevenible y evitable con mayor importancia y repercusién. De hecho, 9.4% de
todos los tumores mamarios se atribuyen al consumo de alcohol. A pesar de gue se ha‘
establecido una relacién causal entre el consumo de alcohol y el riesgo de desarrollar‘
cancer de mama, los mecanismos mvolucrados no han sido aun del todo descritos. Otrol
factor de riesgo implicado con el carcmoma mamario es la deficiencia de vitamina D (VD)..
La asociacion entre la deficiencia de VD y el desairollo de cancer es bien conocida. EI
metabolito de la VD responsable de ejercer sus efectos biolégicos es el calcitriol, el cual
es un secoesteroide con potente actividad antiproliferativa y prodiferenciante. Por otrol
lado, se sabe gue el alcohol interfiere con al metabolismo de la VD, y en conseouencna,.
los bebadores crénicos pueden presentan bajos niveles de calcitriol y de su precursor, Sm
embargo, se desconoce el efecto que tiene el etanol sobre la expresion de las enzimas|




responsables de la sintesis y degradacién del calcitriol en las células de la mama y su

repercusion en procesos carcinogénicos.

Considerando lo anterior, el presente trabajo se justifica por las siguientes razones:

1. Se estudiara el impacto del etanol sobre el metabolismo de la vitamina D en células

de cancer de mama in vitro e in vivo, con la finalidad de determinar si el consumo crénico

de alcohol resulta en la inhibicién de la produccién local de calcitriol y consecuentemente:

|
incrementa el riesgo de desarrollar tumores mamarios.

2. Se creard conciencia de la necesidad de implementar programas de prevencion y
tratamiento que contemplen {a suplementacion con VD o sus metabolitos. '

3. Se fortalecera el grupo de Investigacion del cual uno de sus objetivos es prioridad eni

-, " r - .- - I ’ I
el ambito de salud publica: la prevencion y el tratamiento del cancer de mama.

4. Se proporcionara la posibilidad a un joven investigador de alto desempefo y bril]ante}

trayectoria cientifica, de consolidar su proyeccidn.
5. Se formaran recursos humanos en el ambito cientifico.

6. Se generard conocimiento cientifico importante para coadyuvar en la lucha para la

prevencién y el combate del cancer de mama.

6a. HIPOTESIS

Definido como un enunciado comprobable acerca de la relacion enire una variable

dependiente y una variable independiente. O
i

El consumo de alcohol afectara el metabolisme de la vitamina D favoreciendao la

" generacién acelerada de tumores mamarios cuando existe un ntcleo de células malignas.

6b. OBJETIVOS

Aquellos que se esperan obtener puntualmente en el estudio y especificados como,
abjetivo general y objetivos especificos. [




s Objetivo general
Estudiar el impacto del consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y sus,
efectos oncoprotectores en céluias de cancer de mama in vifro e in vivo.
: i
¢ Objetivos particulares
Evaluar el efecto-in vitro-del etanol-sobre la -expresion génica y proteica de las enzimasj—- R
CYP27B1 y CYP24A1 en las lineas celulares T-470D y SUM-229PE. 1

Inducir tumores de cancer de mama humano en ratones atimicos nu/nu para estudiar la,
expresion de CYP27B1 y CYP24A1 en la masa tumoral en los diferentes grupos:

experimentales,

Estudiar el posible efecto adverso del consumo crénico de alcohol sobre la actividad
protectora de la VD en el cancer mamario in vivo, mediante la evaluacién del desarrolio

tumoral en un modelo murino.

Evaluar fos niveles séricos de 250_HD y calcitriol en los diferentes grupos experimenta]esi

de ratones.

Evaluar la expresién del marcador de proliferacion Ki-67 en los tumores de los ratones.

7. METODOLOGIA: DISENO GENERAL

Describir el disefio general del estudio

Se utilizaran dos lineas celulares establecidas de cancer de mama humano con diferente fenotipa:
T-47D (ER+) y SUM-229PE (ER-), de ATCC, Manasas VA y Asterand, San Francisco CA,
respectivamente. Nuestro laboratorio cuenta con estas lineas celulares actualmente y los efectos
del calcitriol han sido probados in vitro en términos de respuesta a la inhibicidn del crecimiento e
induccion de la CYP24A1, demostrando la expresion y funcionalidad del VDR en varios trabajos de |
nuestro grupo [14,15]. Ademas, la linea T-47D es tumorigénica por lo que se utilizara para 1bs
xenoinjertos en el modelo murino, tal como lo hemos hecho previamente [28]. El caleitriol (1,25
dihidroxivitamina Ds) ha sido donado por Hoffmann-La Roche Ltd. (Basel, Suiza), mientras que el
colecalciferol se adquiriré de Sigma-Aldrich. El etanol en solucién se preparara a partir de vodka
comercial. ' .

Cultivo celular: Las células T-47D yr SUM-229PE se cultivaran siguiendo las indicaciones de los

proveedores. Los procedimientos experimentales se llevaran a cabo en medio DMEM-F12




(invitrogen; CA, EUA), suplementade con 6% de suero fetal boving inactivado y tratado con carbén—j
dextran.

tnduccién tumoral en ratones atimicos y tratamientos

Se utilizaran ratones hembra atimicos (nu/nu) con fondo genético BALB/c de 6-7 semanas de edad.
Los ratones se ranipularén observando los lineamientos de la ley mexicana para el cuidado y usoi
. __de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1989). El protocolo se sometera para su-evaluacion al
comité institucional para la investigacion en animales (CINVA). Los ratones se mantendran en
microaistadores ventilados (34 cambios de airefhora) bajo condiciones de humedad y temperatura:
constantes (25° C + 1° C), ciclos de luz-oscuridad de 12/12 horas y alimento {estandar PMI 5001).
La linea celular tumorigénica (2 X 10° celulas/0.1 ml solucion fisioldgica estéril) se inoculara por via
subcutanea en el flanco lateral derecho de los ratones atimicos. Cada tercer dia se medlran
parametros conductuales y fisicos para determinar causales de punto final.

Los grupos experimentales asi como el esquema de tratamiento se detalian en el agu1ente|
esquema. Los ratones se dividiran en 5 grupos con 5 individuos por grupo, por experimento. Los\
experimentos se repetiran al menos en 3 diferentes ocasiones. Las dosis consideradas de etanol y
250HD corresponden a las previamente reportadas en modelos murinos [29,30]. o
Se estima que cada ratdn bebe de 5-7 mL de agua por dia, lo que se tomd en consideracion para!

calcular el volumen de etanol que se adicionara al agua del bebedero. Se utilizé la férmula: \

gr de etanol = V.{en dL) x graduacion de ta bebida x 0.8 |

Grupo | Control

Grupo 1l Etanolfagua 5% pesoivolumen (12.5 g de etanol / dia 1 kg de peso /per 0s)

Grupo HI 250HD (2000 Ul / kg de peso / i.p. / dia)

Grupo IV Vehiculo de 250HD

Grupo V Ftanol + 250HD
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Inicio de tratamiento Fin de tratamiento
Inyeccion s.c. de células de cénger de mama -Anestesia conpentobarbital sodtco

{2 miltonesi 200 p) de solucion salina estéril) Puncibn cardiaca para extraccicn 'de sangre
sntodos los grupos. »Extraccionde tejido tumoral, higadoy rmon




A los ratones de los grupos I, 1ll, IV y V se les administraran los tratamientos indicados durante}
cuatro semanas antes de la inyeccién de las células y se mantendran por 4 semanas mas después
de la inyeccidn. Ef grupo | es el grupo control, por lo que solo se le injertaran las células -
tumorigénicas. A partir de la inyeccién de la inoculacion se evaluara: 1) el tiempo que tarde enf
aparecer la masa tumoral, 2) el nimero de ratones gue generen umor en cada grupo y 3) el
volumen tumeral final. Las mediciones de los tumores se realizaran mediante un calibrador vernier

cada tercer dia y se evaluarén los siguientes parametros:

¢« Volumen tumoral (mms): VT={ax b? /2. Donde a y b corresponden al eje mayor y menor det!
tumor respectivamente.
« Volumen relativo del tumor: VRT = VT final / VT inicial x 100. Este valor indica el porcentaje

de incremento del tumor al final del tratamiento con respecto al volumen tumoral inicial.

Al término del experimento (ocho semanas posteriores al inicio del tratamiento) se sacrificaran los’
animales mediante anestesia terminal utilizando pentobarbital sddico (40 a 85 mg/Kg de peso). Se
colectara la sangre por puncién cardiaca y se obtendra el tejido tumoral, el higado y un rifndn, Estos 3
dos tltimos tejidos se usaran para estudiar el efecto del etanol sobre la expresion de las en2|maSw
del metabolismo de VD, a manera de conirol. El suero se congelard y se utilizara para evatuar‘
posteriormente la concentracion de caleitriol, 250HD y calcio sérico. El tumor se dividira en dos
partes: una se congelara inmediatamente en nitrégeno liquido para la extraccion de RNA y la otrai
se almacenard a -70°C en solucion RIPA (fosfato de sodio dibasico 9.1 mM, fosfato de sodioi
monobasico 1.7 mM, NaCl 150 Mm, Nonidet P-40, 0.1% SDS, pH 7.4) para extraccion dei
proteinas. ; .
Los cadaveres seran recolectados dentro de una bolsa amarilla que se etiquetara siguiendo Eas?
especificaciones requeridas para su almacenamiento en el contenedor dispuesto para este fin junto:j
al bioterio. }
|
Efectos del etanol sobre la expresion génica de CYP27A1, CYP27B1 y CYP24A1 ‘
Las células se cultivaran en presencia de diferentes concentraciones de etanol durante 24 horas. AI
cabo de este tiempo, se aspirara el medic y se extrasra el RNA utilizando Trizol®. Para los:
estudios in vivo, el tejido tumoral, e! higado y un rifién de los ratones se homogenizaran en Trizol. |
Tres O g de RNA se utilizaran para la reaccién de retrotranscripcion. La reaccion de amphfucacuonl
en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) se llevara a cabo en el snstrumentoi
LightCycler® 2.0 de Reche (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) de acuerdo al stgwente
protocolo: activacion de la Tag DNA polimerasa a 95 °C x 10 minutos, seguido de 45 ciclos de

amplificacion de 85 °C x 10 segundos, 60 °C x 30 segundos y 72 °C x 1 segundo. La expresion




relativa de los genes de interés se normalizard contra la expresion del gen constitutivoé
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en ef caso de células humanas (h), v O-Actina
para las de ratén (m). Las secuencias de los oligonucledtidos seran las siguientes: para hCYP24A1
(NM_000782.3 / sonda 88). catcatggccatcaaaacaa / gcagetegactggagtgac; para mCYP24A1
(NNM_008996.3 / sonda 78): aactgtacgctgctgicacy / aatccacatcaageigliige; para hCYP27B1‘
(NMO00785.2/sonda  B83).  cttgcggacigeteacty  / cgcagactacatigticagg; para mCYP27B1
(NM 010009.2 / sonda 3): gagttttacaaatttggcctagaaa / gtgtcaggagggacttcagc para mCYPZ?Aif
(NM_024264.4/sonda 86): ccteacctatgggatcticate / titaaggcatcegtgtagage, mb-Acting (M12481.1 /
sonda 56): aaggecaaccegigaaaagat / giggtacgaccagaggeatac y para hGAPDH (AF261085.1/ sonda’

80): agccacatcgetgagacac / geccaatacgaccaaatce.

Efecto del etanol sobre la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 en la masa tumoral |

Con la finalidad de conocer el impacto de los tratamientos sobre ta proliferacion celular en 1031
turnores generados, elegimos un marcador que es ampliamente utilizado en la clinica: Ki-67. Para:
ello se utilizaran los siguientes oligonucledtidos: ggtgtgcagaaaatccaaaga / actgtccctatgacttctggt
(X65550.1/ sonda 73} y se realizara el procedimiento arriba descrito. ’
Efecto del etanol en la abundancia de las proteinas involucradas en el metabolismo de la VD |

1 as células se trataran con diferentes concentraciones de etanol durante 48 h. Al cabo de este,
tiempo las células se tripsinizaran y centrifugaran para ser fisadas con solucién RIPA en presencia
de inhibidores de proteasas. Los tejidos provenientes de ratones se homaogenizaran también en
RIPA a 4°C. Los lisados celulares (50 pg) se separaran en geles de poliacrilamida (10% SDS-
PAGE) bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras. Las proteinas se transferirdn g
membranas PVDF, que se bloquearan con 10% de leche descremada en PBS. Las membranas se
incubaran en presencia de ant-mCYP27A1 (higados); anti CYP27B1 y anti CYP24A1 (tumores,
células de cancer de mama y rifidn). Posteriormente se incubaran con segundo anticuerpo,

|
conjugado a la peroxidasa y se visualizaran con el reactivo ECL+ plus (Amersham Pharmacig

Biotech, Suecia). Las imagenes seran capturadas y las bandas cuantificadas con el mstrumento‘
ChemiDoc (BioRad). Para la normalizacién, las membranas se colocaran en solucidn de lavado,
(2% wiv SDS, 62.5 mM Tris-HCL pH 6.8, 100 mM 2-mercapto-etanal) con agitacién durante 10‘

minutos y posteriormente se incubaran con anti-hGAPDH o anti-mR-Actina. |

Determinacion del calcio total en suero

Con la finalidad de investigar posibles alteraciones en el metabolismo del calcno como

consecuencia de los tratamientos, se determinara el calcio total en el suero de los ratones!
|

mediante el método del ion selectivo, que determina la concentracion de calcio total por

|
potenciometro indirecto, utifizando un instrumento Synchram Clinical Systern CX5 PRO, Beckmanl
Coulter Inc., Fullerton, CA, E.U.A., como se reportd previamente [28]. :




Determinacidn de calcitriol y 250HD en suero

Para la cuantificacién de 250HD vy calcitriol en el suero de los ratones se ulilizaran estuches
comerciales de ELISA (lmmunodiagnostic Systems, Scotisdale, AZ; y USCN Life Science &
Technology Company, Texas, E.LA., para 250HD y calcitriol, respectivamente). |

Si espertinente, especificarlos siguientes puntos: "
Disefio del estudio: describir si es aleatorio/no aleatorio, controlado de cohorte, tipo de
cegamiento (doble-ciego,simple), tipo de controles (placebo, medicamento activo), periodo
de favado. ‘

El estudio sera abierfo, controlado, pros'pectivo y comparativo. Tenemos dos grupos;

control: Aquél tratado con el vehiculo de la 250HD vy ef control en ausencia de vehiculo.
b) Descripcidn de la maniobra o intervencion

Las células se cultivaran como se mencioné anteriormente.

Los ratones se mantendran en las condiciones arriba mencionadas, y la induccién;
tumoral, asi como su evaluacién se llevaran a cabo como se describié en "lnduccién%
tumoral en raiones atimicos y tratamienfos”. ;

c) Tamafo de la muestra (# de pacientes a-incluir; justificar el calculo)

Los ratones se dividirdn en 5 grupos con 5 individuos por grupo, por experimento. Losg
experimentos se repetiran al menos en 3 diferentes ocasiones. Las dosis consideradas de

etanol y 250HD corresponden a las previamente reportadas en modelos murinos {29,30}.

d) Mecanismos de asignacién del tratamiento

Los tratamientos se asignaran de acuerdo al cuadro incluido en “grupos de tratamiento™.

e) Grupos de tratamiento

Grupo | Control

Grupo ll Etanolfagua 5% pesolvolumen (12.5 g de etanol / dia / kg de peso /per 08)
Grupo H | 250HD (2000 Ut / kg de peso fi.p. / dia)

Grupo IV Vehiculo de 250HD

GrupoV Etanol + 250HD




f) Duracidn del seguimiento individual

Cada tercer dia se pesaran los rafones, se evaluara el tamano de la masa tumoral y se
valoraran los animales para detectar la aparicién de los signos determinados como puntosl
finales. Este esquema se realizara hasta el fin del experimento. La tabla de valoracion de
los_puntos terminales se presenta a continuacion (Tabla 1). Esta tabla de referencia se
utilizara para calcular un puntaje final para cada individuo experimental, y permitira definir

su estado de manera objetiva en ia tabla 2.

TABLA 1

Puntaje Apariencia
2 Ojos brillartes, Sin ulceraciones ni alteraciones en piel
i QOjos sin bril'lo 1 aparicién hematomas en 1a piel
0 Ojos apagados, tlceras sangrantes, inflamacién .

en la zona de inyeccion .
Puntaje Conducta

3 Active, interactivo con su ambiente
2 Actividad ligeramente decrementada
1 Disminucién pronunciada de la actividad, aislamiento
0 Autﬁmuﬁlacién, inmavil o hiperactivo

Puntaje Conducta inducida
3 Rapidamente s¢ desplaza
2 Se mueve fento o exageradamente
1 Se musve solo después de un tempo
0 Mo se musve, o reacciona exagedamente

Puntgje ‘ Conducta corporal ;
5 Cbeso
4 Sobre peso
3 ' Normal
2 Delgada |
1 Muy Flaco




TABLA 2

Fecha Grupo | Tratamiento | Apariencia Conducta Conducta Condicién | Puntaje final
inducida corporal
I a
N h- R PR o
| c

En el caso en el que la puntuacién sea menor de 9, se considerara el sacrificio del animal.

Criterios de punto final humanitario: Se considerara como punto final humanitario
cuando hay una falta de proporcionalidad entre el sufrimiento del animal y el beneﬂmo'
obtenido, cuando el sufrimiento del animal ha excedido los limites humanitarios
independientemente del beneficio obtenido y cuando por alguna causa los resultadosi

cientificos esperables ya no seran utiles por mas que se contintie con el experimento. i
: : ' i

8. METODOLOGIA: CRITERIOS DE SELECC]ON
a) Criterios de inclusién (considerar que no partncupen en otras investigaciones y
anticoncepcidn en caso necesario)

Ratones hembra atimicos (nu/nd) con fondo genético BALB/c de 6-7 semanas de edad.
b) Criterios de exclusion:
No aplica.

¢) Criterios de eliminacion

Con la finalidad de respetar los criterios que se establecen en experimentos que|
involucran animales para la investigacién establecidos por el comité de cuidado de los;
animales canadiense (Canadian Council on Animal Care), observaremos los siguientes|

elementos para la determinacion de los puntos finales: ;
R |

1. El crecimiento de Ia masa tumoral no debera rebasar el punto donde el animal se

vea afectado SIgmflcatlvamente en sus funciones corporales normales (al;mentac:on

desplazamiento, etc).




2. La carga tumoral en animales involucrados en experimentos terapéuticos noj
debera exceder del 10% de su peso (17 mm en ratones de 25 g}. :
3. La masa tumoral no debera provocar dolor, estrés o dificultad de movimiento

debido a su localizacién en el cuerpo del animal.

4. La perdida de peso del animal no debe exceder del 20 % (considerando la masa
,,,,,, wee - tumoral).- - — S SV ——

5. Ulceracion o infeccién en el sitio del tumor.

6. Invasion del tejido adyacente a la masa tumoral.

7. Incontinencia o diarrea prolongada,

8. Distension abdominal significativa o donde la carga de ascitis exceda del 10% del

peso corporal basico.

Q. Trauma autoinducido persistente.
10. Respiracién aboriosa, descargas sanguinolentas o muco-purulentas por cualquier
orificio. ;
11. Moribundo, letargico o fallo en la respuesta a estimulos suaves.

12. Sefiales de dolor v angustia tales como: aislamiento, mordeduras, pl[oerecmon.
lomo arqueado, ojos y abdomen hundidos, deshidratacion.

13. Patrones alterados de la alimentacién, de las conductas de aseo, automutilaciénf
ylo agresién, 1

14, Hipotermia,

En el caso de que aparezca alguna de estas sefiales se solicitara la evaluacion por patiel
del veterinario asignado para el cuidado de los animales (MVZ. Octavio Villanueva}, y se'
procederd, segun el caso y la severidad del mismo, a la eliminacion inmediata de forma

humanitaria de los animales en cuestion.

9. METODOLOGIA: DESENLACES Y VARIABLES
a) Variable/desenlace principal a medir principal

t.a variable principal @ medir sera el tiempo que tarde en aparecer la masa tumoral y eli
tamafic del tumor en los diferentes grupos experimentales. Ademas, el impacto del

tratamiento en los citocromos de la vitamina D.
Se evaluarén los siguientes parametros para valorar ia efectividad del tratamiento

preventivo:




a) Tiempo que tarde en aparecer la masa tumnoral.
b) El nimero de ratones que generen ttmor en cada grupo.

¢} El volumen tumoral final y el volumen relativo. Férmulas:

Volumen Tumoral {(mm®: VT = (a x h?) 1 2. Donde a y b corresponden al eje mayor y:

_ menor del tumor, respectivamenie. - — B

Volumen Relativo del Tumor: VRT = VT al dia (n) / VT al dia 0 X 100. Este valor indica el

porcentaje de incremento en los dias indicados.

b) Variables/desenlaces secundarias a medir

L as variables secundarias seran el calcitriol, la 250HD y el calcio i6nico en suero, asi

como la expresién del marcador de proliferacion Ki-67.

c) Frecuencia de las mediciones
|
Cada tercer dia se pesaran los ratones y se evaluara el tamafio de Ia masa tumoral. Las
determinaciones en sangre y el andlisis de expresién génica se llevaran a cabo una vez!

terminado el experimento, en una sola ocasién.

d) Criterios de éxito y falla en caso necesario

Para determinar el éxito o falla de los tratamientos se consideraran los siguientes criterios:

El retraso en la aparicién de la masa tumoral asi como menor VRT en el grupo tratado con}

250HD seran considerados criterios de éxito. |
|
Criteric de falla serfa si el tratamiento no refieja diferencias en los criterios arriba

. ‘ |
mencionados. 3
|

e) Estrategia de anélisis estadistico. |

Cuando corresponda deben especificarse y fundamentarse las técnicas, aparatos y/o
instrumentos (esto incluye equipos mecanicos/electronicosicibernéticos  especiales,
formatos de evaluacion, cuestionarios, tablas de cotejo, etc.) que se utitizaran en la
medicion, sefialando los criterios de validez, reproducibilidad y controles de calidad que se
tengan de los mismos. |
|




La metodologia para medir cada variable ha sido especificada en la seccidn def
“metodologia y disefio general del estudio”. Las comparaciones (ya sea de las variables
principales ¢ secundarias) entre los diferentes grupos se llevaran a cabo aplicando la
prueba de ANOVA. En el caso de un solo grupo vs. otro, aplicaremos T de Student. Todas;
las mediciones se registraran en una libreta designada para ello, en donde se consignara
el ndmero de—cada ratén y su grupo, el peso-en gramos,-el tamafio del tumor y Ias§
observaciones generales haciendo énfasis en la aparicion de los puntos finales, si es el

¢aso.
10. RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO

a) Molestias generadas por el estudio {en caso de tomas de sangre, anotar el nimero|
total de punciones, la cantidad de sangre por puncién y/o total y la frecuencia de las|
punciones.)

Las molestias generadas por el estudio consistiran en la administracion del etanol y de la’
250HD.

b) Riesgos potenciales (presencia de complicaciones o efectos adversos,
considerar interacciones medicamentosas, considerar efectos psicoldgicos de fos,
métodos de evaluacién, v.gr..encuestas sobre temas sensibles} ;

Los riesgos potenciales quedaran limitados por la observacién de los puntos finales.
¢} Métodos de deteccion de los riesgos anticipados
No aplica

d) Medidas de seguridad para el diagnéstico oportuno y prevencion de dichosf

- eventos

Se observaran los puntos finales, mismos que han sido descritos en los criterios de

eliminacion en la seccién de metodologia.
e) Procedimientos a seguir para resolverlos en caso de que se presenten

En el caso de que aparezca alguna de las sefiales especificadas en los puntos finales del:

estudio, se solicitara la evaluacion por parte del veterinario asignado para el cuidado de




los animales (MVZ. Octavio Villanueva), y se procedera, segin el caso y la severidad del'
mismo, a proporcionar analgésicos o a la eliminaciéon inmediata de forma hurnanitaria de
los animales en cuestion. Para la identificacion y tratamiento del dolor se consideraran IOSI
puntos especificados en las tablas 1y 2, asi como los descritos previamente (Commitfee,
on Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals, National Research Council).
Cuando de esta forma se presuma que los animales sufren dolor-leve se administrard’

aspirina (120-300 mg/Kg de peso, via oral).

f) Beneficios directos esperados

Mo aplica

g) Beneficios indirectos esperados - |
No aplica |
h) Ponderacion general de riesgos contra heneficios del estudio propuesto. |
No aplica E ‘

11. COSTOS

a)} Especificar costos (drrectos/mdlrectos monetarios, en tiempo de participacién,
visitasftraslados) que 1a investigacion genere para los sujetos del estudic (Especificar si
las consultas, examenes de laboratorio/gabinete y fratamientos médicos/quirtrgicos,
generados con motivo del estudio serdn o no cubiertos por el pacientefsujeto de

investigacion

11 ‘Costos

T “cda;c;g:r:t;ﬂms_ DE LA INVEST.lGA(.:IONV =T T -

A_d_ri_‘lon Gastos $ o. 09 ____

pacientes

Ammales R 3 0 00 o .

EQUIpOS T $20 dOO 00 S

Estudlos D l$—0._0_07 - o

Materiales  sos0 3

personal —'f $ 526196 00 -

Pubhcacznes T $6:00 .

g&sﬁ;;c;nes . so000 ) - :

;arlOS S 77$6-067 - o .
. _ -

Vlatscos 7 $ 0.&)0_




No aplica

b) Especificar las compensaciones que se ofreceran (reposicién de gastos incurridos poﬂ
la participacién en el estudio;v.gr.: pago de transporte, alimentacion, estancia, etc).

No aplica

c) Especnftcar los incentivos que se ofreceran en ¢aso que corresponda (se entlende
incentivo como un ofrecimiento o influencia que compete a realizar una accion sin que;
implique una desviacion importante con nuestro plan general de vida; v.gr..dar un libro por
haber participado) |

No aplica

Nota: Una compensaciénfincentivo fuera de proporcién se considera una actitud
coercitiva.
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de investigacion cientifica en general y con respecto del proyecto presentado (v.gr..grado
académico, experiencia laboral, miembro del sistema de investigadores de los INS, del

SN, etc).

|
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biologia molecular, técnicas generales de laboratorio y cultivo celular. Es Dra. e;n
Ciencias con especialidad en Farmacologia. Cuenta con 4 publicaciones ?y
actualmente esta en evaluacion en el SNI. .
> . La Dra. Garcia Becerra cuenta con amplia experiencia en el estudio de compuestos

esteroidales utilizados en la anticoncepcion y terapia endocrina. Es SNI nivel Ifl.

Lorenza Diaz Nieto INCMNSZ Responsable mi %é ES t&
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Cuenta con 34 articulos publicados, ha graduado dos alumnos de pregrado y uno |
de posgrado.
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ESPECIE) POR SU PARTICIPACION ESPECIFICA EN LA INVESTIGACION
No

5. MARCO TEORICO

Explicar detalladamente los fundamentos disponibles a la fecha en los que se basa el -

estudio que se propone (sentido bioldgico, datos de experimentos en animales o en
humanos):

a) Antecedentes:

En el mundo, la tasa de mortalidad por carcinoma mamario ha mostrado una tendencia -

creciente, ocupando el primer lugar en incidencia. En México, el cancer de mama

representa un desafio en materia de salud plblica ya que constituye la primera causa _c:i.e |




defuncion por enfermedad neoplasica en la mujer en edad reproductiva. Ademds, se ha
“estimado que para el 2020 la mortalidad asociada a dicho cancer se incrementara en
100% en paises en desarrollo [1], por fo que resulta evidente la necesidad de fortalecer en

nuestro pais la investigacion orientada a comprender los procesos implicados en la

génesis de dicha “patologia, con la finalidad de “desarrollar nuevas estrategias de |

tratamiento y prevencion.

Se han descrito diversos factores de riesgo implicados en el desarrolio del cancer de
mama; tales como la edad y factores genéticos, nutricios y hormonales, entre otros. Sin
embargo, el consumo de bebidas alcohdlicas es probablemente el factor de riesgo
prevenible y evitable con mayor importancia y repercusion {2]. Se ha determinado que el
consume crénico de alcohol puede derivar en cancer; y en particular, la posibilidad de
padecer cancer de mama se incrementa de acuerdo al nivel de consumo. En mujeres que
consumieron 40 g de alcohol o mds por dia, se observd un riesgo significativamente alto
de desarrollar cancer de mama comparado con no bebedores: 1.69 (95% Cl, 1.19 a 2.40)
[3]. De hecho, 9.4% de todos los tumores mamarios se atribuyen al consumo de alcohol
[4]. A pesar de que se ha establecido Lma relacién causal entre el consumo de alcohol y el
riesgo de desarrollar cancer de mama, los mecanismos involucrados no han sido atin del
todo descritos.

Otro factor de riesgo implicado en el carcinoma mamario es la deficiencia de vitamina D
(VD). La asociacién entre Ié deficiencia de VD y el desarrollo de diversos tipos de cancer
ha sido ampliamente descrita [5). El metabolito de la VD responsable de ejercer sus
efecios bioiégicos es el calcitriol, el cual es un secoesteroide con potente actividad
antiproliferativa y prodiferenciante. El calcitriol se produce en diversos tejidos incluida la
glandula mamaria, en donde modula proteinas clave implicadas en fa proliferacion y
diferenciacion celular. El papel protector de la VD en la mama se sustenta en parte por la
presencia de los componentes del sistema de sefializacién de la VD en dicho fejido; es
decir, las enzimas involucradas en su metabolismo y el receptor para la VD {(VDR), due es
el factor de transcripcién que media sus efectos [6,7]. ’
Por otro lado, se sabe que el alcohol interfiere con el metabolismo de la VD, y en
consecuencia, tos bebedores crénicds pueden presentan bajos niveles de calcitriol y desu .
precursor {8-10]. Sin embargo, ée_ desconoce el efecto que tiene el etanol sobre la
expresion de las enzimas responséblas de |a sintesis y degradacion del calcitriol en la

glandula mamaria.




Considerando lo anterior, en el presente trabajo se estudiara el impacto del etanol sobre

el metabolismo de la vitamina D en células de cancer de mama in vitro e in vivo, con la
finalidad de determinar si el consumo crénico de alcohol resulta en la inhibicién de la
produccion local de calcitriol y consecuentemente incrementa el riesgo de desarrolflar
tumores mamarios.

Metabolismo y efectos antineoplasicos de la vitamina D

£l metaholismo de la VD comienza en la piel, donde el 7-dehidrocolesterol al exponerse a

la radiacion ultravioleta se transforma en colecalciferol. El colecalciferol, que tambien :

puede obtenerse en menor medida de la dieta, es hidroxilado en el higado por la enzima :
VD-25-hidroxilasa (CYP27A1) para convertirse en 25-hidroxivitamina D (250HD), |
indicador del estado nutricio de la VD. Este metabolito, si bien es el mas abundante, noes :

la forma activa. En el rifion [a 250HD es hidroxilada por la 250HD-1a hidroxilasa |

(CYP27B1) con lo que se obtiene el calcitriol, forma hormonal y activa de la VD. La

enzima 250HD-24-hidroxilasa (CYP24A1) es responsable del catabolismo del calcitriol

[11]. Tanto la CYP27B1 como la CYP24A1 y el VDR se expresan en la gléndula mamaria :

[12].

Los efectos antitumorales del calcitriol se producen a través de diversos mecanismos

como la induccion de la apoptosis, citodiferenciacion y arresto del ciclo celular. En un
tejido dado, los efectos del calcitriol no solo dependen de la presencia y funcionalidad del

VDR, sino también de la expresion local de los genes CYP27B1y CYP24A1, que como

ya se mencioné, codifican para las enzimas encargadas de la sintesis y degradacion del

calcitriol, respectivamente. La CYP24A1 se encuentra sobre-expresada en a!gunasj

neoplasias, sugiriendo su participacién en [a tumorigénesis. Algunos de los marcadores |

clinicamente relevantes que son modulados por ef calcitriol en la mama son el gen que

codifica para el inhibidor de cinasas dependiente de ciclinas p21, el gen supresor de

tumores p53, el factor de transcripcion c¢-Myc y la ciclina D1 [13]. Nuestro grupo dej
investigacion ha contribuido en el conocimiento de los mecanismos implicados en los

efectos antiproliferativos del calcitriol, ya que demostramos que el calcitriol es un potenie !

inhibidor de la expresién del oncogen KCNH1 en célutas derivadas de tumores mamarios

con diferente fenotipo, resultando en la inhibicién significativa de ia proliferacion celular !

14, 15].
Deficiencia de vitamina D y cancer de mama

Mtitiples trabajos epidemiofégicos, preclinicos y clinicos han mostrado los beneficios de la 3

VD en la prevencion del cancer de mama, observandose una relacion inversa entre los




niveles séricos de 250HD y el desarrollo de esta neoplasia, de su recurrencia y de la tasa
de mortalidad [6,16]. Concentraciones de 250HD < 20 ng/ml, 20-30 ng/mt y de 30-80
ng/ml indican deficiencia, insuficiencia y suficiencia, respectivamente [17]. En particular,

mujeres con niveles séricos de 250HD de 52 ng/ml. tuvieron 50% menos incidencia de

“cancer de mama en comparaciéon con aquellas con concentraciones de 250HD <13 ng/ml”

[18]. Por otro lado, concentraciones elevadas de 250HD en el suero al momento de
diagnosticar la neoplasia correlacionaron con menor tamano tumoral y mejor prondstico
[19]. Estas investigaciones sugieren fuertemente que mantener niveles adecuados de VD
es beneficioso para prevenir la aparicion y la recurrencia de tumores de mama. Sin
embargo, a pesar de estas prometedoras observaciones, la suplementacion con VD y el
analisis rutinario de los niveles séricos de 250HD no se han implementado como medidas
para la prevencion del cancer de mama en mujeres con riesgo de desa‘rrollarlo, asi como
tampoco se han estudiado los factores potencialmente modificables que puedan afectar el
metabolismo de la VD. ‘

Metabolismo del alcohol y su relacién con el cancer de mama

En general, las neoplasias mas frecuentes relacionadas con el consumo de alcohol son el

céncer hepético, de faringe, cavidad oral, esofago, colon y glandula mamaria [2]. En -

particular, la relacion causal entre el alcohol y el cancer de mama se sustenta en diversas
ihvesﬁgaciones in vitro e in vivo, aéi como estudios epidemiologicos y meta-analisis [20].
Se calcula que por cada bebida alcohdlica adicional consumida por dia, el riesgo d:e
desarrollar cancer de mama se incrementa del 2% (riesgo relativo [RR]=1.02, 95%
Ci=1.01, 1.03} hasta el 12% (RR=1.12, 95% CI=1.09, 1.14) (2]. De acuerdo a algunos

estudios observacionales, a mayor consumo de alcohol aumenta de forma lineal el riesgo

de presentar céncer de mama, y un estudio menciona que el riesgo relativo se incrementa
en 7.1% por cada 10 g de alcohol consumido por dia [21]. La exposicion al alcohol se
puede medir por ingesta de etanol en nimero de bebidas por dia o por semana,
considerando que cada bebida contiene en promedio 10-12° g de etanol puro.
Recientemente, Chen y colaboradores demostraron que incluso el consumo moderado

(tres a seis copas de vino a la semana, equivalente a S - 9.9 g/dia) también aumentd la

probabilidad de desarrollar cancer de mama (RR, 1.15; 95% Cl, 1.06-1.24), y que este

riesgo se sumaba a cualguier ofro que la mujer ya tenia, por ejemplo, antecedentes
familiares [22]. En mujeres menores de 55 afios de edad sin factores de riesgo, el riesgo
relativo asociado con el consumo = 15 g de alcohol / dia fue de 2.5 (95% Cl, 1.5 a 4.2}
231
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Los mecanismos implicados en la accidn carcinogénica del alcohol en la glandula -

mamaria no han sido del todo dilucidados; sin embargo, se sabe que el metabolismo del

alcohol produce especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno, causando estrés

oxidativo, fo que puede causar mutaciones y dafo al DNA [24]. Por otro lado, el consumo

de atcohol se asocia con el desarrollo de tumores que expresan al receptor de estrogenos

y progesterona (ER, PR), asi como con &l incremento de estrogenos circulantes [25].

El metabolismo del etanol se lleva a cabo primordialmente en el higado, donde es ox1dado

a acetaldehido por accion de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y del citocromo P450 2E1.

E| acetaldehido, metabolito mas toxico del alcohol y carcinogénico per se, es a su VezZ .

oxidado a acetato mediante la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH). Sin

embargo, una proporcion del etanol presente en la circulacién sanguinea puede alcanzar |

la gtandula mamaria, donde es convertido a acetaldehido por la ADH que se expresa en

cse sitio. El acetaldehido es capaz de inducir deteciones en las cadenas de DNA, -

aberraciones cromosoémicas y generar aductos con proteinas y DNA. La formacién de

aductos con proteinas puede inhibir su funcionalidad, mientras que los aductos de DNA
pueden ser el inicio de un proceso cancerigeno [26]. Tanto el etanol como el acetaldehido
incrementan la expresion de receptores a hormonas, tales como el ER y el PR. Por ofro
lado, el etanol estimula la proliferacion celular y fa actividad transcripcional del ER unido-a
su Iigando, Jo cual en conjunte, aumenta el riesgo de desarroltar cancer de mama [25]. Sin |
embargo, la sefializacion estrogénica no explica del todo ta asociacion positiva observada :

entre el consumo de aicohol y &l desarrolto de céncer, por lo gque los mecanismos :

implicados en este proceso necesitan ser clarificados.
b) Definicion del problema:

Impacto del consumo de alcohol en las funciones de la vitamina D

Desde hace algunas décadas se sabe que el consumo crénico de alcohol se asocia con i
alteraciones en la homeostasis del calcio, tales como la hipocalcemia, reduccion de la
densidad mineral ¢sea, bajo recambio 6seo0 y aumnento del riesgo de fracturas. Lo anterior
puede explicarse, al menos en parte, por irastornos en el metabolismo de la VD. En-apoyo !
a lo anterior, en un modelo muripo el consumo crénico de etanol disminuyd la expresion
de CYP27B1 mieniras que aumento la expresion de CYP24A1 en el rion [9].
Probabletmente como consecuencia de esto dltimo, el alcoholismo se relaciona con

concentraciones plasmaticas reducidas de calcitriol y de 250HD, lo que se agrava en




casos de cirrosis, donde se ha reportado que el 66 % de los pacientes con esta patologia
cursan con niveles reducidos de VD [27]. Por todo lo anterior, nos enfocamos en el
estudio del efecto del etano! sobre el metabolismo de la VD en células de céncer de '

mama in vitro e in vivo, particularmente en la expresion de las enzimas clave involucradas

en la sintesis y degradacion del calcitriol.
c) Justificacion:

En el mundo, el cancer de mama representa un desafio en materia de salud publica ya
que constituye la primera causa de defuncion por enfermedad neoplasica en la mujer en
edad reproductiva. La tasa de mortalidad por carcinoma marnario ha ido en aumento,
ocupando el primer lugar en incidencia. Se estima que para el 2020 la mortalidad
asociada a dicho cancer se incrementara en 100%. Por ello, es fundamental fortalecer la
investigacion que permita comprender los procesos implicados en la génesis de dicha

patologia, con la finalidad de desarrollar nuevas estrategias de tratamiento ¥ prevencion.

Se han descrito diversos factores de riesgo implicados en el desarrollo det céncer de
mama; sin embargo, el consumo de behidas alcohdlicas es probablemente el factor de |
riesgo prevenible y evitable con mayor importancia y repercusion. De hecho, 9.4% de
todos los tumores mamarios se atribuyen al consumo de alcohol. A pesar de gue se ha
establecido una refacion causal entre el consumo de alcohol y el riesgo de desarroltar |
cancer de mama, los mecanismos involucrados no han sido atn del todo descritos. Otro |
factor de riesgo implicado con el carcinoma mamario es la deficiencia de vitamina D (VD).
La asociacion entre la deficiencia de VD y el desarrollo de cancer es bien conocida. El
metabolito de la VD responsable de ej'ercer sus efectos biolégicos es el calcitriol, el cual
es un secoesteroide con potente actividad antiproliferativa y prodiferenciante. Por otro
lado, se sabe que el alcohol interfiere con el metabolismo de la VD, y en consecuencia,
los bebedores crénicos pueden presentan bajos hiveles de calcitriol y de su precursor. Sin |
embargo, se desconoce el efecto que fiere el etanol sobre la expresién de las enzimas
responsables de la sintesis y degradacién del calcitriol en fas células de la mama y su

repercusion en procesos carcinogénicos.

Considerando lo anterior, el presente trabajo se justifica por las siguientes razones:




1. Se estudiara el impacto del etanol sobre el metabolismo de la vitamina D en células
de cancer de mama in vitro e in vivo, con la finalidad de determinar si el consumo Cronico
de alcohol resulta en la inhibicién de la produccion local de calcitriol y consecuentemente

incrementa el riesgo de desarrolfar tumores mamarios.

9 Se creara conciencia de la necesidad de implementar programas de prevencion y

tratamiento que contemplen fa suplementacion con VD o sus metabolitos.

3 Se fortalecera el grupo de Investigacion del cual uno de sus objetivos es prioridad en

el ambito de salud publica: la prevencion y el tratamiento del cancer de mama.

4. Se proporcionara la posibilidad a un joven investigador de alto desempefio y brillante .

trayectoria cientifica, de consolidar su proyeccion.
5 Se formaran recursos humanos en el ambito cientifico.

6. Se generara conocimiento cientifico importante para coadyuvar en la lucha para la

prevencion y el combate del cancer de mama.

ga. HIPOTESIS

Definido como un enunciado comprobable acerca de la relacién entre una variable |
dependiente y una variable independiente.

El conhsumo de -alcohol afectara el metabolismo de la vitamina D favoreciendo la :-.

generacion acelerada de tumores mamarios cuando existe un nticleo de células malignas.

6b. OBJETIVOS

Aquellos que se esperan obtener puntualmente en el estudio y especificados como
objetivo general y objetivos especificos.

o Objetivo general
Estudiar el impacto de! consumo de alcohol sobre el metabolismo de la vitamina D y sus

efectos oncoprotectores en células de cancer de mama in vitro e in vivo.

o Objetivos particulares
Evaluar el efecto in vitro del etanol sobre la expresién génica y proteica de las enzimas
CYP27B1y CYP24A1 en las lineas celi;lares T-47D y SUM-229PE.




inducir tumores de cancer de mama humano en ratones atimicos nu/nu para estudiar la
expresion de CYP27B1 y CYP24At1 en la masa tumoral en los diferentes grupos

experimentales.

Estudiar el posible efecto adverso del consumo crénico de alcohol sobre fa actividad
protectora de la VD en el cancer mamario in vivo, mediante la evaluacién del desarrollo

turmoral en un modelo murino.

Evaluar los niveles séricos de 250HD y calcitriol en los diferentes grupos experimentales

de ratones.

Evaluar la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 en los tumores de los ratones.

7. METODOLOGIA: DISENO GENERAL

Describir el disefic general del estudio

Se utilizaran dos lineas celu{ares establecidas de cancer de mama humano con diferente fenotipo:
T-47D (ER+) y SUM- 229PE (ER-), de ATCC, Manasas VA y Asterand, San Francisco CA,
respectivamente. Nuestro laboratorio cuenta con estas lineas celulares actualmente y los efectos
del calgitriol han sido probados in vitro en términos de respuesta a la inhibicion del crecimiento e
induccion de la CYP24A1, demostrando la expresion y funcionalidad del VDR en varios trabajos de
nuestro grupo [14,15]. Ademas, la linea T-47D es tumorigénica por 1o que se utilizara para los
xenoinjertos en el modelo murino, tal como lo hemos hecho previamente [28]. FI calcitriol (1, 25-
dihidroxivitamina Ds) ha sido donado por Hoffmann-La Roche Lid. (Basel, Suiza), mientras que eE
colecalciferol se adquirira de Sigma-Aldrich. El etanol en solucién se preparard a partir de Vodka

comercial.
Cultivo celular: Las células T-47D y SUM-229PE se cultivaran siguiendo las indicaciones de los

proveedores. Los procedimientos experimentales se llevaran a cabo en medio DMEM-F12 |

(invitrogen; CA, EUA), suptementado con 5% de suero fetal bovino inactivado y tratado con carbon-
dextran.

Induccién tumoral en ratones atimicos y tratamienios

Se utilizaran ratones hembra atimicos (nu/nu) con fondo genetlco BALB/c de 8-7 semanas de edad
L_os ratones se manipularan observando [os lmeamtentos de la ley mexicana para el cuidado y uso

de animales de laboratorio (NOM- -062-Z00-1999). El protocolo se sometera para su evaluacién al

comité institucional para la investigacion en animales {CINVA). Los ratones se mantendrén en




microaistadores ventilados {34 cambios de aire/hora) bajo condiciones de humedad y temperatura
constantes (25° C = 1° C), ciclos de luz-oscuridad de 12/12 horas y alimento {estandar PM] 5001).
La linea celular tumorigénica (2 X 10° células/0.1 mi solucion fisiolagica estérif) se inoculara por via .
subcutanea en el flanco lateral derecho de los ratones atimicos. Cada’ tercer dia se mediran
parametros conductuales y fisicos para determinar causaies de punto final. o
Los grupos experimentales asi como el esquema de tratamienio se defallan en el siguiente
esquema. Los ratones se dividiran en 5 grupos con 5 individuos por grupo, por experimento. Los
experimentos se repetiran al menos en 3 diferentes ocasiones. Las dosis consideradas de etanol y
250HD corresponden a las previamente reportadas en modelos murinos [29,30]

Se estima que cada ratén bebe de 5-7 mlL de agua por dia, lo que se tomé en consideracion para

calcular el volumen de etanol que se adicionara al agua del bebedero. Se utilizé la férmula:

gr de etanol = V (en dL) x graduacion de la bebida x 0.8

Grupo | Control
Grupo [l Etanoliagua 5% pesofvolumen (12.5 g de etanol/ dia / kg de peso /per 0s)
Grupo il 250HD (2000 U! / kg de peso /i.p. / dia)
Grupo IV Vehiculo de 25OHD
Grupo V Etanol + 250HD
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Inicio de tratamiento Fin de tratainiento :
Inyeccion s.c, de células de cancer de mama .Anestesia con pentobarbital sédico
{2 miltones! 200 pl de solucion salina estéril) Puncién cardiaca para extraccnon de sangre
entodoslos grupos. «Extraceion de tejido tumoral. hlgadoy rinén
|
A los ratones de los grupos 11, Il IV y V se les administraran los tratamientos indicados durante

cuatro semanas antes de la inyeccion de las células y se mantendran por 4 semanas Imas despues

\

de la inyeccién. El grupo | es el grupo control, por lo que solo se le injertaran las celuias .

turmnorigénicas. A partir de la inyeccion de la inoculacién se evaluara: 1) el tiempo gue tarde en




aparecer la masa tumoral, 2) el nimero de ratones que generen tumor en cada grupo y 3) el
volumen tumoral final. Las mediciones de los tumores se realizaran mediante un calibrador vernier

cada tercer did vy se evaluarén los siguientes parametros:

+_Volumen tumo_zaL(m_m“qf): VT=(ax _bz) /2. Bonde a vy b corresponden al eje mayor y menor.del |

tumor respectivamenie,
* Volumen relativo del tumor: VRT = VT final / VT inicial x 100. Este valor indica el porcentaje

de incremento del tumer al finat del tratamiento con respecto al volumen tumoral inicial.

Al término del experimento (ocho semanas posteriores al inicio del tratamiento) se sacrificaran los

animales mediante anestesia terminal utilizando pentobarbital sédico. Se colectara ta sangre por

puncion cardiaca y se obtendra el tejido tumoral, el higado y un rifidén. Estos dos dltimos tejidos se |

usaran para estudiar el efecto del etancl sobre la expresion de las enzimas del metabolismo de VD,
a manera de control. El suero se congelard y se utilizard para evaluar posteriormente la
concentracion de calcitriof, 250HD y calcio sérico. El tumor se dividird en dos partes: una se
congelara inmediatamente en nitrégeno liguido para la exiraccion de RNA vy la otra se almacenara
a -70°C en solucién RIPA (fosfato de sodio dibasico 8.1 mM, fosfato de sodio monobasico 1.7 mM,

NaCl 150 Mm, Nonidet P-40, 0.1% SDS, pH 7.4) para extraccion de proteinas.

Efectos del etanol sobre la expresién génica de CYP27A1, CYP27B1 y CYP24A1

Las células se cultivaran en presencia de diferentes concentraciones de etanol durante 24 horas. Al

cabo de este tiempo, se aspirard el medio v se extraerd el RNA utilizando Trizol®: Para los
estudios in vivo, el tejido tumoral, el higado y un riién de los ratones se homogenizaran en Trizol.
Tres (1g de RNA se utilizaran para la reaccion deretrotranscripcion. La reaccion de amplificacion
en cadena de la polimerasa en tiempo real {(qPCR) se llevara a cabo en el instrumento
LightCycler® 2.0 de Roche {Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) de acuerdo al siguienie

protocolo: activacion de fa Tag DNA polimerasa a 85 °C x 10 minutos, seguido de 45 cicios de |

amplificacion de 95 °C x 10 segundos, 60 °C x 30 segundos y 72 °C x 1 segundo. La expresion

relativa de los genes de interés se normalizara contra la expresion del gen constitutivo

gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en el caso de células humanas (h), y O-Actina |

para las de ratén (m). Las secuencias de los oligonucledtidos seran las siguientes: para hCYP24A1
{NM_000782.3 / sonda 88). catcatggccalcaaaacaa / gcagcicgactggagtgac, para mCYP24A1
(NM_009996.3 / sonda 78). aactgtacgcigetgicacy / aalccacatcaagcigitige; para hCYP27B1
{(NMOQO785.2/sonda 63): cttgcggaétgctcactg ! cgcagactacgtigiicagg; para mCYP27B1
(NM_010009.2 / sonda 3): gagttitacaaatttggectagaaa / gigtcaggagggacttcage, para mCYP27A1
(Nm;_024264.4/sonda 66): ccteacctatgggateticate / titaaggceatecgtgtagage;, ma-Actina (M12481.1 /




sonda 56): aaggccaaccgtgaaaagat / gtggtacgaccagaggcatac y para hGAPDH (AF261085.1 / sonda

60): agcceacatcgctgagacac / goccaatacgaccaaatcc.

Efecto del etanol sobre la expresion del marcador de proliferacién Ki-67 en la masa tumoral
Con la finalidad de conocer el impacto de los tratamientos sobre la profiferacion celular en los

{umores generados e]eglmos un marcador que es amphamente utilizado en la clinica: Ki-67. Para

ello se utilizaran los siguientes oligonucledtidos: ggtgtgcagaaaatccaaaga ! actgtccctatgacttctggt

(X65550.1/ sonda 73} y se realizara el procedimiento arriba descrito.

Efecto del etanol en la abundancia de las proteinas involucradas en el metaholismo de la VD

Las células se trataran con diferentes concentraciones de etanol durante 48 h. Al cabo de este
tiempo las células se tripsinizaran y centrifugaran para ser lisadas con solucién RIPA en presenma
de inhibidores de proteasas. Los tejidos proven[entes de ratones se homogenizaran también en
RIPA a 4°C. Los lisados celulares (50 Ng) se separaran en geles de poliacrilamida (1 0% SDS-
PAGE) bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras. Las proteinas se transferiran a
membranas PVDF, que se bloguearan con 10% de leche descremada en PBS. Las membranas se
incubaran en presencia de ant-mCYP27A1 {higados); anti CYP27B1 vy anti CYP24A1 (tumores
células de cancer de mamai y rifdn). Posteriormente se incubaran con segundo anticuerpo
conjugado a la peroxidasa y se visualizaran con el reactivo ECL+ plus (Amersham Pharmacia
Biotech, Suecia). Las imégenes seran capturadas y las bandas cuantificadas con el mstrumento
ChemiDoc (BioRad). Para la normalizacion, las membranas se colocaran en solucion de lavado
(2% wiv SDS, 62.5 mM Tris-HCL pH 6.8, 100 mM 2-mercapto-etanol) con agitacion durante 10 ;

minutos y posteriormente se incubaran con anti- hGAPDH o anti-mR&-Actina.
!
Determinacidn del caicio total en suero
Con la finalidad de investigar posibles alteraciones en el metabolismo del calcio como '
consecuencia de los tratamientos, se determinara el calcio total en el suero de los ratones :
mediante el método del ion selectivo, que determina la concentracién de calcio {otal por '
potenciémetro indirecto, utilizando un instrumento. Synchrom Clinical System CX5 PRO, Beckmgn

Coulter Inc., Fullerton, CA, E.U.A,, como se reportd previamente [28].

Determinacién de calcitriol y 2560HD en suero !
Para la cuantificacion de 250MD y calcitriol en e} suero de los ratones se utilizaran estuchés
comerciales de ELISA (Immunodiagnostic Systems, Scotisdale, AZ; y USCN Life Science & ‘

Technology Company, Texas, -' E.U.A., para 250HD y calcitriol, respectivamente). |

Si es pertinente, especificar los siguientes puntos:

Disefio del estudio: describir si es aleatorio/no aleatorio, controlado, de cohorte, tipo de
cegamiento (doble-ciego,simple), tipo de controles (placebo, medicamento activo), periodo .
de lavado. '




El estudio sera abierto, controlado, prospectivo y comparativo. Tenemos dos grupos

control: Aquél tratado con el vehiculo de la 250HD y el control en ausencia de vehiculo.

b) Descripcion de la maniobra o intervencion

Las células se cultivaran como se menciond anteriormente. _
Los ratones se mantendran en las condiciones arriba mencionadas, y la induccion

tumoral, asi como su evaluacion se llevaran a cabo como se describié en “Induccion |

tumoral en ratones atimicos y tralamientos”.
¢) Tamaiio de la muestra (# de pacientes a incluir; justificar el calculo)

Los ratones se dividiran en 5 grupos con 5 individuos por grupo, por experimento. Los |
experimentos se repetiran al menos en 3 diferentes ocasiones. Las dosis consideradas de

etanol y 250HD corresponden a las previamente reportadas en modefos murinos {29,30].
d) Mecanismos de asignacion del tratamiento
Los tratamientos se asignaran de acuerdo al cuadro incluido en “grupos de tratamiento”.

e) Grupos de tratamiento

Grupo | Controt

Grupo Il Etanolfagua 5% pesofvolumen (12.5 g de etanol / dia / kg de peso /per 0s)
Grupo 1l 250HD (2000 Ui / kg de peso / i.p. / diay ‘
Grupo IV Vehiculo de 250HD

Grupo V Etanol + 250HD

f) Duracién del seguimiento individual

Cada tercer dia se pesaran los ratones, se evaluara el tamafio de la masa tumoral y se !
valoraran los animales para detectar la aparicion de los signos determinados como puntos l‘
finales. Este esquema se realizara hasta el fin del experimento. La tabla de valoracion de
los puntos terminales se presenta a continuacion (Tabla 1). Esta tabla de referencia se

utilizara para calcular un puntaje final para cada individuo experimental, y permitira definir -

su estado de manera objetiva en la tabla 2.




TABLA1

Puntaje Apariencia
2 Qjes brillantes, Sin ulceraciones ni alteraciones en piel
1 Ojos sin brillo / aparicion hematomas en la plel
o L 0 Ojos apagados, Glceras sangrantes, inflamacin T
en la zona de inyeccion
Puntaje Conducta
3 Aclivo, interactivo con su ambiente
2 Actividad ligeramente decrementada
1 Disminucién pronunciada de la actividad, sislamiento
1] Automutilacién, iInmévil o hiperactivo ‘
Puntaje Conducta inducida ‘ i
3 Réapidamente se desplaza o
2 Se muave lento 0 exageradamente i
1 Se mueve solo después de un tiempo b
a Mo se mueve, o reacciona exagedaments :
| |
Puniaje Conducia corporal {
5 Obeso |
4 Sobre peso |
3 Normai 3 i
2 Delgado ! :
P 1 Muy Flaco
i
i
TABLA 2 -
[
|
Fecha Grupo | Tratamiento | Apariencia Conducta Conducta | Condicién | Puntaje final
‘ inducida corporal

En el caso en el que la

puntuacion sea menor de 9, se considerara el sacrificio del animal.




8. METODOLOGIA: CRITERIOS DE SELECCION

a) Criterios de inclusién (considerar que no participen en otras investigaciones y
anticoncepcién en caso necesario)

Ratones hembra atimicos (nuw/nu) con fondo genético BALB/c de 6-7 semanas de edad.

b) Criterios de exclusion:
No aplica.
¢) Criterios de eliminacion

Con la finalidad de respetar los criterios que se establecen  en experimentos que
involucran animales para la investigacion establecidos por el comite de cuidado de los
animales canadiense (Canadian Council on Animal Care), observaremos los siguientes

elementos para la determinacion de los puntos finales:

1. El crecimiento de la masa tumoral no debera rebasar el punto donde el animal se

vea afectado significativamente en sus funciones corporales normales (alimentacion,

desplazamiento, etc).

2. la carga tumoral en aniniales involucrados en experimentos terapéuticos rio
debera exceder del 10% de su peso (17 mm en ratones de 25 g).

3. La masa tumoral no debera provocar dolor, estrés o dificuitad de movimiento

debido a su localizacion en el cuerpo del animal.

4. La perdida de peso del animal no debe exceder del 20 % (considerando la masa
tumoral).

5. Ulceracion o infeccion en el sitio del tumor.

6. Invasion del tejido adyacente a la masa tumoral. ‘
7. Incontinencia o diarrea prolongada.

8. Distension abdominal significativa o donde la carga de ascitis exceda del 10% del

peso corporal bésico.

9. Trauma autcinducido persistenie.
10. Respiracion laboriosa, descargas sanguinolentas o muco-purutentas por cualguier
orificio.

11. Moribundo, letargico o fallo en la respuesta a estimulos suaves.




12. Seftales de dolor y angustia tales como: aislamiento, mordeduras, pitoereccion,
lomo arqueado, ojos y abdomen hundidos, deshidratacion.

13.  Patrones alterados de la alimentacion, de las conductas de aseo, automutilacion
yfo agresion. |
14. Hipotermia.”

En el caso de que aparezca alguna de estas sefales se solicitara la evaluacién por parte

del veterinario asignado para el cuidado de los animales (MVZ. Octavio Villanueva), y se

procedera, segin el caso y la severidad del mismo, a la eliminacion inmediata de forma |

. humanitaria de los animales en cuestion.

9. METODOLOGIA: DE-SENLACES Y VARIABLES
a) Variable/desenlace principal a medir principal

La variable principal a medir seré el tiempo que tarde en aparecer la masa tumoral y @e!
tamafio del tumor en los diferentes grupos experimentales. Ademas, el impacto dfel
tratamiento en los citocromos de la vitamina D. !
Se evaluarén los siguientes parametros para valorar la efectividad del tratamlento
preventlvo.

a) Tiempo que tarde en aparecer la masa tumoral.

b} El nimero de ratones que generen tumor en cada grupo.

c) El volumen tumoral final y el volumen relativo. Férmulas:

Volumen Tumoral (mm%): VT = (a x b / 2. Donde a y b corresponden al eje mayor‘y

menor del tumor, respectivamente.

Volumen Relativo del Tumor: VRT = VT al dia {n) / VT al dia 0 X 100. Este valor indica ei

porcentaje de incremento en los dias indicados.
b) Variables/desenlaces secundarias a medir

|
l.as variables secundarias seran el calgitriol, la 250HD y el calcio ionico en suero, asl

|
1
como la expresion del marcador de proliferacion Ki-67. J'

c) Frecuencia de las mediciones

v




Cada tercer dia se pesaran los ratones y se evaluara el tamafio de la masa tumoral. Las

determinaciones en sangre y el andlisis de expresidén génica se llevaran a cabo una vez

terminado el experimento, en una sola ocasion.

d) Criterios de éxito y falla en caso necesario

Para determinar el éxito o falla de los tratamientos se consideraran los siguientes criterios:
El retraso en la aparicién de Ia masa tumoral asi como menor VRT en el grupo tratado con
250HD seran considerados criterios de éxito.

Criterio de falla seria si el tratamiento no refleja diferencias en los criterios arriba

mencionados.

e) Estrategia de analisis estadistico.

Cuando corresponda deben especificarse y fundamentarse las técnicas, aparatos yfo
instrtumentos (esto incluye equipos mecanicos/electronicos/cibernéticos especiales,
formatos de evaluacion, cuestionarios, tablas de cotejo, etc.) que se utilizaran en la
medicion, sefialando los criterios de validez, reproducibilidad y controles de calidad que se
tengan de los mismos.

La metodologia para medir cada variable ha sido especificada en la seccidon de
“metodologia y disefio general del estudio”. Las comparaciones (ya sea de las variables

principales o secundarias) entre los diferentes grupos se llevaran a cabo aplicando la

prueba de ANOVA. En el caso de un solo grupo vs. ofro, aplicaremos T de Student. Todas

las mediciones se registraran en una libreta designada para ello, en donde se consignara
el nimero de cada ratén y su grupo, el peso en gramos, el tamafio del tumor y las
observaciones generales haciendo énfasis en la aparicion de los puntos finales, si es el

caso.
10. RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO

a) Molestias generadas por el estudio {en caso de tomas de sangre, anotar el nimero
total de punciones, la cantidad de sangre por puncion y/o total y la frecuencia de las

punciones.)

Las molestias generadas por el estudio consistiran en la administracién del etanol y de la
250HD.




b) Riesgos potenciales (presencia de complicaciones o efectos adversos,
considerar interacciones medicamentosas, considerar efectos psicoldgicos de los
métodos de evaluacion, v.gr.;encuestas sohre temas sensibles)

Los riesgos potenciales quedaran fimitados por la observacion de los puntos finales.

¢) Métodos de deteccion de los riesgos anticipados
Ne¢ aplica

d) Medidas de seguridad para el diagnostico oportuno y prevencion de dichos
eventos

i
Se observaran los puntos finales, mismos que han sido descritos en los criterios de

eliminacion en la seccidén de metodologia.

e) Procedimientos a seguir para resolverios en caso de que se presenten :
|
En el caso de que aparezca alguna de las sefiales especificadas en los puntos finales d;c—zl
|
estudio, se solicitara la evaluacion por parte del veterinario asignado para el cuidado de

los animates (MVZ. Octavio Villanueva), y se procedera, segin el caso y la severidad déi 1

mismo, a proporcionar analgésicos o a la eliminacién inmediata de forma humanitaria de
los animales en cuestion. Para la identificacion y tratamiento del dolor se consideraran 563
puntos especificados en las tablas 1 y 2, asi como los descritos previamente (Comm.rttee
on Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals, National Research Counc;l)

Cuando de esta forma se presuma que los animales sufren dolor leve se admmlstrat"a
|

aspirina (120-300 mg/Kg de peso, via aral).
f) Beneficios directos esperados

No aplica

g) Beneficios indirectos esperados

No aplica

h) Ponderacién general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto. \

No aplica
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