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RESUMEN

La diabetes mellitus involucra un aumento de los niveles de glucosa en sangre
asociada con un aumento del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) y
citocinas inflamatorias, lo que influye directa e indirectamente en la proliferacion,
migracion e invasion de células cancerosas. Con el empleo de un arreglo de
expresion encontramos que el gen de CD70 se sobreexpresa en células de cancer
de mama MDA-MB-231 cuando se cultivan con una concentracion alta de glucosa.
CD70 o el miembro 7 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFSF7)
esta involucrado en la respuesta inmune y novedosamente en el desarrollo y
progresion del cancer. Al interactuar CD70 con su receptor (CD27) activa las vias
del factor nuclear kappa B (NFkB) y c-dun, lo que lleva a la proliferacién,
supervivencia y diferenciacion celular. CD70 se expresa en células By T
activadas, y se encuentra sobreexpresado en células tumorales de varios
canceres soélidos de manera aberrante. El objetivo de este trabajo fue analizar los
cambios en la expresion del gen de CD70 (TNSF7) y de genes que codifican para
proteinas que interactuan con CD70 en células de cancer de mama triple negativo
MDA-MB-231 e inferir como esta implicado en la supervivencia y actividad
migratoria de las células tumorales en cancer de mama en condiciones
hiperglucémicas (glucosa 30 mmol/L). Mediante las bases de datos “Pathway
Commons”, “Biogrid” y “STRING” se determinaron las interacciones entre CD70 y
otros genes codificantes, seleccionando aquellos cuya expresion fue modificada
por la accion de alta glucosa en células MDA-MB-231. Con base a los datos de
expresion GSE136277 depositados en Gene Expression Omnibus de NCBI (GEO)
inferimos las posibles vias implicadas en la accién de este gen, analizando la
informacion de bases de datos y publicada en articulos cientificos. Adicionalmente,
se evalué la expresion de CD70 en células MDA-MB-231 en un medio
hiperglucémico mediante “Western blot” y por ultimo, analizamos la coexpresion
de CD70 con otros genes y como influian en la supervivencia de pacientes con
cancer de mama empleando “R2 genomics analysis and visualisation platform” y la
plataforma “KM-Plot”, respectivamente. EI mRNA de CD70 se expreso 3 veces

mas en las células MDA-MB-231 en condiciones de hiperglucemia; sin embargo,



no se encontraron cambios en la concentracion de la proteina respectiva. Al
evaluar la expresion de genes codificantes que interactuan con CD70 en células
MDA-MB231 expuestas a alta glucosa, se encontraron 5 genes que se regularon a
la alta (EXTL3, XPOT, ATM, SLC39A7 y KIR2DL4) y 8 que se regularon a la baja
(XPO7, PPARA, IL4, MAP2K3, CHPT1, GGCX, CSE1L y AARS2). CD70
interactia con genes que probablemente en conjunto promueven la accidn
protumoral en condiciones de hiperglucemia mediante las vias de ERK-MEK,
PI3K/Akt, NFkB y reparacion del dafo al DNA mediado por la cinasa ATM, asi
como vias de transporte de zinc (SLC39A7/ZIP7) y de aminoacil-tRNA (XPOT) al
citoplasma. Con esta evidencia podemos decir que CD70 promueve el cancer de
mama mediante multiples vias de sefalizacion involucradas en la proliferacion y
supervivencia celular, llevando a cabo una accion directa en las células tumorales
en un mecanismo independiente de su interaccion con su receptor cuando este no
se encuentra y su accion posiblemente dependa de su oligomerizacion vy

asociacion a la membrana celular.



1. INTRODUCCION

1.1. Cancer de mama triple negativo (TNBC)

El cancer es una enfermedad crénica degenerativa de origen multifactorial que se
caracteriza por la division anormal de las células de ciertos tejidos, que adquieren
la capacidad de diseminarse hacia otros 6rganos (metastasis), esto puede llegar a
terminar con la vida del paciente dependiendo de su agresividad y la respuesta al
tratamiento. En cuanto al cancer de mama, este se asocia con la proliferacion
celular anormal que puede comenzar en los distintos tejidos de la glandula
mamaria. Las mamas constan de tres partes principales: lobulillos, conductos vy

tejido conectivo (Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades, 2022).

Los carcinomas de seno, por lo general son adenocarcinomas; que comienzan en
las células epiteliales de los conductos (de leche) o los lobulillos (glandulas
productoras de leche). El tipo de cancer de mama puede referirse a si el cancer se
ha propagado o no, es decir, si es metastasico, si es inflamatorio, o de acuerdo
con sus receptores hormonales (clasificacion molecular) (American Cancer
Society, 2019).

En las pacientes con cancer de mama se evalua de forma rutinaria la expresion
del receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y la amplificaciéon
del receptor al factor de crecimiento epidérmico HER-2. Los tumores que no
expresan ER, PR y no tienen amplificacion de HER-2 se les conoce como cancer
de mama triple negativo (TNBC), debido a la falta de estos tres marcadores
moleculares y se dice que son de tipo basal. En general, los canceres de mama
que expresan receptores hormonales tienen un prondstico mas favorable que
aquellos con amplificacion de HER-2 o los que son triple negativo. Los TNBC
representan aproximadamente el 10-15% de todos los canceres de mama y
confieren a los pacientes un peor pronoéstico en comparacion con los otros

subtipos de cancer de mama (Chavez et al., 2010).
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1.2. Impacto del cancer de mama en México y el mundo

El cancer es un problema importante de salud publica y es considerado de las
principales causas de muerte en el mundo. Cerca del 70% de las defunciones
asociadas al cancer se registran en paises de ingresos medios y bajos. De
acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México,
en el ano 2019 se registraron 747 784 defunciones, de las cuales 12% (88 683)
correspondieron a tumores malignos y en el periodo de enero-agosto de 2020 se
registraron 683 823 defunciones, de las cuales 9% (60 421) se debieron a tumores
malignos (INEGlI, 2021).

A nivel mundial, el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente y de mayor
mortalidad en mujeres; en 2020 el numero de casos aumentd un 11.7% siendo 2
261 419 nuevos casos de cancer de mama, y el numero de muertes por este tipo
de cancer fue de 684 996 (GLOBOCAN, 2020). En México, en el afio 2015 se
registraron 6 273 muertes por cancer de mama en mujeres, lo que represento el

14.3% del total de muertes en ellas (Bargall¢ et al., 2019).

De acuerdo con el INEGI, el cancer de mama constituye la principal causa de
morbilidad hospitalaria por tumores malignos entre la poblacion mayor de 20 anos,
con 24 de cada 100 egresos hospitalarios para este grupo de edad; en las
mujeres, estos tumores malignos representan 37 de cada 100 egresos y en los
hombres, 1 de cada 100 egresos (INEGI, 2021).

1.3. Diabetes en México y su relacién con el cancer

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que provoca un aumento de los
niveles de glucosa en sangre caracterizada por una glucemia en ayunas mayor a
126 mg/dl, y una tolerancia oral a la glucosa mayor a 200 mg/dl después de una
carga ingerida de glucosa (Eketunde, 2020). En México, durante 2018 de acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del INEGI, habia 82 767 605
personas en un rango de edad mayor a 20 anos, de las cuales 10.32% (8 542 718)
contaban con un diagnéstico médico previo de DM. En el 2020, 151 019 personas
fallecieron a causa de esta enfermedad, lo que representd el 14% del total de

defunciones (1 086 743) ocurridas en el pais en ese ano. En el 2020 la diabetes
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mellitus pasé a ser la tercera causa de muerte, superada por el COVID 19y las
enfermedades del corazon (INEGI, 2021).

En relacion con el cancer, se ha observado un vinculo de la DM tipo 2 (DM2) con
el desarrollo de algunas neoplasias como son: mama, higado, pancreas, cancer
ginecologico, vejiga, colon y recto, entre otros. También, el prondstico de dichas
neoplasias puede ser influenciado por la DM y se ha asociado a un incremento en
la mortalidad. Incluso las personas con cancer y DM previa tienen una mayor tasa
de mortalidad (Garciga y Licea, 2012).

De acuerdo a un metaanalisis realizado en 2020 se encontré una fuerte asociacion
entre la diabetes y el cadncer de mama encontrando que el 10 % y el 20 % de los
pacientes con cancer de mama tienen DM. Los factores de riesgo significativos
para la DM2 son la edad avanzada y la obesidad, que también son factores de
riesgo para el cancer de mama. Por tanto, existe un ligero aumento en el riesgo de
desarrollar cancer de mama entre las mujeres con DM2; debido a que un nivel
reducido de estrégeno, como resultado de la resistencia a la insulina, aumenta el
riesgo de desarrollar cancer en cualquier érgano con altos niveles de receptores

de estrégeno, incluidos los senos, el endometrio y los ovarios (Eketunde, 2020)

Se han postulado tres mecanismos para asociar la diabetes con el cancer de
mama: la activacién de la via de la insulina, activacién de la via del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF) y la regulacién de las hormonas sexuales
endogenas; todos ellos pueden ser afectados por la hiperglucemia crénica.
Ademas de que la hiperglucemia se asocia con un aumento del IGF-1
especificamente y citocinas inflamatorias, lo que influye directa e indirectamente
en la proliferacién de células cancerosas, la apoptosis y la metastasis (Ryu et al.,
2014; Wolf et al., 2005; Eketunde, 2020).

1.4. Miembro 7 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFSF7)
o CD70

TNFSF7 6 CD70 es una molécula coestimuladora involucrada en la respuesta

inmune. Es una glicoproteina transmembrana de tipo 11, compuesta por 193

aminoacidos cuya masa molecular varia dependiendo de su polimerizacién y
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grado de glicosilacion y se ha descrito de 50 kDa (Jacobs et al., 2015), o bien de
20.9 kDa en su forma monomeérica, 42 kDa dimérica y 63 kDa trimérica (Jilaveanu
et al., 2012), aunque también se han reportado formas de 27, 54, 75, 81 y 95 kDa
(Murphy y Weaver, 2017: Cell Signaling Technology, 2023). CD70 es miembro de
la familia del TNFa, identificado en humanos y roedores y se ha caracterizado
funcionalmente como el ligando de CD27 (Garcia et al., 2004). Tras la interaccion
con CD27, los residuos citoplasmaticos de este se unen a los factores asociados
al receptor de TNF (TRAF), como TRAF2 y TRAF5, lo que activa las vias de NFkB
y c¢c-Jun, conduciendo a la proliferacién, supervivencia y diferenciacion celular
(Jacobs et al., 2015). La expresiéon de CD70 normalmente esta restringida a un
pequefio subconjunto de linaje linfoide que incluye células B y T altamente
activadas, células dendriticas maduras y células NK. Por esto, CD70 no se
expresa en tejido normal no linfoide, pero se ha observado en células tumorales

de varios canceres solidos (Yang et al., 2020).

2, ANTECEDENTES

CD70 se ha encontrado expresado en la superficie de células malignas
hematologicas y de tumores sélidos incluidos el osteosarcoma, el carcinoma de
células renales, el carcinoma timico, el carcinoma nasofaringeo, gliomas de bajo
grado (LGG) y glioblastoma (GBM) (Jing et al., 2018; Yang et al., 2020). También
se ha detectado en lineas celulares derivadas de cancer de mama y algunos

tumores mamarios (Petrau et al., 2014).

El papel de CD70 en células tumorales es controversial; ya que puede reducir el
fenotipo tumoral en ciertas condiciones o promoverlo en otras (Pich et al., 2016a).

Algunas de las evidencias que lo asocian con un fenotipo invasivo son:

a.- En cancer de mama temprano ex vivo se presenta una expresion
significativamente mayor de CD70 en el grupo de tumores de tipo basal invasivos
en comparacion con los tumores luminales A menos invasivos (Petrau et al.,
2014).
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b.- Subpoblaciones separadas de lineas celulares de cancer de mama humanas
CD70- y CD70+ presentan un fenotipo epitelial y mesenquimatoso,
respectivamente. Las células CD70+ presentan auto renovacion, alto potencial de
diferenciaciéon y promueven con mayor eficiencia la metastasis tumoral cuando se
implantan ortotopicamente en la glandula mamaria del raton. Ademas, el analisis
de 120 muestras de cancer de mama primario indicé que aquellas que tienen alta
expresion de CD70 tienen abundantes células troncales, contribuyentes clave de
la metastasis pulmonar. Por ello, se sugiere que CD70 es un marcador especifico

de metastasis de pulmon derivadas de tumores de mama (Liu et al., 2018).

c.- La expresion de CD70 en LGG y GBM mesenquimatosos primarios y
recurrentes se asocid con una disminucion en el tiempo de supervivencia por
mediar la produccién de quimiocinas protumorales e inducir selectivamente la
muerte de células T CD8 +. Por lo anterior, CD70 promueve la inmunosupresion
evitando el rechazo de las células cancerosas (Jin et al., 2018). Ademas, CD70
regula el eje TNFa-TNFRSF1a para inducir la apoptosis en las células T CD8 +, y
se ha encontrado que el bloqueo de CD70 en ratones MLK3 -/- atenua la
apoptosis y aumenta el reclutamiento y la funcién citotoxica de las células T CD8 +
ya que conduce a una mayor infiltracion de células T CD8 + citotoxicas en los
tumores de mama y reduce la carga tumoral principalmente a través de la via
intrinseca de la apoptosis (Kumar et al., 2020). Asimismo, considerando que CD70
estd intimamente ligado a la respuesta inmune de las células tumorales se ha

propuesto como un blanco terapéutico para el cancer.

Las células T de humano y raton a las que se les inducen receptores de antigenos
quiméricos (células CAR-T), especificos para CD70, reconocen LGG y GBM
mesenquimatosos primarios CD70+ in vitro, promoviendo la regresion de estos
tumores en xenoinjertos en modelos singénicos, sin efectos adversos (Jin et al.,
2018). Por tanto, la transferencia adoptiva de células CAR-T anti CD70 puede
inducir una potente respuesta antitumoral y se puede emplear para mejorar los

tratamientos en pacientes con tumores cerebrales refractarios (Jin et al., 2018).
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También, las células CAR-T especificas para CD70 reconocen y destruyen células
de otros canceres como de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(HNSCC) positivas para CD70 de manera eficiente, pero no las células

cancerosas negativas para CD70 (Park et al., 2018).

CD70 frecuentemente se expresa en conjunto con otros antigenos que promueven
la progresion tumoral como B7-H3, lo que ocurre en multiples tipos de tumores,
incluidos cancer de rifién, mama, esofago, higado, colon, glioma y melanoma. Por
ello, el empleo de células CAR-T que se dirigen contra CD70 y B7-H3 exhiben una
actividad antitumoral mejorada y resuelven el problema de la heterogeneidad
antigénica y variante, frecuente en los tumores sdlidos y el melanoma (Yang et al.,
2020).

Por otra parte resulta de nuestro interés el estudio de un microambiente de
hiperglucemia, el cual se ha encontrado que una concentracion alta de glucosa (30
mM) promueve el fenotipo mesenquimatoso, la expresion de proteasas que
degradan la matriz extracelular y la actividad invasiva de células derivadas de
cancer de mama triple negativas MDA-MB-231 (Flores et al., 2016). Datos
preliminares de arreglos de expresion indican que la concentracion alta de glucosa
incrementa 3.13 veces la expresion del gen para CD70 o TNFSF 7, por lo que
CD70 puede estar implicado en la promocién tumoral por hiperglucemia y estamos
interesados en elucidar el significado de la sobreexpresion de CD70 en estas

condiciones.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La progresion del cancer y su agresividad han sido estudiadas desde distintos
enfoques, descubriéndose multiples mecanismos moleculares, que explican en
parte, de qué manera el cancer puede ser tan agresivo. El cancer de mama
muchas veces hace metastasis a otros 6rganos y puede ser resistente aun a
multiples terapias. Dentro de las moléculas involucradas en la progresion y
resistencia a farmacos de las células tumorales, se encuentra la sobreexpresion

de CD70, miembro de la familia del TNFa y que se encuentra tanto en la
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membrana de células tumorales, como en la membrana de células T, B, NK
activadas y dendriticas maduras. Sin embargo, a la presencia de CD70 en células
tumorales se le atribuye un aumento en la supervivencia tumoral e incluso la
promocion de una alta capacidad invasiva; por lo que su sobrexpresion puede
estar relacionada con una mayor supervivencia y actividad migratoria de las
células MDA-MB-231 bajo condiciones de alta glucosa. Estudios recientes han
experimentado con terapias inmunoldgicas dirigidas a la inhibicion de CD70 y han
encontrado resultados favorables, ayudando a la capacidad antitumoral de las
células T. Con todo esto, CD70 podria ser una diana terapéutica sumamente
importante para el tratamiento del cancer de mama, sin embargo, aun faltan
estudios de los mecanismos que regulan la expresion y funcién de CD70 en las
células tumorales, en especial en las de cancer de mama, cuando existe una

condicion hiperglucémica o DM.

4. JUSTIFICACION

Al ser el cancer de mama la neoplasia mas frecuente y con mayor mortalidad en
mujeres en todo el mundo, es sumamente importante la busqueda de posibles
dianas de terapia para combatir los factores asociados con su propagacion y
agresividad. Aunado a esto, las condiciones hiperglucémicas que pueden
promover la diabetes mellitus puede ser un factor que contribuya también a la
progresion del cancer de mama. Por esta razon, en este trabajo se busca analizar
el papel de CD70 en la capacidad de supervivencia de las células tumorales
promovida por su sobreexpresion en condiciones de alta glucosa y su posible valor
prondstico en pacientes con cancer de mama, con el fin de proponer posibles

terapias y dar un aporte al conocimiento de la agresividad del cancer.

5. HIPOTESIS
La hiperglucemia y otros factores protumorales inducen la expresion de CD70 el
cual por multiples vias de sefializacién, incluyendo NFkB, que promueve la

supervivencia y actividad migratoria de las células tumorales.
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6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Analizar los factores que regulan la expresion de CD70 en células de cancer de
mama en condiciones de hiperglucemia y/o diabetes mellitus y como este
microambiente promueve la supervivencia y actividad migratoria, ademas de

evaluar su posible valor prondstico en pacientes con cancer de mama.

6.2. Objetivos particulares

e Realizar una revision bibliografica y en bases de datos sobre la expresion
de CD70 y su interaccion con otras proteinas en lineas celulares y tumores
de cancer de mama, en condiciones de hiperglucemia y/o diabetes mellitus.

e Con base en el andlisis de expresion de éstos genes que interactuan, inferir
los mecanismos por los que CD70 promueve la supervivencia y migracion
de las células de cancer de mama.

e Analizar el efecto de una alta expresion de CD70 en la supervivencia de los
pacientes con cancer de mama, considerando también su coexpresion con
otros genes.

e Evaluar el efecto de una alta concentracion de glucosa sobre la
concentracion de CD70 en células MDA-MB-231.

7. METODOLOGIA
Este proyecto consta de una fase de busqueda de informacion y analisis

bioinformatico y una segunda fase experimental.
7.1. Estudio bibliografico y analisis bioinformatico

La informacion de CD70 y su participacion en la progresion del cancer, con énfasis

en el cancer de mama, se obtuvo de la base de datos GeneCards

(https://www.genecards.org/) y a través de la busqueda bibliografica en “Web of
Science”, y “PubMed” del “National Center for Biotechnology Information (NCBI)’
empleando palabras clave como “breast cancer” AND “CD70”, “cancer” AND
“CD70”. Debido a los pocos estudios de CD70 en el cancer de mama nos

auxiliamos de datos en otros tipos de cancer.
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Adicionalmente, se buscaron conjuntos de datos (“‘datasets”) de expresion de
genes dependientes de hiperglucemia o diabetes en la base de datos “Gene

Expression Omnibus (GEO; hitps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Aqui, se

emplearon palabras clave como “breast cancer” AND “hyperglycemia” o “breast
cancer” AND “diabetes”. Se realizdé una busqueda de los genes que interactuan
con CD70 en “STRING Interaction Network” (https://string-db.org/), “Pathway

Commons” (https://www.pathwaycommons.org/) y mediante el portal NCBlI GENE

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), asi como en los datos procesados por

“‘Database of Protein, Genetic and Chemical Interactions” del “Repositorio General
Biologico para  Conjuntos de Datos de Interaccion” BioGRID

(https://thebiogrid.org/). Después se analizaron los cambios en los genes

encontrados en el o los conjuntos de datos recuperados para inferir las posibles
vias por las que CD70 promueve el cancer de mama en condiciones
hiperglucémicas. En este abordaje, se seleccionaron genes modificados por la
concentracion alta de glucosa en las células MDA-MB-231 y que ademas se
encuentren asociados con CD70 para analizar su posible participacion en la
regulacion y en su funcion en la promocién del cancer de mama. De igual forma,
se evaluo si estos genes también se encontraban modificados en pacientes con

cancer de mamay DM2.

El analisis de coexpresion de CD70 y genes relacionados implicados en su
regulacion y accion (ATM, ZIP7, etc) se realiz6 mediante la plataforma “R2

genomics analysis and visualisation platform” (htip://r2.amc.nl/), basada en los

datos de expresion en lineas celulares de la “ Cancer Cell Line Encyclopedia
(CCLE) database” (https://portals.broadinstitute.org/ccle/home), GEO vy del
“Cancer Genome Atlas” (TCGA, http://cancergenome.nih.gov). Los datos de TCGA

se accedieron mediante el “cBioPortal for Cancer Genomics” (http://cbioportal.org).

El analisis de supervivencia de los pacientes con tumores de mama con baja y alta
expresion de CD70 y genes relacionados se realizé mediante la herramienta
KM-Plot (https://kmplot.com).
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7.2. Efecto de la alta concentracion de glucosa sobre la concentracién de
CD70 en células MDA-MB-231

Las células MDA-MB-231 de (TNBC) se obtuvieron de la American Type Cell
Colection (ATCC; Rockville, MD, EE. UU.) y se propagaron en medio minimo
esencial modificado por Dulbeco (DMEM) conteniendo glucosa normal (5.6
mmol/L), suplementado con suero fetal de bovino (FBS) al 10 % y antibioticos
(penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml) a 37 °C en una atmodsfera
humidificada con 5 % de COjp. Todos los experimentos se realizaron con células
de los pasajes 8-15. Se aplicaron los siguientes esquemas de tratamiento: a)
control de glucosa normal (NG), glucosa 5,6 mmol/L y b) glucosa alta (HG),

glucosa 30 mmol/L.
7.3. Evaluacion de proteinas por “Western blot”

Después del tratamiento, las células se lavaron dos veces con solucién salina
amortiguada con fosfatos (PBS), se desprendieron del sustrato con EDTA 20
mmol/L en PBS durante aproximadamente 5 min a 37 °C y se centrifugaron a 1200
rom durante 5 min. Los botones celulares resultantes se lavaron dos veces con
PBS y se lisaron en tampon RIPA enfriado con hielo (Cat. 89900, Thermo
Scientific, Rockford, IL, EE. UU.) que contenia un coctel inhibidor de proteasa
(Cat. 13786, Sigma-Aldrich). Después de obtener una alicuota para la
cuantificacion de proteinas mediante la técnica de Bradford, los lisados se
almacenaron a -70 °C hasta su uso. Las muestras de proteinas se mezclaron con
tampdn de Laemmli, se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%
con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) a 0.8 mA/cm?, durante 2 h en tampon Tris de 25
mmol/L, 192 mmol/L de glicina y 20 % de metanol. Después de bloquear los sitios
de union no especificos con BSA al 5% en solucién salina tamponada con Tris
(TBS), las membranas se incubaron durante la noche a 4 °C con un anticuerpo
monoclonal de conejo contra CD70 (C02-69209S [E3Q1A], Cell Signaling
Technology; Danvers, MA, EE.UU.) en TBS-Tween-20 al 0,1 % que contiene BSA

al 1 % y se lavaron tres veces con el mismo tampon. La union del anticuerpo se
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detectd usando un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo marcado con
peroxidasa de rabano (HRP) junto con un kit de quimioluminiscencia amplificada
Clarity Western ECL (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones
del proveedor. La adquisicion de imagenes de transferencia se realizé utilizando
un escaner de transferencia Digit C (LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE, EE. UU.).

El andlisis por “Western blot" de CD70 se limité al nivel cualitativo.

8. RESULTADOS

Dentro de la busqueda de expresion de genes en condiciones de hiperglucemia,
se encontraron perfiles en Gene Expression Omnibus de NCBI (GEO;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) especificamente datos de expresion con
namero de serie GSE136277, en este microarreglo se describen los genes
regulados diferencialmente por hiperglucemia en células MDA-MB-231 y se
encontré6 que el MRNA de CD70 se expresd 3.13 veces mas de lo normal.
También se encontraron datos de la expresion diferencial de secuenciacion de
RNA (RNASeq) en tumores de mama en mujeres diabéticas en comparacion con
no diabéticas, con numero de serie GSE150586. Este trabajo se centré mas en el

analisis del primer arreglo.
8.1. Interacciones con CD70

Se encontraron 24 genes que codifican para proteinas que interactuan con CD70
en la base Pathway Commons (Figura 1), sin embargo, priorizamos aquellos que
presentaron cambios en su nivel de expresion en el microarreglo en las células
MDA-MB-231 cultivadas con alta glucosa (No. GSE136277). De estos ultimos
genes, ATM es de los genes regulados al alta cuando existen condiciones de
hiperglucemia en las células MDA-MB-231 de cancer de mama y tienen una
interaccidon de union con CD70. De los genes regulados a la baja se encontraron
XPO7, CHPT1, AARS2 y PPARA, cuyas proteinas codificadas tienen una
interaccion de union con CD70, a excepciéon de PPARA, en que su interaccion es
de expresion (Figura 1). Los genes mencionados también fueron encontrados en

la base de datos filtrados por BioGRID, a excepcion de PPARA.
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Figura 1. Mapa de genes que interactian con CD70. Las lineas azules representan
interacciones de union, y las lineas rojas representan una interaccion de expresion. Obtenido de
“Pathway Commons”

8.2. Genes interactuantes con CD70 y su papel en el cancer.

En la base de datos de STRING se encontraron 25 genes que codifican para
proteinas que interactuan con CD70 (Figura 2), de estas destacamos IL4, que se
encuentra regulada a la baja en condiciones hiperglucémicas en las células
MDA-MB-231. Los datos procesados por BioGRID arrojaron 164 genes que
codifican para proteinas interactuantes con CD70, la mayoria de las interacciones
proteina-proteina se ha inferido por cromatografia de afinidad y espectrometria de

masas. Acorde con esta base de datos, de los genes regulados al alta en
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condiciones hiperglucémicas encontramos XPOT, EXTL3, KIR2DL4 y SLC39A7,
mientras que los regulados a la baja fueron CSE1L, GGCX, MAP2K3.
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Figura 2. Mapa de genes que interactian con CD70 obtenido de STRING. Los nodos de
color representan la primera capa de interactuantes con CD70 (esfera roja). Las lineas amarillas:
significan que la inferencia de interaccion fue por extraccion de textos, negras: representan
coexpresion, rosa: interacciones que fueron determinadas experimentalmente, azul: significan
que los datos fueron obtenidos de bases de datos seleccionadas, verdes: son genes vecinos,
azul marino: concurrencia de genes, blanco: homologia de proteinas.

Los genes regulados por hiperglucemia en células de cancer de mama

MDA-MB-231 y que codifican para proteinas que interactian con CD70 (Tabla 1)
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fueron recabados para analizar su papel en la promocion de un fenotipo agresivo y

metastasico y las posibles vias implicadas.

Tabla 1. Genes asociados con CD70 que son regulados por hiperglucemia en
células MDA-MB-231.

Genes regulados al alta
NM_00125 TNFSF7/CD70 +3.129304 TNF de tipo membrana, ligando de | Corresponde Pich, et al (2016b)
2 Tumor Necrosis Factor CD27. Regula la proliferaciéon y funcién | con CD70
Ligand Superfamily de células T, B y NK, puede promover el GEO: GSE136277
Member 7 rechazo o la tolerancia inmunolégica a
las células tumorales y promover la
invasividad de células de cancer de
mama.
NM_00144 EXTL3 +1.935858 Glicosiltransferasa de membrana que | Unién: BioGRID:108438
0 Exostosin like cataliza la transferencia de | Cromatografia
glycosyltransferase 3 N-acetilglucosamina a cadenas de | de Huttlin et al 2021.
glicosaminoglicanos en la sintesis de | Afinidad-MS* *Wang et al 2021.
heparan sulfatos. Aumenta la activacion *Zhang et al 2021.
de NFkB inducida por TNFa. Como
receptor de REG3A media la activacion
de la via RAS-RAF-MEK-ERK
promoviendo la proliferacion de células
tumorales.
NM_00723 XPOT +1.843291 RAN-GTPasa que media la exportacion | Union: BioGRID: 116420
5 Exportin for tRNA de aminoacil-tRNAs desde el nucleo al | Cromatografia
citoplasma. La regulaciéon de la | de .
expresion génica se basa en parte en el | Afinidad-MS* Huttlin 2021.
intercambio controlado por XPOT. La
regulacic')rj a_al alza de_ XPOT indiga un *Vaidyanathan et
mal prondstico en pacientes con cancer al 2016.
de mama.
NM_00005 ATM +1.596333 Cinasa importante en el control del ciclo | Unién: Pathway
1 Ataxia Telangiectasia celular; porque regula proteinas | Cromatografia Commons
Mutated; supresoras de tumores p53 y BRCA1, la | de
serine/threonine cinasa de punto de control CHK2, las | Afinidad-MS* BioGRID:106962
kinase proteinas de punto de control RAD17 y
RAD9 y la proteina de reparacion del Huttlin 2021.
DNA NBS1.
Huttlin 2017.
NM_00697 SLC39A7/ZIP 7 +1.573866 Transporta zinc desde el reticulo | Union. BioGRID: 113652
9 Solute carrier family endoplasmico y aparato de Golgi al | Cromatografia
39 member 7 citoplasma. Se activa al ser fosforilado | de Huttlin 2021.
por la caseina cinasa 2 en respuesta a | Afinidad-MS*
factores del crecimiento como EGF. El *Taylor et al 2012.
zinc inhibe fosfatasas manteniendo *Nimmanon et al
activas tirosin cinasas (MAPK, PI3K y 2017.
Akt) por lo que estimula la proliferacion y
migracion celular y promueve el cancer.
Es un indicador de resistencia a
anti-hormonas en cancer de mama,
NM_00225 KIR2DL4 +1.516534 Glicoproteina transmembrana | Unién: BioGRID:110006
5 Killer cell expresadas por células asesinas | Cromatografia
immunoglobulin  like naturales y subconjuntos de células T. | de .
receptor, two g Desempefian un papel importante en la | Afinidad-MS* Huttlin 2021.
domains and long regulacion de la respuesta inmunitaria. N
cytoplasmic tail 4 2'6;";“3 et al
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Genes regulados a la baja

NM_01502 XPO7 -2.94604 Se encarga del transporte de proteinas | Unién. BioGRID:116420
4 Exportin 7 y RNA grandes a través de los | Cromatografia
complejos de poros nucleares (NPC). | de Huttlin 2021.
También es un supresor de tumores | Afinidad-MS*
novedoso que regula la expresién de Huttlin 2017.
p21/ CIP1 para controlar la senescencia
y la tumorigénesis. *Innes 2021.
NM_00503 PPARA -2.901704 Afectan la expresion de genes diana | Expresion Pathway
6 Peroxisome implicados en la proliferacion celular, la Commons
proliferator  activated diferenciacion celular 'y en las *Rakhshandehroo
receptor alpha respuestas inmunes e inflamatorias; ya 2009.
que es un factor de transcripcion *Rakhshandehroo
nuclear. 2010.
NM_00058 IL4 -2.316614 Citocina pleiotropica producida por | No especifica STRING
9 Interleukin 4 células T activadas, importante para la
reparacion de tejidos. Contrarresta los *Nagumo 1998.
efectos de las citocinas proinflamatorias
de tipo 1.
NM_00275 MAP2K3 -2.21603 Cinasa de la familia de MAPK. Es | Union. BioGRID: 111592
6 Mitogen-activated activada por estrés mitogénico y | Cromatografia
protein kinase kinase ambiental. Fosforila y, por tanto, activa | de Huttlin 2021.
3 a MAPK14 / p38-MAPK. Afinidad-MS*
Huttlin 2017.
NM_02024 CHPT1 -1.898903 Cataliza la biosintesis de fosfatidilcolina | Unién. BioGRID:121309
4 Choline a partir de CDP-colina. Por tanto, juega | Cromatografia Huttlin 2021.
phosphotransferase 1 un papel central en la formacién y | de Huttlin 2017.
mantenimiento de las membranas | Afinidad-MS*
vesiculares.
NM_00082 GGCX -1.614349 Carboxila los residuos de glutamato de | Unién. BioGRID:108945
1 Gamma-glutamyl proteinas dependientes de vitamina Ka | Cromatografia
carboxylase gamma  carboxil glutamato, Una | de .
modificacion  necesaria para  su | Afinidad-MS* Huttlin 2021.
actividad. Participa en la coagulacion de .
la sangre e inflamacién. Se *Beaudin et al
sobreexpresa en cancer de mama triple 2019.
negativo, promueve la poblacién de
células madre y reduce la supervivencia
del huésped.
NM_00131 CSE1L -1.552524 Media la exportacién de la importina a | Unién.
6 Chromosome del nucleo al citoplasma, participando en | Cromatografia
segregation 1 like el transporte nucleo-citoplasma de | de
proteinas.  Amplifica la  apoptosis | Afinidad-MS*
inducida por TNFa, puede también
promover la proliferacion y migracion
celular.
NM_00160 AARS2 -1.542761 Aminoacil-tRNA sintetasa de clase Il. | Union. BioGRID:121569
5 Alanyl-tRNA Participa en la traduccion del mRNA | Cromatografia
synthetase, cargando tRNAs con sus aminoacidos | de Huttlin 2021.
mitocondrial afines. El alanil-tRNA y las mutaciones | Afinidad-MS*
en este gen son una causa de .
Huttlin 2017.

deficiencia combinada de fosforilacion
oxidativa.

Genes que interactian con CD70 y que son regulados por condiciones de hiperglucemia en células de cancer de mama
MDA-MB-231 de acuerdo al interactoma y al microarreglo GSE136277, en esta tabla los genes estan ordenados
conforme a su regulacion y a las veces de cambio en su expresion. Se mencionan los métodos de estudio que se
utilizaron para determinar la interaccion en las plataformas. Cromatografia de Afinidad-MS*: Cromatografia de afinidad y
Espectrometria de masas; se infiere una interaccién cuando una proteina de cebo se captura por adicion de extractos
celulares mediante un anticuerpo policlonal o una etiqueta de epitopo y el socio de interaccion asociado se identifica
mediante métodos de espectrometria de masas. *Referencias de las funciones asociadas con los genes.
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8.3. Importancia de CD70 en cancer de mama en mujeres

Las interacciones entre CD70 y otros genes pueden ser clave para el estudio de
esta molécula y su posible accién maligna respecto al cancer, sin embargo su
papel en el cancer de mama en mujeres diabéticas no ha sido estudiado a
profundidad. Se encontraron datos sustanciales sobre la coexpresion de estos
genes en TNBC, asi como los prondsticos de supervivencia de pacientes con
éstas interacciones, asi mismo se ha determinado la presencia de la proteina
CD70 en la linea celular MDA-MB-231 determinado experimentalmente como se

aborda en los siguientes apartados.

8.3.1. Expresion de CD70 y genes interactuantes en cancer de mama de
pacientes diabéticas

Se encontré un solo estudio de perfiles de expresion de mRNA en cancer de
mama con diabetes (serie GSE150586) realizado en 12 pacientes; 6 con cancer
de mama y diabetes y 6 solo con cancer de mama. No encontramos que los genes
que codifican para CD70 y genes asociados detectados en el microarreglo de las
células MDA-MB-231 cultivadas con alta glucosa se expresaran diferencialmente
en relacién a la diabetes mellitus. Considerando que son pocos pacientes y los
niveles de glucemia en la cohorte y otros parametros son desconocidos, nos
enfocamos a evaluar la coexpresion de CD70 con otros genes y su valor

prondstico en datos de pacientes solo con cancer de mama triple negativo.

8.3.2. Correlacion entre la expresion de CD70 y genes que codifican para
proteinas interactuantes

Para analizar la importancia de la coexpresiéon de TNFSF7 con los otros genes
seleccionados en el cancer de mama, se recurrio a la plataforma R2 Genomic
Analysis Visualization Platform para evaluar la correlacién entre estos genes
interactuantes. Utilizamos el “dataset Tumor Breast (triple negative) - Purrington -
226 - rma_sketch - hugene21t de cancer de mama triple negativo con un numero
de serie GEO: GSE142102 y con una cohorte de 226 pacientes. Se trata de una
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poblacion de mujeres afroamericanas con alta susceptibilidad para desarrollar

cancer de mama triple negativo.

Se encontré que de los genes regulados a la alta KIR2DL4 tiene una correlaciéon
positiva con CD70, siendo su coeficiente de correlacion de Pearson (r) de 0.265 y
un valor de p significativo de 5.6e-05 (Figura 3A). De los genes sobreexpresados
también encontramos a los que codifican a ZIP7 (SLC39A7) y XPOT que contrario
al anterior mostraron una correlacion negativa y un valor p significativo (Figura 3C
y 3D). Por otro lado, no se encontré correlacion significativa entre la expresion de
ATM con la de TNFSF7, obteniéndose una r de 0.019 y un valor p de 0.790 (Figura
3B).
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De los genes regulados a la baja en las células MDA-MB-231 en un ambiente
hiperglucémico, XPO7 muestra una correlacion negativa de -0.351 y un valor p de
5.89 e-08. Para GGCX se obtuvo una r igual a -0.248 y un valor p igual a 1.6e-04
y por ultimo para CSE1L una r de -0.408 con un valor p igual a 1.9 e-10 (Figura
4). Todos los datos obtenidos del analisis de correlacion fueron discriminados por
sus valores significativos, en la tabla 2 se muestran los valores de r y p

correspondientes a dicho analisis.
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Tabla 2. Valores de correlacion entre genes coexpresados con CD70 en pacientes
con tumores de mama triple negativos.

Genes al alta

Gen r Valor de p
CD70 vs KIR2DL4 0.265* 5.61E-05*

CD70 vs ATM 0.019 0.790
CD70 vs ZIP7 -0.441 3.66E-12*
CD70 vs XPOT -0.281 1.77E-05*

Genes a la baja

CD70/XPO7 -0.351* 5.89E-08*
CD70/GGCX -0.248* 1.63E-04*
CD70/ CSE1L -0.408* 1.96E-10*

Se aplico el analisis de R2 Genomic Analysis Visualization Platform a una cohorte de
pacientes con cancer de mama triple negativo. * indica una correlacion significativa

8.3.3. Analisis de supervivencia de pacientes con baja y alta expresiéon de
genes que codifican para proteinas asociadas a CD70.

Para determinar el valor prondstico de los genes estudiados en este trabajo, se
utilizaron herramientas en la web cémo Kaplan-Meier Plotter para implementar
graficas de supervivencia en cancer de mama triple negativo. Para este analisis, la
plataforma utiliza un conjunto de datos (“datasets”) que nosotros seleccionamos
de acuerdo con las caracteristicas triple negativo de cancer de mama (negativo a
receptor de ER, PR y HER2).

Se emplearon datos de un total de 534 pacientes con estas caracteristicas, la
supervivencia del cuartil superior en una cohorte de baja expresion para el gen
CD70 (o CD27L: ligando de CD27), fue de 37.62 meses, mientras que en una
cohorte de alta expresiéon fue de 22.03 meses y el valor de p fue igual a 0.011, por
lo que la sobeexpresion de CD70 disminuye significativamente la supervivencia en
pacientes con cancer de mama. KIR2DL4 (nkat2b) mostré una supervivencia de
36.44 en baja expresion y 25.2 meses en la cohorte de alta expresion, sin
embargo, este tuvo un valor de p igual a 0.069, es decir no significativo (Figura
5B). EXTL3 (REGR) por si sélo con baja expresion tiene una supervivencia casi

del doble a comparacion de cuando se tiene alta expresion con un valor p igual a
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0.0013 (Figura 5.1J). ATM sdlo no muestra diferencia en la supervivencia a baja y

alta expresién sin embargo, cuando se evalua junto con CD70, la supervivencia es

mayor cuando ambos tienen una baja expresion y tiene un valor p igual a 0.00076
(Figura 5E). Lo mismo ocurre en la coexpresion de CD70 con ZIP7 (SLC39A7) y

XPOT con valores p igual a 0.025 y 0.00063 respectivamente (Figura 5.1G, 5.11).
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Figura 5.1 Valor prondstico de CD70 v genes sobreexpresados que interactian con CD70 aplicado a la
supervivencia de una cohorte con cancer de mama triple negative. Se muestran las graficas de
supervivencia de Kaplan-Meier analizadas por KM-Plot para los genes SLC39AT (F), XPOT (H) v REGR
(EXTLY) (J) solo. ¥ para su coexpresidn con CD70 (G, I, K). Rojo indica que cada uno o ambos se
sohrexpresan, Megro que se subexpresan. Los datos complementarios de este andlisis se pueden observar en

la Tabla 3.
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En cuanto a los genes regulados a la baja XPO7, GGCX, CSE1L y CHPT1 en

solitario no mostraron datos significativos, sin embargo, cuando se coexpresan al

alta con CD70 la supervivencia disminuye, estos datos tuvieron un valor de p

significativo (Figura 6, Tabla 3), predomina por tanto el efecto de la sobreexpresién

de CD70,

no encontramos en la plataforma como evaluar el cambio en

supervivencia cuando CD70 se sobrexpresa y los genes asociados se expresan a

la baja, lo que imitaria a lo encontrado en el arreglo de expresion de MDA-MB-231

en condiciones de alta glucosa.
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Figura 6. Valor pronéstico

de CD70 y genes
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aplicado a la
supervivencia en una

cohorte con cancer de
mama triple negativo. Se
muestran las graficas de
supervivencia de
Kaplan-Meier analizadas por
KM-Plot para los genes
XPO7 (A), GGCX (C) vy
CSE1L (E) solos. Y para su
coexpresion con CD70 (B,
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complementarios de este
analisis se pueden observar

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Analisis de supervivencia de los genes interactuantes con CD70

Supervivencia BC (-/-/-) Supervivencia BC (-/-/-) | Genes combinados
Genes a la alta Genes a la alta
Cohorte de | Cohorte de Cohorte de | Cohorte de
baja alta baja alta
expresion | expresion | Valor expresion | expresiéon |Valor de
Gen (meses) (meses) de p Gen (meses) (meses) P
CD70 37.62* 22.03* 0.011*
KIR2DL CD70/

4 36.44 252 0.069 | KIR2DL4 28.09 30 0.65
ATM 27.04 33.64 0.69 |CD70/ATM 45* 21* 0.00076*
ZIP7 33.96 28.75 0.47 |CD70/zIP7 36.84* 21.98* 0.025*

XPOT 27 36.44 0.12 |CD70/XPOT 45* 22.03* 0.00063*
CD70/

EXTL3 43* 22.03* 0.0013*] EXTL3 32.03 27.34 0.7

Genes a la baja Genes a la baja

CD70/

XPO7 25 36.84 0.11 XPO7 37.62** 24.31* 0.015*
CD70/

GGCX 30 29 0.54 GGCX 38* 22.003* 0.001*
CD70/

CSE1L 28.75 30 0.34 CSE1L 36.04* 25.2* 0.042*
CD70/

CHPT1 27.6 32.03 0.36 CHPT1 38* 22.03* 0.001*

Analisis obtenido de KM-Plott, aplicado a una cohorte de pacientes con cancer de mama ftriple
negativo. Los meses se refieren a cuando la poblacién tiene una probabilidad de supervivencia del
75% (cuartil superior), * indica que hubo diferencias significativas entre las cohortes de alta y baja
expresion. BC, cancer de mama; (-/-/-), triple negativo

8.4. Determinacién de CD70 por “Western blot” en células MDA-MB-231

La transferencia se hizo a partir de células de cancer de mama MDA-MB-231, en
condiciones de glucosa alta y normal. En la membrana se corrieron 100 pg de
proteina por carril (Figura 7) y las barras presentes en la membrana confirmaron la
unién del anticuerpo al epitope especifico, en este caso la proteina CD70, que
resultd estar presente en ambas condiciones de glucosa alta y normal, sin
presentar cambios notorios entre si. Se detectaron multiples bandas acorde a lo

esperado, segun la hoja de caracteristicas del anticuerpo ya que se visualiza a los
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54 y 81 kDa (Cell Signaling Technology, 2023), y de acuerdo a los articulos donde
se presume que este patrén sea distinto dependiendo de la oligomerizacion y

glicosilacion de la proteina (Murphy y Weaver, 2017).

kDa

150

75

50

Figura 7. “Western blot” de CD70 en células MDA-MB-231. Las células se cultivaron en
condiciones de glucosa normal (GN) y alta (GA). El gel se corrié6 empleando 200 ug de proteina
por carril. *Bandas de CD70 que se detectaron.

9. DISCUSION

En estudios previos de nuestro laboratorio, las células MDA-MB-231 cultivadas en
condiciones de alta glucosa mostraron un aumento en el crecimiento de la
poblacion celular, en la actividad migratoria e invasiva (Flores-Lépez et al., 2016),
esto implica que la hiperglucemia puede influir en la proliferacion celular, la
apoptosis y metastasis ya que esta condicién se asocia con un aumento del IGF-1
y citocinas inflamatorias (Ryu et al., 2014; Wolf et al., 2005; Eketunde, 2020).

La molécula coestimuladora CD70 se encontré presente en las células de cancer
de mama MDA-MB-231 en condiciones normales y de alta glucosa (Figura 7),
situacién que normalmente no ocurre en células mamarias no cancerosas (Yang et

al 2020). No detectamos cambios notorios de la concentracion en la proteina
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CD70 en glucosa normal y alta debido a falta de repeticiones, por esta razon, el
analisis fue meramente cualitativo, pero demostré6 que CD70 puede tener una
funcién importante en la progresion tumoral, dependiendo del contexto en el
patrén de expresion génica, ademas, CD70 puede sobreexpresarse en tumores de
cancer de mama de algunas pacientes, al igual que en varios canceres solidos

como se ha reportado (Petrau et al., 2014; Yang et al., 2020).
9.1 Participacion de CD70 en la promocion del cancer de mama

El papel de CD70 en la respuesta inmunitaria y su accién a través de su receptor
(CD27) en las células del sistema inmune es conocido por su efecto en el rechazo
o tolerancia de las células tumorales. Sin embargo, los resultados recabados no
muestran la expresion genética del receptor (CD27) en las células tumorales de
cancer de mama. Por esta razén fue novedoso abordar la posible accion
protumoral de CD70 directamente en las células tumorales en un mecanismo
independiente de la interaccidon con su receptor y que pudiera tener un papel
importante en la progresion y metastasis del cancer de mama en condiciones de

hiperglucemia.

La estrategia seguida de identificar los genes que interactuan con CD70 y que su
expresion cambia cuando las células MDA-MB-231 se cultiva con alta
concentracion de glucosa, permiti6 detectar diversos genes que pueden estar
implicados en el mecanismo de accién de CD70 al promover un fenotipo mas
migratorio/invasivo en estas células asi como del analisis de las funciones de
éstos genes. De acuerdo a nuestros resultados, CD70 posiblemente esté
implicado en vias clave para promover la progresion y metastasis del cancer de
mama (Figura 3). Con base en las interacciones, cambios de expresion y articulos
revisados, se muestra un esquema con las vias en las que podria estar implicado
CD70 para promover un fenotipo prometastasico en células MDA-MB-231, siendo
las vias, ERK-MEK, PI3K-AKT, asi como cascadas de sefializacién involucradas
en la supervivencia como NFkB, vias de transporte de zinc, aminoacil tRNA y
reparacion al dafio de DNA por ATM, lo que describiremos a continuacion (Figura
8).
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Figura 8. Posibles vias involucradas en la accion de CD70 en células MDA-MB-231, de cancer
de mama en condiciones de hiperglucemia. AAtRNA, aminoacil-tRNA. La accion de CD70 puede
ser mediada por EXTL3, ZIP7, ATM y XPOT regulando diferentes vias de senalizacion.

Las interacciones de CD70 con genes regulados a la alta incluyen a EXTL3, que
promueve la activacion de NFkB inducida por TNFa y funciona como receptor de
la proteina de regeneracion 3A (REG3A), la que se ha descrito como un factor de
proliferacion; por lo que puede mediar la activaciéon de la via RAS-RAF-MEK-ERK,
como ocurre en diversos tumores y células tumorales (metaplasia acinar-ductal,
cancer hepatico, etc.) (Wang et al., 2021; Zhang et al., 2021). No encontramos
estudios que analicen el significado de la interaccion de CD70 con EXTL3 en
cancer de mama. Sin embargo, puede favorecer la proliferacion y la supervivencia
de las células MDA-MB-231, la primera por inducir la accion de REG3A y la
segunda por promover la activacion de NFkKB y con ello la supervivencia de las

células, favoreciendo asi la progresion maligna de la enfermedad.

Otro gen que interactua con CD70 sobreexpresado en las células MDA-MB-231 en
un medio hiperglucémico fue XPOT. Su funcién es la exportacion de tRNA desde

el nucleo al citoplasma y la regulacion al alza de XPOT indica un mal pronostico
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en pacientes con cancer de mama (Vaidyanathan et al., 2016). Hay pocos estudios
enfocados a la accién molecular de XPOT en la tumorigénesis, su mecanismo en
la promocion tumoral y del significado de las vias asociadas en la interaccion con
CD70, pero en la cohorte de pacientes analizada encontramos que XPOT no se
asocié con un mal pronodstico (Figura 5.1H) a diferencia de lo encontrado por
Vaidyanathan et al., sin embargo cuando se encuentra coexpresado con CD70 la
supervivencia disminuye significativamente (Figura 5.11). Por esto, podemos
especular que la accion de XPOT se asocia a un incremento en el transporte de
aminoacil-tRNAs al citosol, promoviendo una mayor sintesis de proteinas
indispensable para la rapida proliferacion de las células cancerosas y que esto
puede depender de su interaccion con moléculas como CD70. También, se sabe
que la inhibicion de XPOT con un analogo de la vitamina D (1a,25(0OH)2D3)
suprime la proliferacién y migracion de células de neuroblastoma (Pan et al.,
2021), por esta razon XPOT podria ser un blanco potencial para prevenir la

promocién del cancer de mama por la DM2.

La cinasa ATM que es importante en el control del ciclo celular, regula proteinas
supresoras de tumores, cinasas de punto de control y la proteina de reparacion del
DNA (NBS1) (Shiloh y Ziv, 2013). Esta cinasa interactua con CD70 y se encuentra
regulada a la alta en las células MDA-MB-231 en condiciones de hiperglucemia.
Sin embargo, la funcidn de su interaccion se desconoce, pero ATM podria mediar
los efectos de CD70 en aumentar la proliferacion de las células tumorales
promoviendo el ciclo celular a través de sus puntos de control y mejorando los

mecanismos de reparacion al dafo de DNA.

SLC39A7 |/ ZIP 7 es otro de los genes sobreexpresados en las células
MDA-MB-231 expuestas a alta glucosa. Esta proteina transporta zinc desde el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi hasta el citoplasma y es importante en el
mantenimiento de la forma activa (fosforilada) de tirosina cinasas (MAPK,
PIBK-AK3 y mTOR) al inhibir a las tirosina fosfatasas (Taylor et al., 2012;
Nimmanon et al., 2017). Ademas promueve la proliferacion y migracion celular

asociada al cancer. ZIP7 es un indicador de resistencia a terapia antihormonas en
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cancer de mama sensible a hormonas. En concordancia con la induccion de la
expresion de ZIP7 por hiperglucemia, ZIP7 se eleva en respuesta a la glucosa en
los islotes pancreaticos y su fosforilacion se eleva en cardiomiocitos cultivados en

alta concentraciéon de glucosa (Adulcikas et al., 2019).

Desafortunadamente, los cambios en la expresion genética en cancer de mama en
pacientes diabéticas han sido muy poco estudiados y solo encontramos un estudio
con tan solo 6 pacientes que no presentd cambios en la expresion de los genes
considerados. Es necesario que haya un mayor numero de pacientes estudiadas

para realizar un analisis mas confiable.
9.2 Valor pronéstico de CD70 y genes asociados

El andlisis realizado en plataformas, nos permitié estimar valores prondstico
(supervivencia) en pacientes con cancer de mama triple negativo, y encontramos
aqui que el valor pronéstico de CD70 por si solo es potencialmente importante,
aunque también puede depender de la expresion de otros genes. De esta manera,
la alta expresion de CD70 disminuye significativamente la supervivencia de los
pacientes (Figura 5A) y caso contrario cuando hay poca expresion de este. Lo
anterior concuerda con varios estudios donde CD70 es un marcador especifico de
metastasis de pulmon derivado de tumores de mama y un marcador predictivo de
resistencia a la quimioterapia en canceres de ovario (Liu et al., 2018; Petrau et al.,
2014)

El caso particular de ATM destacé; ya que a pesar de no presentar una correlacion
con la expresion de CD70 en una cohorte de pacientes con TNBC, sabemos que
interactia con CD70 y también se ha encontrado sobreexpresado en lineas
celulares y tumores solidos. Aun con esto, el analisis de supervivencia con ATM
mostré valores importantes; ya que la supervivencia de la cohorte con alta
expresion de ambos genes disminuye significativamente la supervivencia de las
pacientes y la baja expresion de ambos se asoci6 con un alta tasa de
supervivencia (Figura 5E, Tabla 3). Por esta razon la alta expresiéon de ATM junto

con la de CD70 puede empeorar el prondstico de las pacientes; debido a que
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participa en la reparacion del dafio a DNA y en la activacion de factores de
transcripcion como NFkB (Shiloh y Ziv, 2013; Hinz et al., 2010).

La coexpresion para el gen ZIP7 con respecto a CD70 arrojéo una correlacion
significativamente negativa con una r de -0.44 (Tabla 2), sin embargo para este
gen se esperaba una correlacion positiva, ya que el arreglo de expresion de
referencia mostré6 que ambos genes fueron sobreexpresados en células
MDA-MB-231 en condiciones de hiperglucemia. Esta diferencia podria deberse a
que el arreglo se refiere a una linea celular de cancer de mama derivada de una
sola paciente y hay alta variabilidad en el perfil de expresion génica entre distintas
pacientes, aun con el mismo subtipo de cancer de mama. Aunado a esto, las
predicciones de supervivencia para ZIP7 disminuyen cuando se expresa a la alta
junto con CD70, por lo que la presencia de CD70 empeora el pronostico de
supervivencia en conjunto con ZIP7. En la figura 3 podemos apreciar que un buen
numero de pacientes sobreexpresan ATM vy CD7; sin embargo, la mayoria de

pacientes que tienen baja expresion de CD70, tienen alta expresion de ZIP7.

Al igual que con ZIP7, también se esperaba una correlacion positiva entre la
expresion de XPOT y la de CD70, pero los valores estimados fueron lo contrario
(Tabla 2), una vez mas puede deberse a la variabilidad de expresion génica en los
tumores de distintos pacientes. Adicionalmente en los valores estimados de
supervivencia encontramos que también CD70 coexpresado con este gen

empeora el pronéstico (Tabla 3).

EXTL3 segun las estimaciones puede ser un marcador pronostico por si sélo, ya
que la supervivencia con alta expresion del gen es baja, pero cuando se
coexpresa con CD70 la supervivencia aumenta, pudiendo en este caso CD70

mejorar el prondstico cuando se expresan ambos genes conjuntamente.

La mayoria de los genes regulados a la baja en el arreglo de expresion de
MDA-MB-231 que interactuan con CD70 mostraron una correlacion negativa en el
analisis aplicado a pacientes, esto coincide perfectamente con lo encontrado en
las células MDA-MB-231; ya que cuando CD70 se encuentra sobreexpresado,

otros genes como XPO7, GGCX y CSE1L se regulan a la baja en el arreglo de
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expresion en cultivos con alta concentracion de glucosa. Los cambios en la
expresion de estos genes no modificaron la supervivencia de las pacientes;
cuando estos genes se expresaron a la alta junto con CD70, predomina el mal
prondstico debido a este ultimo (Tabla 3, Figura 6). Estos ultimos genes regulados
a la baja estan involucrados en la supresion tumoral, amplificacion de la
proliferacion y apoptosis inducida por TNF-a (Innes, 2021), excluyendo aqui a
GGCX que esta involucrado en la coagulacion de la sangre e inflamacién y se ha
encontrado también en pacientes con cancer de mama triple negativo (Beaudin et
al., 2019). Otro gen que se subexpresa en las células MDA-MB-21, CHPT1 y que
es encargado del mantenimiento de membranas vesiculares, también se ha
encontrado sobreexpresado en cancer de mama (Wen et al., 2020). A pesar de
que estos dos genes no se encuentran sobreexpresados en el arreglo de
referencia (GSE136277) y sean participes en procesos protumorales, su
interaccion con CD70 esta reportada y la expresién de estos es variable en las

pacientes.

Nuestro estudio se vio limitado por el escaso numero de pacientes con cancer de
mama y diabetes que han sido estudiados, sin embargo, presenta un posible
abordaje en el andlisis de la funcién de un gen en la promocion de la actividad
migratoria e invasiva en el cancer. Ademas, los cambios en CD70 (ubicacion
celular y oligomerizacién) en el cancer de mama y el cancer en general, estan
poco estudiados. De esta manera, CD70 monomérico abundante en células de
melanoma, limita la migracion e invasion, mientras que la induccion de su forma
trimérica y membranal en estas células, restaura la migracién e invasion en ellas
mediante la activacion de multiples vias como MAPK, AKT y NFkB (Pich et al,
2016a). Seria interesante estudiar estos eventos en tumores de mama expuestos

a altas concentraciones de glucosa.

Por otro lado, es posible que la promocién del cancer de mama dependa de la
oligomerizacion de CD70 y su asociacion a la membrana celular, puesto que en
las células MDA-MB-231 de este estudio predominaron las formas di y triméricas

en ambas condiciones de glucosa, por tanto, una posibilidad es que la invasividad
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en las células MDA-MB-231 en condiciones de alta glucosa se asocie mas con la

forma trimérica de CD70.

10. CONCLUSIONES

TNFSF7 (CD70) parece ser algo mas que un ligando de CD27, teniendo su propia
sefalizacion en tumores soélidos, como el cancer de mama. La promocién de un
fenotipo invasivo por la diabetes y la hiperglucemia puede ser dependiente de la
activacion de multiples vias y/o procesos bioquimicos como las vias ERK-MEK,
PI3K-AKT, NFkB, vias de transporte de zinc, aminoacil tRNA y reparacion al dafo
de DNA, las que pueden activarse en parte por los cambios en la expresion de
CD70 y genes que interactuan con CD70, discutidos en éste estudio, en especial
ZIP7 y ATM. A pesar de la carencia de estudios en cancer de mama, la accion
protumoral de CD70 podria ser el resultado de la interaccién de su forma trimérica
de membrana con diversas proteinas implicadas en vias claves para la progresion

del cancer.

CD70 puede funcionar como un marcador pronodstico en el cancer de mama triple
negativo, este analisis tomd como referencia un arreglo de expresion de células
MDA-MB-231 en condiciones de alta y baja glucosa, para posteriormente hacer un
analisis predictivo en las plataformas que contienen bases de datos de pacientes,
sin embargo las condiciones de glucosa no fueron las mismas, por tanto este
proyecto puede dar la pauta a investigar mas a fondo el papel de CD70 en cancer
de mama, cuando su receptor (CD27) no esta presente, asi como en pacientes

diabéticas.
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