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Regulacion de la angiogénesis por antioxidantes en el cdncer de mama triple negativo

Evert Guzman Méndez?, José Arnold Gonzélez Garrido!, Eduardo de la Cruz Cano?, Carlos Javier Lépez
Victorio®*

2l aboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular, Division Académica de Ciencias Bdsicas UJIAT
2Djvision Académica Multidisciplinaria de Comalcalco
*javier.lopez@ujat.mx

Resumen
El cancer de mama triple negativo (CMTN) estd relacionado con un peor prondstico y un
comportamiento mas agresivo. Este subtipo cuenta con una mayor frecuencia de metdastasis, la
cual se ve favorecida por el proceso vascularizacién relacionado a la angiogénesis tumoral. El
objetivo del estudio fue realizar un andlisis de expresién diferencial y ontologia de genes (GO) en
células MDA-MB-468 en respuesta al tratamiento con el antioxidante CAT-SKL, el andlisis se realizé
utilizando secuencias publicas contenidas en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO). La
angiogénesis fue una de las ontologias que resulté subexpresada (DR) por el tratamiento con CAT-
SKL. Los genes proangiogénicos KDR, EGR3, CCN2, S100A7, PDGFRA y FN1 se observaron
disminuidos, mientras que el gen antiangiogénico IL18 se mantuvo incrementado. Adicionalmente
encontramos que ontologias relacionadas con el transporte de aminodcidos se presentan
sobreexpresadas (UR).

Palabras claves: Cdncer de mama triple negativo, Angiogénesis, Antioxidante, Tratamiento
alternativo.

Abstract
Triple negative breast cancer (TNBC) is associated with a worse prognosis and more aggressive
behavior; this subtype has a higher frequency of metastasis, which is favored by the
vascularization process related to tumor angiogenesis. The objective of the study was to perform a
differential expression and gene ontology (GO) analysis in MDA-MB-468 cells in response to
treatment with the antioxidant CAT-SKL, the analysis was performed using public sequences
contained in the Gene database Expression Omnibus (GEO). Angiogenesis was one of the
ontologies that was down regulated (DR) by CAT-SKL treatment. The proangiogenic genes KDR,
EGR3, CCN2, S100A7, PDGFRA and FN1 were observed to be decreased, while the antiangiogenic
gene IL18 remained increased. Furthermore, we found that ontologies related to amino acid
transport up regulated (UR).

Keywords: Triple negative breast cancer, Angiogenesis, Antioxidant, Alternative treatment

Recibido: 01 de diciembre de 2023. Aceptado: 22 de diciembre de 2023. Publicado: 30 de abril de 2024

1. Introduccion

El cdncer de mama (CaMa) se caracteriza por un crecimiento acelerado, descontrolado y
desordenado de células con genes mutados [1]. Dicho crecimiento descontrolado, ocasiona un
crecimiento anormal de células en el tejido (carcinoma in situ) y la posterior habilidad de invadir el
tejido adyacente (cancer invasivo). Esta patologia se presenta tanto en los lobulillos como en los
conductos que producen y transportan la leche en la gldndula mamaria respectivamente [2]. El
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CaMa se presenta con mayor frecuencia en mujeres, siendo el tipo de cancer mds comun
alrededor del mundo [3].

En México, es el segundo tipo de cancer mds comun, después del cancer de prostata,
representando la primera causa de mortalidad en mujeres de entre 50 y 59 afios de edad [4]. Los
factores predisponentes son multiples y muy variados, pero se pueden resaltar; tener entre 40 y
60 afos, el historial familiar, pues el CaMa esta relacionado con mutaciones en genes como BRCA1
y BRCA2; factores reproductivos como menarquia temprana, menopausia tardia, embarazo a edad
avanzada y baja paridad; asi como el consumo prolongado de anticonceptivos y consumo excesivo
de alcohol y grasas en la dieta [5]. El CaMa se clasifica de forma histolégica en carcinoma ductal y
carcinoma lobular seglin la ubicacién y origen de las células neopldsicas [6], mientras que en la
clasificaciéon por subtipos moleculares se dividen principalmente en luminal A, luminal B, HER2
sobreexpresado y triple negativo [7].

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es un subtipo de CaMa que se caracteriza por la
ausencia en la expresion de los receptores hormonales para estrégenos (RE) y progesterona (RP),
asi como también para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Por lo
general estd relacionada con un peor prondstico, un comportamiento mas agresivo y con la
ausencia de terapias dirigidas, siendo la quimioterapia el tratamiento con mejor resultado [8,9].
Representa entre el 10 y 20% de todos los canceres de mama, presentandose en mayor frecuencia
en mujeres jovenes afroamericanas premenopausicas, con antecedentes familiares (mutaciones
BRCA1) [10,11]. Se caracteriza por presentar una supervivencia global mas corta, pudiendo ser
menor a 4 afios. En pacientes que hayan recibido tratamiento con quimioterapia, presenta una
mortalidad del 55%, mientras que en pacientes sin terapia sistémica aumenta hasta 79%, con un
riesgo de recaida del 85% [12]. Estd asociado a un comportamiento mds agresivo debido a una
mayor frecuencia y ratio de reaparicion de metastasis visceral, de cerebro, higado y pulmén [13].
La metastasis se refiere al proceso en el que células tumorales de un tejido primario se diseminan
hacia érganos distantes a través de los vasos sanguineos [14]. Mientras que la angiogénesis se
define como el proceso mediante el cual se generan nuevos vasos sanguineos a partir de capilares
preexistentes, este proceso es fundamental para el crecimiento, progresion y metdstasis del CaMa
[15-17]. La angiogénesis tumoral se ve favorecida por el desequilibrio neto entre los factores proy
antiangiogénicos (Tabla 1). Entre los factores proangiogénicos podemos destacar al factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), los
cuales se ven aumentados en diversos tumores activando el interruptor angiogénico [18]. La
angiogénesis es un proceso que consiste en diversos pasos regulados por la presencia de hipoxia y
de la proteina HIF-1a, la cual tiene la capacidad de regular la transcripciéon de diversos genes
involucrados en la formacién de nuevos vasos sanguineos [19,20].

Los factores proangiogénicos, como VEGF, promueven la angiogénesis a través de los receptores

de VEGF (VEGFR). Dandose la progresion en diversos pasos durante el crecimiento del tumor [18].
El proceso comienza con la liberacion de los factores proangiogénicos por parte del tumor para
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que estos interacttiien con sus receptores. Una vez que estos factores se unen a los receptores que
se ubican en la superficie de las células endoteliales (CE), estas producen nuevas moléculas, como
las enzimas metaloproteinasas de la matriz (MMP), las cuales disuelven la membrana basal
circundante del borde del vaso en crecimiento, para que las CE migren fuera de este. Estas CE se
alargan y adoptan la forma tubular del vaso sanguineo, para que finalmente se estabilice mediante
la aparicidon de células musculares lisas y pericitos que proporcionaran soporte estructural [21].
Dicho proceso es estimulado principalmente por los factores ya antes mencionados. Sin embargo,
cabe mencionar que la angiogénesis es inhibida por una gran variedad de reguladores enddgenos,
los cuales se ven afectados en el proceso de la formacidon de tumores, entre los que podemos
destacar a las trombospondinas 1 y 2 (TSP) que participan en la regulacién de la coagulacion,
adhesion celular y angiogénesis; a la angiostatina que inhibe la formacién de vasos sanguineos vy la
migracion de CE; y finalmente a la endostatina que participa en la angiogénesis bloqueando la
proliferacién y migracion de las CE [18]. En cuanto a los inhibidores exdgenos, se ha centrado el
esfuerzo por desarrollar fdrmacos que puedan bloquear la via VEGF, entre los que se encuentran
bevacizumab, sunitinib y aflibercept, como alternativa a la quimioterapia convencional [22,23].

Efecto Gene Symbol Nombre
VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular
EGF Factor de crecimiento epidérmico
5 FGF Factor de crecimiento de fibroblastos
g PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
(o]
02: TGF Factor de crecimiento transformante
=)
g8 ANGPT1 Angiopoyetina-1
EPH Efrina
MMPs Metaloproteinasas de la matriz
THBS Trombospondinas-1,2
NA Angiostatina
> COL4A3 Tumstatina
% COL18A1 Endostatina
%: PF4 Factor plaquetario-4
g' CHGA Vasostatina
TIMPs Inhibidores tisulares de metaloproteinasas
INF Interferon a, By y

Tabla 1. Factores pro y antiangiogénicos [24,25].

http://revistas.ujat.mx/index.php/jobs ISSN: 2448-4997



' U
e ,/zr,//;,f.? /){ e \ = J
~JOURNAL OF BASIC SCIENCES ‘\‘0. éit’.h"
it Sl N S P DS ‘ﬂbl\,liab'
C

En pacientes con CMTN, el tratamiento principal se basa en la utilizacién de quimioterapia y
cirugia, individualmente o en combinacién, debido a que la terapia hormonal no presenta
beneficios debido a la ausencia de receptores RE, RP y HER2 [26], en el caso de la cirugia se puede
realizar la mastectomia o cirugia conservadora de mama seguida de radioterapia [27] mientras
que, la quimioterapia puede ser utilizada como neoadyuvante o como adyuvante, siendo dirigidas
a el complejo reparador de ADN (compuestos de platino y taxanos), a la proteina p53 (taxanos), a
la proliferacion celular (régimen con antraciclinas) y en terapia dirigida [26]. Sin embargo,
debemos recordar que la tasa de mortalidad de pacientes con CMTN es del 55%, mientras que en
paciente con CMTN metastasico la supervivencia media a 5 afos es solo del 11%, por lo que el
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento para el CaMa asi como el uso de tratamientos
alternativos cobran especial interés [12,28]. Recientemente han surgido diversos tratamientos
alternativos para el CMTN, entre los que destacan remedios herbolarios de la medicina tradicional
china y diversos compuestos sintéticos con actividad antiproliferativa en estudios preclinicos,
como los derivados de carbazoles, derivados de indol y complejos metalicos [28,29]. De igual
forma se ha demostrado, mediante ensayos clinicos o preclinicos, que diversos antioxidantes
pueden llegar a ser utilizados en el tratamiento del CMTN como terapia adyuvante o monoterapia,
entre los que destacan compuestos naturales presentes en alimentos como el resveratrol, la
curcumina, vitamina E, vitamina C y el galato de epigalocatequina [30].

Cabe mencionar, que los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) se encuentran elevados en
las células cancerosas [31]. Esta elevacion de los niveles de ROS en células y tejidos ocasiona un
proceso que se conoce como estrés oxidativo, este fendmeno media eventos de sefializacion que
influyen en el comportamiento de las células cancerosas, participando en la progresién vy
proliferacién del ciclo celular, la supervivencia celular y apoptosis, el metabolismo energético, la
morfologia celular, la adhesidn celular, la motilidad celular y la angiogénesis [32,33].

Los antioxidantes pueden llegar a ser utilizados en el tratamiento del cdncer como una alternativa
terapéutica al tratamiento convencional, promoviendo un posible efecto antiangiogénico. La
enzima recombinante catalasa dirigida a los peroxisomas llamada CAT-SKL cataliza la conversién
de H,0; en agua y oxigeno, restaurando el equilibrio oxidativo en diferentes entornos celulares
[34]. CAT-SKL se ha evaluado de manera in vitro e in vivo obteniéndose resultados prometedores
para poder llegar a ser utilizado como una posible opcidn terapéutica en diversas patologias como
en la enfermedad de Alzheimer, la retinopatia diabética, o incluso en cancer de mama [35-39].
Existe evidencia de la combinacion de CAT-SKL con el farmaco erlotinib presenta actividad
citotoxica en diversas lineas celulares de CMTN [40]. De forma individual, se ha documentado el
efecto antioxidante de CAT-SKL en la linea celular MDA-MB-468, y se ha informado la distribucién
de la modificacion epigenética 5-hidroximetilcitocina en las regiones gendmicas de las células de
CMTN, asi como los perfiles de expresidn de los genes relacionados con esta modificacién [41]. No
obstante, los perfiles de expresidn y ontologia del transcriptoma global de las lineas celulares
MDA-MB-468 tratadas con CAT-SKL no han sido presentados. Por ende, nuestro objetivo fue
realizar un analisis de expresién diferencial seguido de la ontologia de genes (GO) del

4
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transcriptoma de células MDA-MB-468 tratadas con CAT-SKL a partir de las secuencias publicas
reportadas por Mitrea et al., y determinar los perfiles de expresion de los transcritos asociados
con la angiogénesis.

2. Metodologia
2.1 Obtencién de lecturas y control de calidad

Las lecturas analizadas fueron obtenidas de la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) del
experimeto publico con nimero de acceso GSE103850, las lecturas corresponden a replicas
experimentales por triplicado de células de CMTN MDA-MB-468 tratadas con la enzima
recombinante (CAT-SKL), durante 24 horas a una concentracién de 10 uM; asi como el respectivo
vehiculo (control), el ARN total fue extraido usando el kit RNeasy plus posteriormente las muestras
fueron procesadas para secuenciacidn por sintesis mediante la plataforma lllumina HiSeq2500 por
el método de lecturas pareadas [41]. Utilizamos la herramienta SRA toolkit versidn 3.0.5 y los
comandos prefetch y fastq-dump —split files para descomprimir y recuperar los archivos .sra a
archivos .fastq La calidad de las lecturas fue evaluada con el software FastQC versién 0.11.9 [42].

2.2 Mapeo, estimacion de abundancia de transcritos y analisis de expresion diferencial de genes
(DEG)

Como la calidad de las lecturas fue alta, no se requirié ningun tipo de procesamiento para eliminar
secuencias de baja calidad, por lo que las lecturas fueron mapeadas posteriormente al andlisis de
control de calidad. Estas fueron alineadas al genoma de referencia de humano versién Grch38
mediante el software HISAT2 version 2.1.0 generando un ensamble directo (-dta) [43],
posteriormente el archivo BAM generado fue convertido y ordenado en un archivo tipo SAM
utilizando SAMtools version 0.1.18 [44], la estimacion de la abundancia de transcritos la
realizamos con featureCounts versidn 2.0.0 [45], frente al genoma de referencia Grch38.105. La
evaluacién de la expresidon diferencial se realizd en entorno R versién 4.3.0, utilizando las
herramientas de bioconductor edgeR [46] y limma [47]. Generamos una matriz de cuentas de
numero de transcritos detectados (gcm.tsv) identificados mediante el ENSEMBL ID de cada gen y
los valores de expresidn de cada muestra por cada condicién (CAT-SKL y control). El cambio en la
expresion génica se determind por un valor de veces de cambio, expresado como logaritmo base
dos de las veces de cambio de expresidn (log,FC). Los genes se denominaron sobreexpresados
(UR) si su logzFC 21 y simultdneamente el valor de la tasa de falsos descubrimientos (FDR) es
<0.05, mientras que se consideraron subexpresados (DR) los genes cuyo valor de log,FC <-1 vy
simultdaneamente el valor de FDR <0.05, el resto de los genes que no cumplen con esta condicién
(NC) se considera que no tienen un cambio significativo en su expresion (FDR >0.05, asi como un
log,-FC >-1y <1).

2.3 Analisis de ontologia de genes (GO)
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Desarrollamos un andlisis de enriquecimiento de perfil funcional (g:GOSt) mediante el servidor

web g:Profiler [48], haciendo uso de la versidn e109_eg56 pl7_1d3191d para una longitud de
consulta de 78 gene Symbol, provenientes de las listas obtenidas de genes UR y DR por separado.
Seleccionamos las opciones “Homo sapiens” para el organismo y la opcién de “consulta ordenada”
para las listas de genes que previamente fueron ordenadas de manera decreciente segun su valor
de Log,FC. Se utilizd el método de correccion de pruebas multiples g:SCS desarrollado por los
autores del servidor, con un umbral de significancia de p=0.05. Mientras que las fuentes de datos
consultadas fueron para GO [49], selecciondndose Funcidon Molecular (MF), Procesos Bioldgicos
(BP), Componente Celular (CC), Factores de Transcripcion (TF), Atlas Humano de Proteinas (HPA),
base de datos Reactome (REAC) y microRNA (MIRNA).

3. Resultados experimentales

La actividad citotdxica de la enzima recombinante CAT-SKL en las células MDA-MB-468 disminuye
aproximadamente un 80-90% los niveles de ROS [41], y produce una disminucion significativa de la
viabilidad celular de las lineas celulares (MDA-MB-468, SUM-149, SUM-159 y HCC-70) tratadas con
CAT-SKL en combinacién con el fdrmaco erlotinib [40]. Sin embargo, el mecanismo de accién
involucrado en el efecto no se encuentra del todo caracterizado, por lo que procedimos a analizar
los perfiles globales de expresién y las rutas génicas modificadas en respuesta al tratamiento con
CAT-SKL. Realizamos un protocolo de andlisis de expresion diferencial (DEG), analizando las
lecturas pareadas de 61 pares de bases generadas por método de sintesis por la plataforma
Illumina HiSeq20550, las lecturas se encuentran almacenadas en la base de datos GEO
(GSE103850) correspondientes al ensayo de secuenciacion masiva de RNA (RNA-Seq) de células
MDA-MB-468 expuestas a 10 uM de CAT-SKL durante 24h (tratamiento) contra control (sin
tratamiento), los ensayos fueron repetidos por triplicado. Identificamos que del total de los 15672
genes expresados, 384 modificaron significativamente su expresidon (DEGs), de los cuales 103
disminuyen (DR) y 281 aumentan (UR) en respuesta al tratamiento con CAT-SKL. Los niveles de
expresion de los DEGs se presentan en un grafico de volcan en donde destacamos que los 20
genes mayormente incrementados son KCTD12, CA2, PI3, RBM3, KRT5, KRT4, KIF20A, NRP1, TNS3,
KIT, LINC01447, STEAP4, VARS], LBH, CP, S100A8, IGFBP3, KYNU, EGNL3 los cuales son graficados
en color rojo, mientras que los que disminuyen (DR) incluyen CYP1A1, UPP1, S100P, TRIB3,
ADAM2, NIBAN1, SLC3A2, ASNS, CHAC1, CYP1B1, SLC6A9, RPS6KA2, CYP1B1-AS1, SLC7A11, PCK2,
POU2F3, NUPR1, KIF21B, STC2 y SLC7AS los cuales se muestran en color azul y el resto de los
genes sin cambio en su expresién (NC) son representados en color gris (figura 1).
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Figura 1. Grafico de volcan de los niveles de expresion de los genes DEGs de células MDA-MB-468 en
respuesta a 10 uM de CAT-SKL durante 24h. Cada punto representa un gen, los genes graficados en color
rojo tienen valores Log,FC 21 y valor FDR <0.05 (UR) mientras que en azul (DR) genes cuyo valor es Log,FC <-
1 juntamente con un FDR <0.05, en gris se representan los genes sin cambio significativo (NC). En el eje X se
expresa el logaritmo base 2 de las veces de cambio de expresidn (Log,FC) mientras que en el eje Y se
representan la significancia estadistica expresada en logaritmo negativo base 10 de la tasa de falsos
descubrimientos (-log1oFDR).

Posteriormente queriamos conocer la relevancia bioldgica de los genes DEGs identificados por lo
que procedimos a realizar un andlisis de ontologia, excluimos de este analisis 86 genes de los
cuales se dispone Unicamente del identificador de gene ENSEMBL y no se puede asignar simbolo
de gen (Gene Symbol), de este subgrupo 61 corresponden a genes que incrementan su expresion,
mientras que 25 a genes que la disminuyen. Para identificar las ontologias relacionadas con los
genes expresados diferencialmente realizamos un ensayo de enriquecimiento (g:GOST) utilizamos
la herramienta g:Profiler e identificamos principalmente términos de ontologia relacionados con el
transporte de aminoacidos alanina y leucina a través de la mitocondria y del citoplasma y diversos
factores de transcripcion (figura 2A), mientras que para los genes disminuidos (DR) la clasificacion
de las ontologias predominantemente incluye procesos biolégicos donde podemos destacar la
regulacién de genes implicados en la diferenciacidn celular, respuesta celular al estimulo del factor
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de crecimiento endotelial vascular (VEGF), desarrollo de vasos sanguineos, morfogénesis de vasos
sanguineos y angiogénesis (figura 2B).

De estas ontologias podemos destacar a los genes; CYP1A1l que participa en actividad
monooxigenasa y en la actividad omega-hidroxilasa de acidos grasos. SLC7A11 participa como
transportador transmembrana de aminoacidos neutros, aminoacidos azufrados, transporte
transmembrana de L-alfa-aminodcidos e importe de aminodcidos a través de la membrana
plasmatica. Por otra parte, SLC3A2 participa en las mismas ontologias mencionadas para SLC7A11,
asi como también en el complejo de transporte de aminodcidos. Mientras que en el caso de
SLC7A5, este gen se involucra en las mismas ontologias que SLC3A2 mencionadas anteriormente.
Existe evidencia de una elevada expresién de CYP1A1l en tejido mamario maligno [50] asi como de
un mecanismo inductor de la liberacidn de ROS, lo que hace suponer que este gen no participa en
la regulacidn negativa de los niveles de ROS inducida por CAT-SKL [51]. Se ha descrito una
actividad antioxidante para los transportadores de aminoacidos SLC7A11 y SLC7AS5, al actuar como
transportadores intracelulares de cisteina para la posterior sintesis de glutation [52,53]. En
fibroblastos derivados de células madre embrionarias de ratéon los niveles de ROS se regulan
negativamente en presencia de SLC3A2, sugiriendo que el incremento en su expresion funciona
como un mecanismo protector contra el estrés oxidativo [54].

Para el caso de las ontologias reguladas negativamente podemos destacar a la angiogénesis cuya
importancia en la supervivencia e invasividad tumoral resulta fundamental. Cabe mencionar que el
estrés oxidativo participa en la regulacién de la angiogénesis, estimulando la formacién de nuevos
vasos sanguineos de forma descontrolada [55], el estimulo de CAT-SKL disminuye entre un 80 -
90% los niveles de ROS en la linea celular MDA-MB-468 [41], se ha descrito que las condiciones
hipdxicas promueven la formacion de nuevos vasos sanguineos y esto se relaciona con los niveles
de ROS, ya que en los capilares recién formados el flujo sanguineo descontrolado ocasiona
periodos de hipoxia/reoxigenacion, provocando estrés oxidativo [56], |la hipoxia induce los niveles
de ROS y angiogénesis tumoral, ya que un incremento de las ROS induce la expresidon de VEGF y su
disminucién ocasiona el efecto contrario en células cancerosas [33]. Mientras que, los factores de
crecimiento involucrados en la angiogénesis como la angiopoyetina-1 (Angl) y el VEGF, inducen la
migracién y/o proliferacion de CE regulado por un incremento en los niveles de ROS [57].
Identificamos que los genes que regulan positivamente la angiogénesis KDR, EGR3, CCN2, S100A7,
PDGFRA y FN1 [58-63] se encuentran DR. Adicionalmente identificamos que el gen
antiangiogénico IL18 [64] es inducido positivamente por el tratamiento con CAT-SKL, lo que en
conjunto hace suponer un mecanismo directo de regulacién negativa de la angiogénesis.

Posteriormente, identificamos los niveles de expresion de los genes reguladores de la
angiogénesis en los que encontramos que los genes proangiogénicos FN1, PDGFRA, S100A7, CCN2,
EGR3 y KDR disminuyen significativamente su expresion a diferencia de FGF21 que la incrementa;
y para el caso de los genes antiangiogénicos, la IL-18 incrementa su expresién mientras que
SEMAGA y ANGPTL4 la disminuyen significativamente (Tabla 2). De estos, el gen que mas se
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disminuye es KDR, también conocido como VEGFR-2 (receptor 2 de VEGF), un receptor clave
asociado en la angiogénesis maligna debido a que su activacion llevada a cabo por la unién de
VEGF ocasiona una mejora en la proliferacidn y migracion de las células endoteliales. Ademas, KDR
se ha observado altamente expresado en CaMa [65], por lo que su disminucién puede estar
altamente implicado en la inhibicién de la angiogénesis y la viabilidad celular, como lo demuestra
un estudio en el que la eliminacidon de KDR con siARN inhibid la proliferacién celular e indujo la
apoptosis en células de CaMa MCF-7 [66]. Por otra parte, EGR3 es un factor de transcripcion de
dedos de zinc que se encuentra estimulado por VEGFA, es importante en la supervivencia y
proliferacién celular, existe evidencia que la supresion de este gen, mediante siARN, inhibié la
proliferacién de CE, migracion y tubulogénesis mediada por VEGF [59].

A

Figura. 2. Diagrama de cuerdas del Analisis de Enriquecimiento de Genes. A. Las cuerdas individuales
representan las ontologias correspondientes a genes incrementados (UR) las cuales se clasifican en Funcién
Molecular (MF), Procesos Bioldgicos (BP), Componente Celular (CC), Atlas Humano de Proteinas (HPA), base
de datos Reactome (REAC), Factores de Transcripcion (TF), microRNA (MIRNA). B. Clasificacién de ontologias

correspondientes a genes disminuidos (DR).

La inmunorreactividad de EGR3 se correlaciond positivamente con lesiones metastdsicas de
ganglios linfaticos u otros drganos en carcinomas de mama y su sobreexpresion mejord las
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propiedades de invasion en células MCF-7 [67]. CCN2/CTGF se sobreexpresa en células de CMTN,

promoviendo la proliferacion celular a través de la regulacién de proteinas relacionadas con la

progresion del ciclo celular y estd involucrada en diversos procesos patoldgicos como carcinoma

hepatocelular, cancer cervical, glioblastoma multiforme, cancer de colon, carcinoma de tiroides,

entre otros [68]. La eliminacién de la expresion de CCN2 en células de CMTN disminuyd la

proliferacién celular, la adhesion, la migracién, la captacién de glucosa, la produccién de ATP y la

produccidn de lactato [69]. Se ha reportado que la regulacién positiva de CCN2 por tratamiento

con ATP extracelular promueve la angiogénesis y las interacciones entre las células CMTN y las CE

lo que estimularia la metdstasis del CMTN [70].

En el caso del gen S100A7, que codifica para la proteina psoriasina, se ha observado que su

expresion es promovida por el estrés oxidativo en los queratinocitos, mientras que su regulacién a

la baja altera la expresion de factores angiogénicos asociados a la psoriasis [61].
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Efecto Ss:\r:)il Nombre Log,FC FDR

FGF21 Factor de crecimiento de fibroblastos 21 3.3257 6.45E-10
FGF11 Factor de crecimiento de fibroblastos 11 0.9598 0.017
EGF Factor de crecimiento epidérmico 0.6209 1.07E-04
PLAUR/UPA  Receptor del activador de plasmindgeno, uroquinasa 0.4297 0.008
R

VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular A 0.3573 4.50E-07
COX2 Ciclooxigenasa 2 0.2198 0.136
TGFB1 Factor de crecimiento transformante Beta 1 -0.1400 0.120
ETS1 Factor de transcripcién, Proto-Oncogén ETS 1 -0.2700 0.001

g REF1 Endodesoxirribonucleasa apurinica/apirimidinica 1 -0.3188 4.63E-06

>

E MMP2 Metaloproteinasa de la matriz 2 -0.3760 0.040

-

g' PAI-1 Inhibidor del activador del plasmindgeno 1 -0.4233 0.472
TGFB2 Factor de crecimiento transformante Beta 2 -0.6533 1.89E-11
PLAU/U-PA Activador de plasmindgeno, uroquinasa -0.7253 2.69E-21
ANGPT1 Angiopoyetina-1 -0.8657 1.15E-07
FN1 Fibronectina 1 -1.3378 4.66E-06
PDGFRA Receptor Alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas -1.4113 5.81E-08
S100A7 S100 Proteina fijadora de calcio A7 -1.5187 6.96E-15
CCN2 Factor 2 de red de comunicacion celular -1.5482 6.39E-21
EGR3 Respuesta de crecimiento temprano 3 -1.6682 9.34E-11
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KDR Receptor de dominio de insercidn de cinasa -1.8130 5.98E-18
IL18 Interleucina 18 1.0713 2.86E-25
HSPG2 Proteoglicano Heparan Sulfato 0.4472 0.101
NFKB1 Factor nuclear Kappa B Subunidad 1 0.1850 0.045
TIMP2 Inhibidor tisular de metaloproteinasas 2 0.1800 0.234
TP53 Proteina tumoral P53 0.0752 0.386
> COL18A1 Endostatina -0.0095 0.978
% RELA Proto-Oncogén RELA, subunidad NF-KB -0.0126 0.915
ZE;: TIMP1 Inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 -0.1000 0.464
% SERPINF1 Miembro 1 de familia serpina F -0.1478 0.635
THBS1 Trombospondina 1 -0.3082 0.045
TIMP3 Inhibidor tisular de metaloproteinasas 3 -0.3178 0.008
FBLN5 Fibulina 5 -0.4368 0.030
SEMAGA Semaforina 6A -1.3606 4.29E-16
ANGPTL4 Angiopoyetina Tipo 4 -1.5798 6.64E-14

Tabla 2. Genes relacionados con angiogénesis en células MDA-MB-468 tratadas con CAT-SKL.

Se demostrd que la unién de S100A7 al receptor para productos finales de glicacién avanzada
(RAGE) mejora la expresion de este ultimo en células de CMTN, esto cobra importancia puesto que
el bloqueo de este receptor reduce la metastasis tumoral del CaMa en modelos preclinicos y su
eliminacion por siARN inhibe el potencial tumorigénico de las células MDA-MB-231,
demostrandose que la deficiencia de RAGE redujo el crecimiento del CaMa al disminuir el
reclutamiento de macréfagos asociados al tumor y la angiogénesis tumoral [71]. Por ende, la
regulacién a la baja de S100A7 también afectaria negativamente la expresion de RAGE, dato
sumamente interesante puesto que el término de GO “Unién al receptor RAGE” se encuentra DR
en nuestros resultados.

En cuanto a PDGFRA, un estudio identificé que la via PDGFRA se encuentra sobreexpresada y
activa en tumores de cancer de mama inflamatorio [72]. Mientras que, en otro estudio
demostraron que el CMTN estd asociado con una alta expresion de PDGFRA, mencionando que la
alta expresién de dicha proteina podria ser un signo de un proceso de transicion epitelial a
mesenquimosa (EMT) activo en CMTN [73]. Ademas, la alta expresion de PDGFRA de células
tumorales en tumores primarios se relacioné con CMTN, igualmente se encontré que PDGFRA fue
UR, este gen promueve metastasis de ganglios linfaticos y en recurrencias asincrdnicas,
provenientes de muestras de pacientes con CaMa[74], el gen FN1 es el gen proangiogénico que
menos disminuye en respuesta al tratamiento, este gen codifica a una proteina que participa en la
adhesién, migracidn, crecimiento y diferenciacion celular. Se ha reportado su participacion
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promoviendo la proliferacion y migracion celular en diferentes neoplasias, como lo son el
carcinoma de células escamosas de esdfago y boca, carcinoma de nasofaringe, cancer colorrectal,
ovario, tiroides y en cdncer gastrico [75]. Por otra parte, un estudio reporté el aumento de
expresion de FN1 en tejidos con CaMa comparados con tejidos normales y correlaciond la elevada
expresion con malos resultados clinicos [76]. Mientras que, en muestras de plasma sanguineo de
CMTN, también ha sido reportado una alta expresion del gen FN1 [77].

4, Conclusiones

Identificamos que el tratamiento antioxidante CAT-SKL, en células MDA-MB-468 regula
positivamente genes involucrados en ontologias relacionadas con el transporte de aminoacidos en
la célula, mientras disminuye la expresidn de los genes pro angiogénenicos CCN2/CTGF, S100A7,
PDGFRA y FN1. Sin embargo observamos que los genes FGF21, SEMAG6A, ANGPTL4 incrementan al
contrario de lo reportado en la literatura [78-80]. Adicionalmente evaluamos diversos genes
regulados por especies rectivas de oxigeno asociados a la angiogénesis como HIF-1, Ref-1, p53, NF-
kB, Ets-1, VEGF, COX-2, uPA y PAI-1 en los cuales no detectamos un cambio significativo en su
expresion [57].

En el desarrollo de este analisis, hemos identificado diversas ontologias que se han visto
modificadas en respuesta al tratamiento de células de CMTN MDA-MB-468 con el antioxidante
CAT-SKL. Observamos una regulacién positiva de procesos relacionados con el transporte de
aminoacidos en la célula. Ademds, podemos destacar a la angiogénesis como una de las ontologias
relacionadas con genes cuya expresion se ha visto reducida, especificamente los genes
proangiogénicos KDR, EGR3, CCN2/CTGF, S100A7, PDGFRA y FN1. Este efecto sobre la
angiogénesis podria estar relacionado con la alteracidn sobre la viabilidad celular de los cultivos
MDA-MB-468 expuestos a CAT-SKL. Sin embargo, cabe sefialar que nuestros hallazgos
relacionados con los genes FGF21, SEMAG6A y ANGPTL4 podrian entrar en conflicto con resultados
previamente reportados en la literatura cientifica (78-80). Ademas, diversos genes involucrados
en la angiogénesis y regulados por ROS, como HIF-1, Ref-1, p53, NF-kB, Ets-1, VEGF, COX-2, uPAy
PAI-1, no muestran cambios en su expresiéon [57]. En consecuencia, consideramos que mayor
investigacion y ensayos enfocados a los DGEs aqui reportados seria de interés para la
caracterizacion de los mecanismos moleculares regulados por CAT-SKL, especialmente en lo que
respecta a su capacidad para reducir la viabilidad celular mediante la inhibicidn de la angiogénesis
en células de CMTN MDA-468. Este enfoque podria ofrecer valiosas perspectivas en la busqueda
de posibles alternativas terapéuticas para el CMTN.
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