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RESUMEN

El cancer de mama (CM) es el de mayor tasa de incidencia entre las mujeres en todo el mundo,
posee la capacidad de invasion y diseminacion para finalmente hacer metastasis. Los
glucocorticoides (GC), como la Dexametasona (Dex) se usan ampliamente en el tratamiento
del CM para aliviar los efectos eméticos producidos por la quimioterapia. La Dex se une al
receptor de glucocorticoides (GR) y activa diferentes vias de sefializacion como Whnt,
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y factor nuclear kappa beta (NF-kB) que se correlacionan
con la transicion epitelio-mesénquima (TEM). La TEM es un proceso no binario que se
caracteriza por la pérdida de adhesion celular, el aumento de la migracion y la metastasis.
Nuestro objetivo fue determinar si el tratamiento con Dex promueve la TEM en células de
glandula mamaria MCF 7. Las células que se tifieron con cristal violeta para realizar los ensayos
de viabilidad también se observaron en microscopio de luz para determinar si presentaron
cambios en la morfologia, las células tratadas con dexametasona a diferentes concentraciones
(0.1 uM, 1 uM y 10 uM Dex) mostraron un cambio de fenotipo epitelial a mesenquimatoso y
una disminucion en la viabilidad celular. De igual manera, se realizaron ensayos de Cierre de
Herida durante un lapso corto (1 h) y un lapso largo (5 dias) y se tomoé evidencia fotogréfica a
las 0 h, 24 h y 48 h. Las células estimuladas con 0.1 uM y 1 uM Dex durante un lapso corto y
largo; y las células estimuladas con 10 pM Dex durante un lapso corto mostraron una migracion
mas lenta, mientras que las células estimuladas con 10 uM Dex durante un lapso largo
mostraron un aumento en la migracion. Mediante ensayos de tincion con MitoTracker Deep
Red (MTDR) se midi6 el potencial de membrana mitocondrial (PMM) en células MCF 7
estimuladas con 10 uM Dex durante un lapso largo, se observ un incremento del PMM en las
células estimuladas con la Dex. Se determind la expresion de E-cadherina por medio de
inmunoensayos Western Blot (WB), en células MCF 7 estimuladas con Dex a diferentes
concentraciones y se observd una disminucion en la expresién de E-cadherina. Por
consiguiente, nuestros resultados mostraron que el tratamiento con Dex promueve cambios en
la morfologia celular, disminucion en la viabilidad, un aumento en la migracion celular, un
aumento en el PMM vy disminucion en la expresion de E-cadherina. Esto se correlacion6 con
una posible transicion epitelial-mesenquimal parcial (TEMp). Se recomienda realizar mas
estudios para reconocer cuales son las vias que activa o inhibe la union de Dex/GR en las
células de CM durante la TEMp.
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ABSTRACT

Breast cancer (CM) has the highest incidence rate among women worldwide, possessing the
ability to invade and spread to eventually metastasize. Glucocorticoids (GC) such as
Dexamethasone (Dex) are widely used in the treatment of BC to alleviate the emetic effects
produced by chemotherapy. Dex binds to the glucocorticoid receptor (GR) and activates
different signaling pathways such as Wnt, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and nuclear
factor kappa beta (NF-«kB) that correlate to the epithelial-mesenchymal transition (TEM). TEM
IS a non-binary process characterized by loss of cell adhesion, increased migration and
metastasis. Our objective was to determine whether treatment with Dex promotes TEM in MCF
7 mammary gland cells. The cells that were stained with crystal violet to perform the viability
assays were also observed under a light microscope to determine if they presented changes in
morphology; the cells treated with dexamethasone at different concentrations (0.1 uM, 1 uM
and 10 uM Dex) showed a change from epithelial to mesenchymal phenotype and a decrease
in cell viability. Similarly, Wound Healing assays were performed for a short (1 h) and a long
time span (5 days) and photographic evidence was taken at 0 h, 24 h and 48 h. Cells stimulated
with 0.1 uM and 1 uM Dex for a short and long span; and cells stimulated with 10 uM Dex for
a short span showed slower migration, whereas cells stimulated with 10 uM Dex for a long
span showed increased migration. By MitoTracker Deep Red (MTDR) staining assays,
mitochondrial membrane potential (PMM) was measured in MCF 7 cells stimulated with 10
uM Dex for a long-time course, an increase in PMM was observed in Dex-stimulated cells. E-
cadherin expression was determined by Western Blot (WB) immunoassay in MCF 7 cells
stimulated with Dex at different concentrations and a decrease in E-cadherin expression was
observed. Accordingly, our results showed that Dex treatment promoted changes in cell
morphology, decreased viability, increased cell migration, increased PMM and decreased E-
cadherin expression. This was correlated to a possible partial epithelial-mesenchymal transition
(TEMp). Further studies are recommended to recognize which pathways activate or inhibit
Dex/GR binding in CM cells during TEMp.
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INTRODUCCION

El CM posee la capacidad de metastatizar, esta es la principal causa de muerte en pacientes
femeninas con cancer. La metastasis se caracteriza por el aumento de la migracion celular,
ademas de que es el principal proceso de invasion de las células cancerosas. En la metéastasis
las células cancerosas se propagan desde el sitio original o tumor primario, a otros sitios del
cuerpo para formar un tumor secundario. Se requieren al menos cinco pasos para hacer
metastasis: (1) la invasion de las células cancerosas en estructuras adyacentes; (2) el paso de
las células cancerosas a los vasos sanguineos o linfaticos conocido como intravasacion; (3) la
supervivencia de las células cancerosas en la sangre ademas de la superacion de la vigilancia
inmunitaria; (4) el escape de la circulacién conocido como extravasacion y (5) la implantacion

de las células cancerosas en un 6rgano blanco (Figura 1).

Figura 1. Cascada metastasica

Las células cancerosas epiteliales cambian su fenotipo a mesenquimatoso, de esta manera salen
del tumor primario e invaden las membranas basales. Después las células migran a los vasos

sanguineos hasta llegar a un 6rgano blanco y hacer metéastasis. Creado en Biorender.
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La migracion celular se define como el movimiento de las células individuales, este proceso se
ve implicado en la embriogénesis, la organogénesis, la respuesta inflamatoria y la cicatrizacion
de heridas. Se conocen dos tipos principales de migracion: (1) migracion celular individual y
(2) migracion celular colectiva (Grada et. al., 2017; Lara-Reyes et. al., 2022). La TEM es un
proceso bioldgico que confiere a las células una mayor movilidad, esto se ve implicado en la
supervivencia y la metastasis de las células cancerosas (Zhang et. al., 2021a). En la TEM, las
celulas epiteliales se transforman en células mesenquimales, éstas poseen la capacidad de
migrar, invadir y diseminarse (Markopoulos et. al., 2019). La TEM tiene relevancia en la
cascada de metastasis del CM, las células cancerosas se reprograman y adquieren
caracteristicas similares a las células madre. Esto facilita sus capacidades migratorias e
invasivas. En la TEM hay una pérdida de la expresion de la E-cadherina, esta proteina reduce
la localizacién celular o el contacto célula-célula. Estudios mencionan que los niveles de E-
cadherina en células cancerosas potencian la via de sefializacion de Wnt/B- catenina. Por otra
parte, hay una sobreexpresion de Vimentina y hay un cambio de expresion de E-cadherina a
N-cadherina. La N-cadherina es un promotor de la TEM, ésta proteina contribuye al fenotipo
metastasico de las células cancerosas (Martinez-Alonso, 2020). La TEM es reversible, las
células mesenquimales pueden revertir su fenotipo a células epiteliales a través de un proceso
denominado transicion mesénquima-epitelio (TME) (Markopoulos et. al., 2019). Los GC son
hormonas esteroideas, éstas se liberan de forma circadiana en respuesta a factores estresantes
(McNamara et. al., 2018). La Dex es un GC sintético, se administra de forma rutinaria como
terapia adyuvante en el CM. Se utiliza ampliamente en quimioterapia debido a sus efectos
antieméticos duraderos, la Dex desencadena diferentes efectos y se correlaciona con resultados

opuestos segun el subtipo molecular del CM (Butz & Patdcs, 2022; Zhang et. al., 2021a).
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MARCO TEORICO

Céancer de mama

El CM es una enfermedad de la glandula mamaria, se caracteriza por la proliferacion
descontrolada de células del epitelio glandular, puede originarse en diferentes partes del tejido
mamario: conductos, I6bulos o tejido intermedio. Generalmente se origina en las células de los
lobulillos o unidades lobulillares terminales del conducto colector, éstas son las unidades
epiteliales funcionales de la glandula mamaria. EI CM posee la capacidad de invasion y
diseminacion, ademas de desarrollar un proceso metastasico (Feng et. al., 2018; Lopez-Lépez
et. al., 2022; Pérez-Calderas, 2022; Sarmiento-Salinas, 2020). EI CM es una enfermedad
cronico-degenerativa, heterogénea a nivel molecular, multifactorial, y en algunos casos
hormonodependiente, en la cual estan involucrados tanto factores genéticos como ambientales
(Gutiérrez-Becerra, 2021; Li et. al., 2022; Xing et. al., 2022). Entre los principales factores de
riesgo para desarrollar CM esta el ser mujer y tener mas de 40 afios (OMS, 2021). En cuanto a
otros factores esta el historial familiar con antecedentes de CM, la diabetes, las mutaciones
genéticas; éstas ocurren en el gen 1 del CM (BRCA1) y el gen 2 del CM (BRCA2) que
codifican proteinas supresoras de tumores. Los factores de riesgo de tipo hormonal son:
presentar una menarca temprana, menopausia tardia, primer embarazo en edad avanzada y la
exposicion prolongada a estrégenos a través de anticonceptivos y terapia hormonal. También
existen factores modificables relacionados con el estilo de vida como: consumo de alcohol,
tabaquismo, inactividad fisica, duracion del suefio, dieta, obesidad y sobrepeso (Pérez-
Calderas, 2022; Rojas-Sanchez, 2021; Sarmiento-Salinas, 2020).

Desde el 2020, el CM ha superado al cancer de pulmén como el cancer mas comun,
diagnosticado entre las mujeres en todo el mundo y es la segunda causa de muerte (Chen et.
al., 2022; Ren et. al., 2022; Xing et. al., 2022). Anualmente se estima que mas de 2 millones
de mujeres desarrollan CM (Lopez-Knowles et. al., 2022). En México el CM es la primera
causa de muerte en mujeres (Rojas-Sanchez, 2021). En el 2019 se registraron 15 286 nuevos
casos de CM en la poblacion de 20 afios y mas, de los cuales 15 119 corresponden a mujeres y
167 corresponden a hombres. La tasa de incidencia del CM a nivel nacional es de 18.55 casos
nuevos por cada 100 mil habitantes de 20 afios y més. Se registraron 35.24 casos nuevos por
cada 100 mil mujeres del mismo rango de edad, ésta incidencia es la mas alta del 2010 al 2019.
Mientras que en hombres se registraron 0.42 casos nuevos por cada 100 mil habitantes de 20
afios y més (Figura 2) (INEGI, 2021). En el 2020, el Observatorio Global del Céancer
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(GLOBOCAN) registro al CM como el tipo de cancer mas comun en México en mujeres de 20
afios y mas. Se estimaron 29, 919 casos nuevos en el afio 2020, en base a la poblacion registrada
en el pais (Figura 3) (GLOBOCAN, 2020).

Incidencia de cédncer de mama en la poblacién de 20 afnos y mas por sexo
2010 a 2019
(Por cada 100 mil personas de 20 anos y mas de cada sexo)
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Figura 2. Estadistica de las Incidencias de cancer de mama en México
Mayor incidencia de CM en mujeres, se registran 35.24 casos nuevos por cada 100 mil mujeres
de 20 afios y mas, en el 2019. Tomado de: INEGI, 2021.

Las pacientes en etapa terminal suelen presentar metastasis tumoral, siendo ésta la mayor causa
de muerte (aproximadamente el 90%) (Chen et. al., 2022). En el CM se produce la metastasis
en: huesos, pulmones e higado. Esta metastasis es diferente y depende de los subtipos de cancer,
en CM luminal en estado avanzado la metastasis suele darse en los huesos. Mientras que en
CM de tipo basal (BLBC) y CM triple negativo (TNBC) tienden a desarrollar metastasis
visceral en un estado temprano (Zhang et. al., 2022). Es necesario continuar con el estudio e
investigacion de CM, establecer sus marcadores moleculares y celulares, y caracterizar los
mecanismos de metastasis. Asi como proponer terapias con los menores efectos adversos para

los pacientes.
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Numero estimado de casos incidentes México, mujeres, mayores de 20 afios
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Figura 3. Estimacion de casos incidentes de cancer de mama en mujeres en México
Estimacion realizada por GLOBOCAN en 2020. EI CM tiene la mayor incidencia en México
comparado con otros tipos de cancer. Tomado de: GLOBOCAN, 2020.

Clasificacion del cancer de mama

El CM puede clasificarse en varios subtipos de acuerdo con sus caracteristicas histoldgicas y
moleculares. Teniendo implicaciones en su pronostico, tratamiento, terapia farmacoldgica,
respuesta clinica e investigacion. Histolégicamente se pueden clasificar en: invasivos y
preinvasivos. En el invasivo se encuentra el carcinoma de tipo no especifico (NST) y el
carcinoma lobular infiltrante (eILC), mientras que en el preinvasivo se encuentra el carcinoma
ductal in situ (DCIS) y el carcinoma lobular in situ (LCIS) (Pérez-Calderas, 2022; Rojas-
Sanchez, 2021).

La clasificacion molecular del CM (Tabla 1), se hizo mediante inmunohistoquimica (IHQ),
secuenciacion y microarreglos de DNA. La expresion de receptores se identifica como:
receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) y factor de crecimiento epidérmico
humano 2 (HER?2); y su ausencia se denomina triple negativo (TN). Ademas, se puede tomar
en cuenta el grado histologico del tumor y la proteina nuclear Ki-67, denominada como
marcador de proliferacion celular. Los subtipos de cancer son: Luminal A, Luminal B, HER2
y TN. El subtipo Luminal A es el mas comun, el menos agresivo y tiene un buen prondstico
con tratamiento hormonal; expresa el ER y por lo menos 20% del PR. Los canceres de subtipo
Luminal B tienen un pronostico desfavorable, en la mayoria de los casos se requiere
quimioterapia a diferencia del subtipo Luminal A; expresan ER, y pueden o no, expresar PR.
La diferencia entre el subtipo Luminal Ay Luminal B es la cantidad de proteina Ki-67; si tienen
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menos del 14 % de células positivas para Ki-67, se clasificacomo Luminal A. El subtipo HER2
es mas agresivo y de crecimiento rapido, se trata con terapias dirigidas como Trastuzumab o
Herceptin ademaés de cirugia y tratamientos con quimioterapia. Las células tumorales poseen
copias adicionales de HER2 y sus niveles de Ki-67 aumentan con mutaciones en p53. A través
de pruebas de IHQ se reconocen: HER2 Luminal y HER2 Enriquecido. HER2 Luminal expresa
ER, PR y HERZ2; tiene un indice de proliferacion intermedio y un Ki-67 entre 15-30 %. Se le
denomina tumor triple-positivo. HER2 Enriquecido tiene un Ki-67 alto; no expresa ER y PR,
en consecuencia, no responde a hormonoterapia. El subtipo TN tiene patrones de expresion
genética mioepitelial, expresa citoqueratina 5y 6 (CK 5/6), y expresa el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), también conocido como HER1. Se subdivide en base a
pruebas de IHQ adicionales que no suelen usarse en la préctica diaria: basal-like y no basal-
like. Si expresa CK 5/6 y HER, se denomina Basal-like y al no expresar estos dos marcadores
se le denomina No Basal-like (Feng et. al., 2018; Horvath, 2021; Pérez-Calderas, 2022;
Sarmiento-Salinas, 2020; Socola & Lluma, 2016).

Subtipo Luminales HER2 TN
Luminal A Luminal B Luminal Enriquecido No basal-like Basal-like
ER + + + - R
PR > 20 % +- +- - -
HER2 - ) + + i
Ki-67 <14 % 14-30 % >14 % Alto Alto
CK 5/6 - - - - -
HER1 - - - - -

Perfil genético

Alta expresion de

genes epiteliales

luminales y genes

relacionados con
ER.

Menor expresion de
genes epiteliales
luminales y genes
relacionados con

ER. Mayor
expresion de genes
relacionados con la

proliferacion y

Alta expresion de genes relacionados
con HER2, baja expresion de genes

relacionados con ER.

Alta expresion de genes de

proliferacion y de epitelio basal.

Baja expresion de genes

relacionados con HER2 y ER.
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HER2, que las

luminal A.
Grado lyll 1y 1l 1] 11 11 11
histolégico
Mutaciones PI3K, MAPKs y BRCAZ2, p53, Rb, | HER2 amplificado | p53 (40-80 %)y p53 (100 %)
GATA3. Myc y FOXMI HER2 y BRCAL (85
amplificado %)
Pronéstico Bueno Intermedio Intermedio Malo Malo

Tratamiento Hormonoterapia -Hormonoterapia -Hormonoterapia -Quimioterapia -Quimioterapia

-Quimioterapia -Quimioterapia -Herceptin -Terapia dirigida limitada

-Terapia dirigida -Herceptin -Terapia dirigida

-Terapia dirigida

Respuesta a Baja Intermedia Alta Alta
quimioterapia
Frecuencia 50 % 15 % 20% 15 %

Tabla 1. Clasificacion molecular del cancer de mama
En esta tabla se muestran los subtipos del CM en base a estudios IHQ, ademas de sus

principales caracteristicas. Tomada de: Horvath, 2021.

Células MCF 7

El Dr. Soule y sus colegas de la Fundacion del Céncer de Michigan, donde deriva su nombre
“MCF 77, aislaron células epiteliales humanas de cancer de seno (adenocarcinoma), de tipo
adherente; extraidas del derrame pleural metastasico de una mujer de raza caucasica de 69 afos
(Comsaet. al., 2015; Sanabria, 2017). La linea celular MCF 7 es de subtipo molecular Luminal
A con expresion positiva en: ER, PR y citoqueratina; sin sobreexpresion de HER2; no reactivo
a marcadores mesenquimales como: desmina y vimentina; y posee una abundancia establecida
del GR (Alam et. al., 2017; Yao et. al., 2020; Yu et. al., 2020).

La linea celular MCF 7 es poco agresiva, no invasivay se considera que tiene un bajo potencial
metastasico. Al cultivarlas in vitro forman cupulas y se presentan como células epiteliales que
crecen en monocapa con un tiempo de proliferacion de 36-48 h. Son adecuadas para las

investigaciones sobre la resistencia a la terapia antihormonal debido a que son faciles de
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cultivar, ademas conservan la expresion de ER cuando son tratadas con terapia dirigida (Alam
et. al., 2017; Comsa et. al., 2015).

Transicion epitelio-mesenquima

La TEM es un proceso bioldgico en el que las células epiteliales adquieren un fenotipo de
células mesenquimales (Yu et. al., 2020). El término TEM fue acogido por Greenburg y Hay
en 1982 observaron que, al suspender células epiteliales de embriones de pollo en geles de
colageno, éstas adquieren la capacidad de alargarse e invadir la matriz extracelular (ECM)
(Greenburg & Hay, 1982). Esta capacidad no solo se limita a las células de los tejidos
embrionarios, sino que, puede observarse en la cicatrizacion de heridas y carcinogénesis. En la
carcinogénesis la TEM transforma a las células cancerosas en metastasicas, esto se ve reflejado
en el aumento de la movilidad, la invasion, la resistencia a la apoptosis y a la quimioterapia.
Ademas de que conduce a la pérdida de adhesion celular y de polaridad celular. Debido a esto,
se esta considerando como una nueva diana para el descubrimiento de farmacos contra el
cancer. Sin embargo, aun faltan mas estudios que identifiquen los impulsos clave de la TEM
en el cancer y el desarrollo de estrategias para abordarlo, y asi detener el proceso metastasico
(Jiang et. al., 2020; Jusino et. al., 2021; Yu et. al., 2020).

La TEM se caracteriza por la pérdida de las uniones epiteliales y de polaridad apical-basal,
dando como resultado la reorganizacion del citoesqueleto y cambios morfoldgicos. Estos
cambios morfologicos se deben a la expresion de proteinas. La disminucién del marcador de
células epiteliales E-cadherina conduce a la pérdida de la funcidén de barrera epitelial, la
adhesion celular y la disminucion en la proliferacion intercelular (Jusino et. al., 2021). El
aumento de Vimentina conduce a una mayor migracion celular, N-cadherina conduce a una
transformacion celular intermedia a fenotipo mesenquimatoso y la metaloproteinasa de matriz
(MMPs) mejora la degradacion de ECM y permite la invasion celular. La mayoria de estos
cambios moleculares son producidos por familias de factores de transcripcion de la TEM como:
represor transcripcional 1 de la familia Snail (Snail), represor transcripcional 2 de la familia
Snail (Slug), Homeobox 1 de unién a la caja E del dedo de zinc (ZEB1), Homeobox 2 de union
a la caja E del dedo de zinc (ZEB2), basicos hélice-bucle-hélice (bHLH), entre otros (Jusino
et. al., 2021; Steinbichler et. al., 2020; Yu et. al., 2020; Zhang et. al., 2020). Snail media la
TEM a través de la subregulacion de moléculas de adhesion como E-cadherina, claudina y
ocludina. Ademas, incrementa los marcadores mesenquimales como Vimentina, Fibronectina

y Metaloproteinasas, las cuales aumentan la migracion e invasion de las células (Benedetti &
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Reyes, 2015). Snail, ZEB1 y ZEB2 se unen directamente a la region promotora de E-cadherina
y reprimen la expresion de ésta (Ichikawa et. al., 2022). El factor de transcripcion 3 (TCF3),
es un factor bHLH, éste se une a E-pal y E3, generando la supresion directa de la E-cadherina
(Voutsadakis, 2016). Las vias de sefializacion que participan en el proceso de la TEM en células
tumorales son Wnt, Hedgehog (HH), PI3K, NF-kB, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-pB) y seiializacion de Notch (Zhao et. al., 2017).

Mitocondrias

Las mitocondrias son organulos intracelulares que estan involucradas en varios procesos
celulares como la bioenergética celular, la apoptosis celular, la autofagia, la homeostasis del
calcio, la inflamacion y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Bergman et. al., 2016;
Chernoivanenko et. al., 2014; Di Mambro et. al., 2023; Matveeva et. al., 2015; Yeon et. al.,
2022; Zhu et. al., 2015). Son la principal fuente de energia y proporcionan mas del 95 % de

trifosfato de adenosina (ATP) necesario para el metabolismo celular (Luan et. al., 2019).

Las mitocondrias estan conformadas por dos membranas fosfolipidicas: (1) la membrana
mitocondrial externa (OMM) y (2) la membrana mitocondrial interna (IMM), que delimitan a
la mitocondria en dos espacios: la matriz y el espacio intermembranal. La OMM permite el
paso de iones y pequefias moléculas a través de canales de aniones dependientes de voltaje
(VDAC). La IMM es permeable al agua (H20), al oxigeno molecular (O2) y al didxido de
carbono (COy). La selectividad en la permeabilidad de ambas membranas permite la formacion
de un gradiente electroguimico a través de la membrana que es fundamental para la produccion
de ATP (Di Mambro et. al., 2023; Protasoni & Zeviani et. al., 2021).

Las mitocondrias experimentan cambios en su nimero y morfologia a través de procesos
opuestos de fusion y fisién con el objetivo de generar una red de morfologia mitocondrial
especifica de acuerdo con las necesidades de energia celular, el estado metabdlico de la célula
0 para adaptarse a sefiales celulares. Esta dindmica mitocondrial permite el transporte y la
distribucion del contenido mitocondrial a través de la actividad 6ptima de OXPHOS, ademas
de que mantiene la reserva de mitocondrias dentro de la célula. La dindmica mitocondrial forma
parte de varios procesos celulares como el ciclo celular, la apoptosis, la migracion celular, la
mitofagiay la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Adebayo et. al., 2021; Luan
et. al., 2019; Protasoni & Zeviani et. al., 2021).
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El proceso de fusion mitocondrial consiste en la union de dos mitocondrias que fusionan todos
sus componentes (OMM, IMM, Matriz y Espacio Intermembranal). La fusién mitocondrial
permite el intercambio de nutrientes y metabolitos, el mantenimiento del DNA mitocondrial
(mtDNA), el intercambio genético y la complementacion, dentro de la red mitocondrial. En el
proceso de fisibn mitocondrial una mitocondria se divide en dos mitocondrias. La fision
mitocondrial esta relacionada con la herencia, la division celular, la distribucion adecuada de
las mitocondrias, la liberacion de citocromo C durante la apoptosis y elimina los organulos
dafados por la mitofagia (Adebayo et. al., 2021; Begum & Shen, 2023; Protasoni & Zeviani
et. al., 2021; Rodrigues & Ferraz, 2020; Yapa, 2021).

Los defectos en la dindmica mitocondrial se relacionan con afecciones patoldgicas como el
cancer, las enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares. La hiperfusion se asocia con
un mecanismo de defensa contra la autofagia en condiciones de estrés al aumentar la
produccién de ATP de manera temporal, bloquea la mitofagia y retrasa la muerte celular. Por
el contrario, la interrupcién de la fusion da como resultado la fragmentacion mitocondrial que
se asocia con la disfuncion mitocondrial, este proceso es necesario para la motilidad
mitocondrial y la mitofagia. Asi mismo la disfuncién mitocondrial inicia el proceso de
envejecimiento y las enfermedades degenerativas neuronales (Adebayo et. al., 2021; Peng et.
al., 2011; Protasoni & Zeviani et. al., 2021).

Se utiliza MTDR para tefiir las mitocondrias. MTDR es una sonda fluorescente de color lejano
(700-750 nm), basada en carbocianina y no toxica. También posee una fraccion de cloro-metilo
que reactiva al tiol para mostrar a largo plazo la distribucion de las mitocondrias, y a corto
plazo para cuantificar el PMM. Se usa para marcar quimicamente y observar las mitocondrias
en células vivas a través de microscopios de fluorescencia. Las ventajas de MTDR son la
especificidad, la fotoestabilidad y la elevada sensibilidad al ser incorporado en diferentes

protocolos (Allauca et. al., 2019; Sargiacomo et. al., 2021).

El PMM es el resultado de las transformaciones de redox que se asocian al ciclo de Krebs, sirve
como forma intermedia de almacenamiento de energia y es empleado por la ATP sintasa para
fabricar ATP. EI PMM determina la viabilidad de las mitocondrias a través de un proceso de
eliminacion de mitocondrias inutilizadas, asi mismo, es una fuerza motriz que ayuda al
transporte de compuestos cargados, algunos de ellos son indispensables para la viabilidad

mitocondrial. Para que las células tengan un funcionamiento celular normal, éstas deben
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mantener niveles estables de ATP y PMM intracelular (Zorova et. al., 2018). Las alteraciones
en el PMM son un indicador fiable del estado funcional de una célula. En la apoptosis, los
poros de la membrana mitocondrial se abren lo que genera una pérdida del PMM (Zhu et. al.,
2015). También se sabe que la familia de proteinas del linfoma de células B 2 (Bcl-2) forma
parte de la via apoptdtica asociada a las mitocondrias, su regulacion a la baja conduce a la
pérdida del PMM y desencadena la activacion de la Caspasa-9 y Caspasa-3 (Gao et. al., 2017).
Las mitocondrias con un alto PMM tienen mayor probabilidad de someterse a la fusion en
comparacion de las mitocondrias con un bajo PMM. Mientras que en la fision se generan
mitocondrias con un bajo PMM (Begum & Shen, 2023).

La Vimentina es conocida por tener un fenotipo mesenquimatoso en los céanceres, ésta
interactua con la OMM para controlar la actividad de la cadena respiratoria y la produccion de
ATP. Su sobrerregulacion estimula la migracion celular y mejora el PMM (Valaee et. al.,
2017). La Vimentina interactta con los filamentos intermedios (IF) del citoesqueleto, la parte
N-terminal de la Vimentina contiene secuencias responsables de la interaccion de Vimentina-
IF con las mitocondrias, dando como resultado la disminucion de la motilidad mitocondrial, la
elevacién del PMM vy la estimulacion de OXPHOS. Esto puede ocurrir por diversas razones
como el aumento en la generacién del PMM a través de la cadena respiratoria; un aumento en
la hidrdlisis de ATP producido en la glucolisis debido a que se produce una reaccién inversa
por la ATP-sintasa; o una disminucion en la utilizacion de energia del potencial por la ATP-

sintasa (Chernoivanenko et. al., 2014; Matveeva et. al., 2015).

Migracion

La migracion celular es un proceso en donde las células cambian en un entorno determinado y
ejecutan su funcion, de esta manera, las células son capaces de recibir sefiales en su entorno y
migran hacia ellas (Pijuan et. al., 2019; SenGupta et. al., 2021). Es esencial en procesos como
el desarrollo embrionario (gastrulacion y morfogénesis), el desarrollo del sistema nervioso, la
homeostasis tisular, la respuesta inmune, la metastasis del cancer, la inflamacion y la
cicatrizacién de heridas (Cappiello et. al., 2018; Freitas et. al., 2021; Justus et. al., 2014; Pijuan
et. al., 2019; Trepat et. al., 2012; Yamada & Sixt, 2019). La deficiencia de las células para
migrar conduce a errores durante el desarrollo neuronal vinculados a déficits cognitivos,
heridas cronicas que no cicatrizan y deficiencias inmunolégicas. Cuando la migracién esta mal
dirigida o inicia de manera incorrecta genera cancer metastasico invasivo, enfermedad

autoinmune y fibrosis (SenGupta et. al., 2021).
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La migracion celular puede ser medida a través de dos métodos de facil acceso y uso comun
como lo son: a) el ensayo de Cierre de Herida y b) el ensayo de migracion e invasion celular
de Transwell. EI Cierre de Herida replica algunas caracteristicas de la migracion celular que
ocurren in vivo, para esto, se crea una herida artificial en una monocapa de células confluentes
mediante un rasgufio. Asi las células comienzan a migrar perpendicularmente al borde de la
herida hasta restablecer los contactos celulares, de esta manera, se puede estudiar las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular durante la migracion celular. La
velocidad del cierre de la herida y la migracion se cuantifica tomando fotografias en varios
intervalos de tiempo con un microscopio invertido y, por ultimo, las imagenes se comparan
para calcular la migracion a través de programas como ImageJ. Por otro lado, el ensayo de
migracion e invasion celular de Transwell mide la capacidad de motilidad celular e invasividad

hacia un gradiente quimioatrayente (Freitas et. al., 2021; Justus et. al., 2014).

La Gltima causa de muerte en el 90 % de los pacientes con cancer, es la metastasis. La cascada
metastasica esta regulada por factores intrinsecos y extrinsecos. Las células cancerosas se
desprenden del tumor primario y migran a través de la ECM, asi las células invasivas acceden
a los vasos sanguineos o linfaticos y viajan por el cuerpo hasta establecer nuevas colonias
tumorales en sitios distantes. Para ello, las células cancerosas se adaptan a un nicho tumoral
dinamico, asi como al microambiente de tejido extrafio (Freitas et. al., 2021; Pérez-Kerkvliet
et. al., 2020). La migracion e invasion celular consume mucha energia al responder
dindmicamente a los cambios mecanicos en la ECM. Las células que migran reciben sefiales
mecanicas y estructurales dando como resultado la adaptacion bioenergética de éstas. En el
cancer hay una reprogramacion metabdlica y una bioenergética alterada, y se ha propuesto que
las células cancerosas responden a las necesidades de energia fluctuantes a través de la
adaptacion del metabolismo, al estar en un microambiente con sefiales mecanicas variables
durante la cascada de invasion-metastasis. En los tumores se observa el “efecto Warburg”,
donde el metabolismo se ve alterado y favorece la glucolisis sobre OXPHOS dando como
resultado una mayor captacion de glucosa. Las células cancerosas poseen niveles mejorados de
glucdlisis, con una produccion de lactato anormalmente alta aln en ausencia de condiciones
hipdxicas (Trepat et. al., 2012; Zanotelli et. al., 2021).
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Glucocorticoides

Los corticosteroides son secretados en la corteza adrenal, éstos se dividen en: GC y
mineralocorticoides (MC). Estos se secretan al activar el eje hipotalamo-hip6fisis-adrenal, en
primer lugar, se activa el hipotalamo por factores tales como: la inflamacion, la infeccion o el
estres emocional. En el hipotalamo se produce la hormona liberadora de corticotropina, la cual
actua en la hipofisis anterior, en ésta, se induce la sintesis y liberacion de la hormona

adrenocorticotropa (Cruz, 2019).

Los GC son hormonas esteroideas sintetizadas principalmente en la corteza de la glandula
suprarrenal (Nicolaides et. al., 2020; McNamara et. al., 2018; Timmermans et. al., 2019) con
la aldosterona y la dehidroepiandrosterona (DHEA). Estas hormonas son sintetizadas por
diferentes enzimas esteroidogénicas en las mitocondrias de la zona glomerulosa, la zona
fasciculada y la zona reticular de la corteza suprarrenal. Los GC, la aldosterona 'y la DHEA se
sintetizan a partir del mismo precursor, el colesterol. Los GC se forman en la corteza
suprarrenal, liberdndose de forma circadiana en respuesta a factores estresantes: ambientales y
fisioldgicos. Los GC se encuentran en muchos procesos fisiologicos como el metabolismo, el
equilibrio hidrico y electrolitico, el crecimiento, la funcién cardiovascular, estado de &nimo y
las funciones cognitivas, la reproduccion y desarrollo (Timmermans et. al., 2019), la regulacion
energética, la respuesta inmunitaria, la proliferacion y diferenciacion celular (McNamara et.
al., 2018).

Los GC poseen dos actividades principales en la transcripcion de los genes, éstas son: la via
directa o transactivacion y la via indirecta o transrepresion (Nicolaides et. al., 2020). En la
transactivacion hay un aumento en la expresion de proteinas antiinflamatorias como lo son, la
proteina quinasa fosfata-1 activada por mitégeno (MKP-1), la anexina 1 y la cremallera de
leucina inducida por glucocorticoides (GILZ), estas proteinas controlan la inflamacion y
bloquean la transcripcion de diferentes partes de los genes inflamatorios. Mientras que en la
transrepresion disminuye la producciéon de proteinas proinflamatorias como las citocinas:
factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina 2 (IL-2), interleucina 3 (IL-3) e interleucina 6
(IL-6); las quimiocinas (eotaxina), la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), las moléculas de
adhesion (molécula de adhesion intercelular 1) y la proteina inflamatoria de los macrofagos
(Ponticelli & Locatelli, 2018; Yang et. al., 2021b) (Figura 4).
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A nivel clinico/farmacolodgico, los genes regulados por la via de transactivacion estan asociados
al control de procesos metabdlicos de los GC. Se ha correlacionado la transactivacion a los

efectos adversos de los GC como: retraso del crecimiento, sindrome de Cushing, intolerancia
a la glucosa, diabetes mellitus manifiesta, obesidad central, osteoporosis y atrofia muscular.

Algunos de estos eventos estan sujetos a una regulacion compleja que involucra al menos o

parcialmente mecanismos de transactivacion (Ponticelli & Locatelli, 2018; Presman, 2019;
Nicolaides et. al., 2020). Por otro lado, los genes regulados por la via de transrepresion se

asocian a efectos antiinflamatorios e inmunosupresores (Presman, 2019). Generando efectos
terapéuticos beneficiosos como, la supresion de la inflamacion y la actividad inmune, y la
induccidn de la apoptosis de varias células/tejidos neoplasicos (Nicolaides et. al., 2020).
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Figura 4. Efecto genomico de los glucocorticoides
Los GC atraviesan la membrana citoplasmatica y se unen a su GR. La union GR/GC se

dimeriza y transloca al nicleo en donde se une a elementos de respuesta a GC especificos
(GRE) y a elementos de respuesta negativa a GC (nGRE) para llevar a cabo mecanismos de

transactivacion y transrepresion respectivamente. Creado en Biorender.

Las funciones principales de los GC consisten en modular el metabolismo de los carbohidratos,

proteinas y lipidos, y preservar las funciones cardiovascular, inmune, renal, muscular,
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endocrina y de sistema nervioso (Cruz, 2019). Los GC son indispensables en el mantenimiento
del estado de reposo ante las respuestas al estrés, también tienen propiedades antiinflamatorias
debido a su efecto inhibidor sobre NF-xB. Por consiguiente, se usan para tratar enfermedades
linfoproliferativas, alergias, (Nicolaides et. al., 2020), asma, suprimir la inflamacién crénica
en la artritis reumatoide (Afshari et. al., 2022), enfermedades inflamatorias agudas y cronicas,
trastornos autoinmunes y tumores malignos (Feger et. al., 2021; Nicolaides et. al., 2020). Para
que los GC ejerzan sus efectos fisioldgicos y terapéuticos, éstos deben de unirse al GR
(Timmermans et. al., 2019).

El GR es una proteina de la superfamilia de receptores nucleares (NRs), en los NRs también se
encuentrael ER, el PR, el receptor de andrégenos (AR) y receptor de mineralocorticoides (MR)
(Timmermans et. al., 2019). El nombre genérico del GR es “subfamilia de receptores nucleares
3 grupo C miembro 1: NR3CI”. El GR es una proteina modular, estd organizado en tres
dominios estructurales: un dominio N-terminal (NTD), un dominio central de union al ADN
(DBD), y la porcion C-terminal, llamada dominio de union al ligando (LBD) (Presman, 2019).
El GR humano consta de 777 residuos de aminoacidos, éste se expresa de manera ubicua en
casi todos los tejidos y érganos humanos, incluida las células madre neurales (Nicolaides et.
al., 2020). EI GR media diversas acciones de los GC como un factor de transcripcion
dependiente de ligando y en su forma inactiva se localiza principalmente en el citoplasma,
forma el complejo GR/proteina de choque térmico (HSP). Al unirse la hormona al GR
comienzan una serie de alteraciones conformacionales de este, que son seguidas por la
liberacion del GR del complejo GR/HSP y dan como resultado la formacion del complejo
GR/GC. Este complejo se dimeriza y se desplaza desde el citoplasma hasta el nucleo donde se
transloca. En el nacleo, el complejo GR/GC se une directamente a los elementos de GRE, en
las regiones promotoras y da como respuesta la regulacion positiva (GRE) o negativa (nGRE)
de la transcripcion de genes diana del GR al interactia fisicamente con otros factores de
transcripcion, como el NF-«xB y la proteina activadora 1 (AP-1) (Karra et. al., 2023; Nicolaides
et. al., 2020; Yao et. al., 2020).

El Gnico GC natural, es el cortisol. La industria farmacéutica ha desarrollado GC sintéticos en
base a la estructura de los GC enddgenos: cortisol e hidrocortisol. En estas modificaciones
estructurales, se reemplazaron las cadenas laterales, dando como resultado los GC sintéticos
como: prednisolona, metilprednisolona, triamcinolona, betametasona (Cruz, 2019),
fluticasona, budesonida y Dex. Estos GC sintéticos poseen caracteristicas optimizadas para su
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uso médico, son mejores activadores del receptor que el cortisol (4x-80x mas), también poseen
especificidad, los GC enddgenos activan tanto GR como MR en cambio los GC sintéticos

actlian (casi) exclusivamente sobre el GR (Timmermans et. al., 2019).

Papel de la Dexametasona en el cancer

La Dex se usa en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, para prevenir nauseas y
vomitos inducidos por la quimioterapia (Feger et. al., 2021), alivia los efectos secundarios de
la quimioterapia como: fatiga, pérdida de apetito, tos, hipodipsia e insomnio. También posee
un efecto antiinflamatorio en el edema asociado con metastasis craneales y espinales e inhibe

la proliferacion celular en neoplasias hematoldgicas malignas (Afshari et. al., 2022).

En oncologia, la Dex se ha considerado como quimiosensibilizador o agente antiproliferativo
en ciertos tipos de cancer. La Dex ayuda a combatir los tumores malignos y mejora la respuesta
a la terapia (Afshari et. al., 2022). En el tumor de prostata in vitro e in vivo, la Dex reprimio el
crecimiento, al disminuir la produccion de factores proinflamatorios: IL-6, interleucina 8 (IL-
8), NF-kB, proteina quinasa 1 y 2 reguladas por sefales extracelulares (ERK1/2), asi la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). NF-kB media el efecto
antiinflamatorio de la Dex, y es responsable de la activacion de factores proinflamatorios: TNF,
IL-1P e IL-6. Existen preocupaciones por el uso generalizado de GC durante el tratamiento del
cancer, hay estudios que indican la induccidn de resistencia a la quimioterapia, la promocion
de la metastasis del cancer y mayor riesgo de cancer de piel y linfoma no Hodgkin (Yao et. al.,
2020).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los GC son hormonas esteroideas sintetizadas principalmente en la corteza de la glandula
suprarrenal y se asocian a efectos adversos y a efectos antiinflamatorios e inmunosupresores:
generan efectos terapéuticos beneficiosos. Para que los GC ejerzan sus efectos fisioldgicos y
terapéuticos, éstos deben de unirse a su GR. La Dex es un glucocorticoide sintético, se usa para
aliviar los efectos eméticos producidos por la quimioterapia. La Dex regula la expresion génica
de moléculas criticas para la biosefializacion a través de la activacion de GR. En el CM, la Dex
media diferentes comportamientos del GR a través de la union al DNA a GRE que puede
resultar en una regulacion negativa de la transcripcion, denominados nGRE y en otros sitios
(McNamaraet. al., 2018). Se ha asociado a Dex con desarrollo de resistencia a la quimioterapia
y la estimulacion de la proliferacion celular en el CM y de pulmén, canceres uroldgicos, y
glioblastoma multiforme (GBM). Se propuso que la activacion mediada por GR de las vias de
sefializacion de proliferacion AKT, proteinas quinasas p38 activadas por mitdgenos (p38
MAPK) y glucégeno sintasa quinasa 3 beta (GSK-3B) es el mecanismo responsable de los
efectos proliferativos de Dex sobre las células tumorales. Asi demostraron el efecto
proliferativo de Dex en el carcinoma mamario y de pulmdn, el sarcoma de Ewing, el
rabdomiosarcoma y el GBM. Se ha demostrado que Dex induce la proliferacién y la invasion
de lineas celulares de cancer de colon metastasico mediante la estimulacion de GR y el aumento
de la expresion de la quinasa dependiente de ciclina 1 (CDKZ1). Ensayos clinicos han sugerido
que los GC aumentan el potencial metastasico y reducen la respuesta a la terapia en tumores
solidos. Se ha demostrado que Dex promueve la progresion del cancer de pancreas al potenciar
la TEM inducida por el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-f1). Por otra parte, se
ha informado que Dex inhibe la TEM inducida por TGF-B1, asi como la migracion de células
de cancer colorrectal humano (Afshari et. al., 2022). En el CM y cancer de vejiga, la Dex tiene
la capacidad de revertir la TEM, ésta es vital en la progresion del cancer y la metéstasis (Yao
et. al., 2020). En general, el uso de Dex tiene aspectos beneficiosos y peligrosos. Esto la ha
convertido en un “arma de doble filo” en el tratamiento del cancer. Es de vital importancia
investigar si Dex afecta la supervivencia general, de qué manera lo hace y cuales son sus efectos

directos contra las células tumorales.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudles son los efectos de Dex en células de glandula mamaria MCF 7?
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HIPOTESIS

Si en diversos tipos de cancer la dexametasona induce la TEM, entonces esperamos que este

glucocorticoide induzca TEM en células de cancer de mama MCF 7.

OBJETIVO GENERAL

e Determinar si Dex promueve la TEM en células de glandula mamaria MCF 7

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la TEM en células MCF 7, estimulando con Dex a diferentes
concentraciones mediante ensayos de viabilidad.

e Determinar si hay un cambio en la migracion de células MCF 7, estimulando con Dex
a diferentes concentraciones en diferentes lapsos: corto (1 h) y largo (5 dias), mediante
el ensayo de Cierre de Herida.

e Determinar la activacion mitocondrial de células MCF 7, estimulando con Dex
mediante la tincion fluorescente con MTDR.

e Determinar los niveles del marcador epitelial (E-cadherina) en células MCF 7,

estimulando con Dex a nivel proteina mediante WB.

MATERIALES Y METODOS

Materiales
Las células MCF 7 y MTDR se obtuvieron del Instituto Nacional de Medicina Gendémica
(INMEGEN). El medio de cultivo celular, el suero fetal bovino (SFB) y el fosfato de
dexametasona (C22H2sFNaOgP 7.7458 mM) (Marca del Ahorro, México), se obtuvieron del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

Cultivo celular
Las células MCF 7 se sembraron en medio RPMI-1640 sin rojo fenol (SIGMA, Aldrich, UK),
y se le adiciond anfotericina 1 mL/L, gentamicina 1 mL/L y antibacteria/antimicotico 5 mL/L.
Las soluciones que se emplearon para el cultivo celular se esterilizaron con membrana de
filtracion de 0.22 um (Millipore, Merck, USA). El medio de cultivo se suplementé al 5% (v/v)

con suero fetal bovino (HyClone, USA), que se inactivo (SFBi) a 56 °C durante 30 min con la
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finalidad de eliminar las proteinas del complemento. Las células se incubaron a 37 °C en una
atmosfera humidificada de 5% de CO2 y 100% de humedad relativa.

En los ensayos con células MCF 7 estimuladas con Dex se utiliz6 medio de cultivo libre de
estructuras esteroideas que pudieran competir contra Dex que se utilizO para estimular las
células MCF 7, por esta razon se usé medio de cultivo RPMI-1640 sin rojo de fenol, que se
suplemento con suero fetal bovino deslipidado (SFBd), al 2 %. Para el SFBd, en 500 mL de
H>0 estéril se agreg6 1.19 g HEPES (10 mM) o 1.3 g HEPES-Sal de Sodio, 4.39 g NaCl (150
mM) y 750 pL MgCl; (500 mM; final 0.750 mM) pH 7.4, después se agregd 12.5 g Carbon
activado (2.5%) y 0.125 g Dextran. En agitacion media toda la noche, en refrigeracion. Al dia
siguiente, se centrifugd a 2,000 rpm durante 10 min en frio. Al boton de carbon activado se le
agreg6 500 mL de SFBi, se resuspendié sin generar burbujas. Se dejé en agitacion media toda
la noche, en refrigeracion. Al dia siguiente, se centrifugd a 7,000 rpm durante 1 h en frio. Se

esterilizo el SFB-CarbonAct con membrana de filtracion de 0.22 pm.

Ensayo de viabilidad celular por tincion con Cristal Violeta
Durante el ensayo de cristal violeta se tifien las células adheridas a la caja, las cuales son
consideradas como células viables. Las células desprendidas y por lo tanto no tefiidas seran
consideradas como no viables. Las células se sembraron en placas de 48 pozos (Corning, USA),
a una densidad celular inicial de 30 x 102 células/pozo en 500 pL/pozo con medio de cultivo al
SFBIi 5%. A las 48 h se retird el medio de cultivo por aspiracién y se estimul6 a diferentes
concentraciones de Dex (0 pM, 0.1 uM, 1 puM, 10 pM, 100 uM y 1000 uM), en medio de
cultivo al SFBd 2%. Al terminar el tratamiento con la Dex, se retir6 el medio de cultivo por
aspiracion y se fijo con 200 puL/pozo de medio de fijacion (Glutaraldehido (SIGMA, USA) al
1.1% en medio de cultivo DMEM (GIBCO, USA), al 2 % de SFBI, durante 20 min y

posteriormente se fotografio las células, en un microscopio Eclipse, TS100 (Nikon, TMS).

La viabilidad de las ceélulas MCF 7 después de tratarlas con o sin Dex a diferentes
concentraciones, se midié con un ensayo de tincion con cristal violeta (0.1% de cristal violeta
en acido formico 200 mM pH 6, filtrado con papel Whatman 3M). Ya que las células se fijaron,
se lavaron a chorro de agua y se dejaron secar al aire libre. Las células adheridas y fijadas al
pozo se tifieron con 200 uL/pozo de cristal violeta durante 25 min. Posteriormente se lavaron
los pozos a chorro de agua indirecto para eliminar el exceso de cristal violeta y se dejaron secar
las células al aire libre. El cristal violeta de los pozos se extrajo con 500 uL/pozo de acido
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acetico al 10% (v/v). En placas de 96 pozos (Corning, USA) se colocd 150 pL de esta mezcla
y 50 pL de acido acético al 10% (1:3). La densidad dptica se leyé a 595 nm en un lector de

microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific).

Cierre de Herida
El Cierre de Herida se utiliz6 para investigar la cicatrizacion de heridas y los efectos de la
interaccion célula-matriz y célula-célula en la migracion celular, con este ensayo se midio la
velocidad a la que las células en una monocapa celular migran para llenar un espacio sin
células. Se tuvieron dos lapsos para el Cierre de Herida: corto (1 h) y largo (5 dias). En ambos
lapsos, las células se sembraron en cajas Petri 60, éstas tienen de medida 15 x 60 mm (P60)
(TrueLine, USA), a una densidad inicial de 85 x 10* células en 4 mL en medio de cultivo al
SFBIi 5%. En el lapso largo, se retird el medio de cultivo por aspiracion a las 48 h, se lavo dos
veces con PBS y posteriormente se estimuld a diferentes concentraciones de Dex (0 uM, 0.1
uM, 1 uM, 10 uM), en medio de cultivo al SFBd 2%. El tratamiento dur¢ 5 dias y cada 48 h se
reemplazé el estimulo. En el dia 5 las células alcanzaron el 80-90% de confluencia,
respectivamente se hizo una herida que permitio visualizar la migracion de las células MCF 7.
Las células se lavaron con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaH2PO4 4.3 mM, KH2PO4 1.4
mM, pH 7.2-7.4), posteriormente se hizo un raspado con una punta de micropipeta estéril de
200 pL. Se crearon heridas de aproximadamente 1 mm de ancho. Nuevamente se hicieron dos
lavados con PBS para eliminar restos celulares. Después se colocd el estimulo correspondiente
a cada P60 y se tomaron fotos a las O h, 24 h'y 48 h. En el lapso corto, se mantuvieron las
células con SFBd 2% y en el dia 5 se lavaron con PBS dos veces y posteriormente se
estimularon las células a diferentes concentraciones de Dex (0 uM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM)
durante 1 h. Después se retir0 el estimulo por aspiracion, de igual forma que en el estimulo
largo las células se lavaron con PBS, posteriormente se hizo una herida y nuevamente se
hicieron dos lavados con PBS. Se colocd SFBd 2 % y se tomaron fotos a las 0 h, 24 h'y 48 h.
En ambos lapsos (corto y largo), las células se fijaron con 2 mL de medio de fijacion durante
20 min. Por ultimo, las imagenes se analizaron con el programa ImageJ y se utilizo el plugin

wound healing size tool.
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Tincién de mitocondrias con MitoTracker Fluorescent Dye
La tincion con MTDR (Life Technologies, USA) es una tincion especifica que mide el PMM.
Las moléculas se difunden a través de la membrana plasmaética y se unen especificamente a los
lipidos de membrana de las mitocondrias funcionales. Las células se sembraron en
cubreobjetos, éstos tienen una medida aproximada de 1 cm de didmetro. Se colocaron tres
cubreobjetos dentro de una caja de 6 pozos (Corning, USA), éstas tienen de medida 85.4 x
127.6 x 20.2 mm. Se sembraron a una densidad inicial de 50 x 10* células por caja de 6 pozos,
en medio de cultivo al SFBi 5%. Al igual que con el cierre de herida, las células MCF 7 se
estimularon con Dex (0 uM y 10 uM) durante 5 dias, en medio de cultivo al SFBd 2% y cada
48 h se reemplazo el estimulo. En el dia 5 de tratamiento las células alcanzaron el 50-70% de
confluencia y se tifieron, para ello en una caja de 12 pozos se colocé 1 mL de PBS por pozo, y
se coloco un cubreobjetos. Se retird el PBS por aspiracion y se agregé 1 mL de la disolucion
con MTDR (2 nM MTDR /10 mL PBS). Se incubé a temperatura ambiente, durante 5 min y se
cubrio de la luz con papel aluminio. Ya que se fijaron se colocaron en portaobjetos para esto
se lavé con 1 mL de PBS dos veces y después se lavd con 1 mL de H20. En un portaobjetos se
coloco el cubreobjetos boca abajo, se observé en un microscopio de epifluorescencia y se
fotografio (Zeiss Axio Scope.Al). Por ultimo, las imagenes se analizaron con el programa

ImageJ.

Western Blot
El WB o inmunoblot permite reconocer anticuerpos por antigenos que se absorben en una
membrana. Se utilizd para detectar proteinas especificas en una muestra bioldgica. Se tuvieron
dos lapsos para WB: corto (1 h) y largo (5 dias). En ambos lapsos, las células se sembraron en
P60, a una densidad inicial de 75 x 10* células en 4 mL en medio de cultivo al SFBi 5%. En el
lapso largo, se retird el medio de cultivo por aspiracion a las 48 h y se estimulé a diferentes
concentraciones de Dex (0 uM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM), con medio de cultivo al SFBd 2%. El
tratamiento durd 5 dias y cada 48 h se reemplazo el estimulo. En el lapso corto, se mantuvieron
las células con SFBd 2% y en el dia 5 se estimularon las células a diferentes concentraciones
de Dex (0 uM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM) durante 1 h. En el dia 5 para ambos lapsos se realizo6 la
extraccion de proteinas totales a cada uno de los cultivos estimulados. Las células se lavaron
dos veces con PBS, después se lisaron en un amortiguador RIPA (Tris 50 mM, EDTA 5 mM,
NaCl 150 mM, Nonidet-40 al 0.5%, PMSF 1 mM, pH= 8,0). Se centrifug6 a 14,000 rpm
durante 12 min a 4 °C para eliminar los restos celulares. La concentracion de proteina en el

lisado celular total se midié con el ensayo de Bradford mediante una curva patrén de albimina
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sérica bovina (ASB) como estandar. Las muestras de proteina se diluyeron con un amortiguador
de carga Laemmli 5X (Tris-HCI 125 mM, pH 6.8, SDS 1% v/w, glicerol 10% v/v, azul de
bromofenol 0.1% w/v, B-mercaptoetanol 2% v/v). Para la inmunotransferencia se cargdé una
cantidad igual de proteina (30 pg) en un gel SDS-PAGE al 7.5 % de acrilamida y se transfirié
a la membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Las membranas se bloguearon con leche
descremada 5 % con un buffer de solucion salina con Tris (TBS) y 0,1% de Tween-20 (TBS-
T) a temperatura ambiente durante 1 h, se incubaron durante la noche a 4 °C con el anticuerpo
primario anti-E-cadherina (1:250 diluido, 135 kDa) y Actina (1:10,000 diluido, 42 kDa).
Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces con TBS-T durante 10 min cada unay se
incubaron con el anticuerpo secundario IgG anti-raton (1:10,000 diluido), durante 45-60 min a
temperatura ambiente. Las proteinas de interés se visualizaron por quimioluminiscencia con el

Equipo Fusion Fx y las muestras se normalizaron.

Andlisis Estadistico
Cada experimento se realizé por triplicado. Los datos se presentaron como la media + error
estandar de la media (SEM). Los datos se analizaron mediante T-Student, ANOVA de una via

y ANOVA de dos vias; un nivel de p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Viabilidad de las células MCF 7 estimuladas con Dex a diferentes concentraciones
Las células MCF 7 se estimularon con Dex a diferentes concentraciones (0 pM, 0.1 pM, 1 uM,
10 uM, 100 uM y 1000 uM), se realizo la medicion de la viabilidad celular con el proposito de
comprobar el efecto de Dex. Las células estimuladas con Dex (0.1 uM, 1 uM, 10 uM y 100
uM) en el Sto dia mostraron cambios morfoldgicos como la formacion de células alargadas con
forma espiculada, separadas y de mayor tamafio (Figura 5, flecha amarilla) en comparacion al
control que mostro células estrechamente unidas con una morfologia epitelial (Figura 5, flecha
roja). Ademas de que hubo un mayor numero de células refringentes en las células estimuladas
con Dex (Figura 5, flecha verde), al compararlas con las células no tratadas (Figura 5, flecha

azul).

Figura 5. Morfologia de las células MCF 7 estimuladas con Dex
Iméagenes representativas de una serie de 35 iméagenes. Las células MCF 7 estimuladas con la
Dex mostraron un cambio en la morfologia. El control tiene una morfologia epitelial, mientras

que 10 uM Dex tiene una morfologia espiculada. Las fotografias se tomaron a 20X.

Las células MCF 7 con estimulo de 0.1 uM, 1 uM, 10 uM presentaron una disminucion en la
viabilidad en el 5to dia en comparacion al control que mostré una viabilidad uniforme a lo
largo de los dias. Por otra parte, a una concentracion de 100 uM Dex la viabilidad de las células
se mantuvieron en un 100 % a lo largo del tratamiento, ademas se observaron citoesqueletos y
detritus (***p<0.001). Mientras que, a una concentracion de 1000 uM Dex solo se observo
citoesqueletos y detritus. Se determiné nula viabilidad al tefiir con cristal violeta
(****p<0.0001) (Figura 6).
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Viabilidad en células MCF 7 tratadas con Dex
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Figura 6. Impacto de Dex en la viabilidad en células MCF 7

Las células MCF 7 se estimularon con diferentes concentraciones de Dex durante 6 dias. En la
grafica se muestra el porcentaje de viabilidad de las células MCF 7. En el 5to dia se observé
una disminucion en la viabilidad, en las concentraciones 0.1 uM, 1 uM, 10 uM y 100 uM Dex.
Los graficos representan la media + SEM. Se realizd6 un ANOVA de una via: ***p<0.001,

****p<0.0001.

Migracion de células MCF 7 estimuladas con Dex a diferentes lapsos
Después de comprobar que las células MCF 7 estimuladas con Dex (0.1 uM, 1 uM y 10 uM)
mostraron cambios morfoldgicos y una disminucién en la viabilidad celular en el 5to dia, se
realizaron ensayos de Cierre de Herida. Se hizo un raspado en la superficie celular y se tomaron
fotografias bajo el microscopio a las 0 h, 24 h'y 48 h con el proposito de medir la migracion de
las células MCF 7. En un lapso corto (1 h) a concentraciones bajas, Dex (0.1 uM y 1 uM)
promovié la migracion celular y las células mostraron una migracion colectiva en comparacion

al control que no mostré cambios significativos en el cierre de la herida (Figura 7).
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Figura 7. Células MCF 7 estimuladas con Dex durante un lapso corto (1 h).

Ensayo de Cierre de Herida, las células MCF 7 estimuladas con Dex (0.1 uM, 1 uM) migraron
en el transcurso de 48 h. El Cierre de Herida se midi6 utilizando el Software ImageJ, utilizando
el plugin wound healing size tool.

En el lapso corto a las 24 h, a concentracion 0.1 pM Dex hubo un Cierre de Herida del 16%
(****p<0.0001), mientras que 1 pM Dex tuvo un Cierre de Herida del 25 % (****p<0.0001)
y 10 uM tuvo un Cierre de Herida del 4% en comparacion al control que tuvo un Cierre de
Herida del 2%. A las 48 h, a concentracion 0.1 uM Dex hubo un Cierre de Herida del 36 %
(****p<0.0001), 1 uM Dex tuvo un Cierre de Herida de 45 % (****p<0.0001) y 10 uM Dex
tuvo un Cierre de Herida del 15 % (***p<0.001) en cambio el control tuvo el 6 % de Cierre de
Herida (Figura 8).
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Cierre de Herida en células MCF 7 tratadas con Dex en un lapso corto
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Figura 8. Impacto de Dex en el Cierre de Herida en células MCF 7 en un lapso corto

Las células MCF 7 se estimularon por 1 h con Dex a diferentes concentraciones. La grafica

representa la significancia con respecto al control del porcentaje de Cierre de Herida. Los

graficos representan la media
***p<0.001, ****p<0.0001.

SEM. Se realiz6 un ANOVA de dos vias: **p<0.01,

Las células que se estimularon con 10 uM Dex durante un lapso largo (5 dias), mostraron una

mayor capacidad de migracion. Después de 48 h el ancho de la herida disminuyd en

comparacion con el control (Figura 9).

Control

Oh

Figura 9. Células MCF 7 estimuladas con Dex durante un lapso largo (5 dias).
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Ensayo de Cierre de Herida, las células MCF 7 estimuladas con 10 uM Dex tuvieron una mayor
capacidad de migracidon en comparacion con el control. El Cierre de Herida se midio utilizando

el Software ImageJ, utilizando el plugin wound healing size tool.

En el lapso largo a las 24 h, a concentracion 0.1 uM Dex hubo un Cierre de Herida del 22 %
(*p<0.05), mientras que 1 uM Dex tuvo un Cierre de Herida del 35 % (****p<0.0001) y 10
uM Dex tuvo un Cierre de Herida del 37 % (****p<0.0001); a comparacion del control que
tuvo un Cierre de Herida del 12 % (****p<0.0001). A las 48 h, a concentracién 0.1 pM Dex
hubo un Cierre de Herida del 31 % (**p<0.01), 1 uM tuvo un Cierre de Herida del 39 %
(****p<0.0001), 10 uM tuvo un Cierre de Herida del 81 % (****p<0.0001) en comparacion al

control que tuvo un Cierre de Herida del 19 % (Figura 10).

Cierre de Herida en células MCF 7 tratadas con Dex en un lapso largo
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Figura 10. Impacto de Dex en el Cierre de Herida en células MCF 7 en un lapso largo
Las células MCF 7 se estimularon durante 5 dias con Dex a diferentes concentraciones. En la
grafica se observa la significancia respecto al control. Los graficos representan la media *
SEM. Se realiz6 un ANOVA de dos vias: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Fluorescencia de células MCF 7 estimuladas con 10 uM Dex con estimulo largo
El Cierre de Herida prob6 que las células MCF 7 tienen una mayor migracién con
concentracion 10 uM Dex durante un lapso largo, por lo cual se decidié determinar si ademas

Dex promueve cambios en la dindmica mitocondrial bajo estas mismas condiciones. Para ello
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se midi6 el PMM utilizando la tincién con MTDR. Las células MCF 7 a concentracion 10 uM
Dex tuvieron una mayor fluorescencia en comparacion al control. Las mitocondrias pueden

estar localizadas cerca de la membrana externa y otras en el citoplasma (Figura 11).

Control 10 uM Dex

Figura 11. Fluorescencia de las mitocondrias en células MCF 7 estimuladas con Dex
Las células MCF 7 se estimularon con 10 uM Dex durante 5 dias. La imagen muestra una
mayor fluorescencia de las mitocondrias al ser estimuladas con 10 uM Dex durante 5 dias, en

comparacion con el control.

De acuerdo con nuestros resultados obtenidos durante el efecto de Dex en las mitocondrias en
el que observamos que hubo un aumento en el PMM, sugerimos que esto puede promover la

fusion mitocondrial (Figura 12).

Membrana celular Hox

Dex

Citoplasma
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Figura 12. Efecto mitocondrial de células MCF 7 estimuladas con Dex
La Dex entra al citoplasma y se une a GR formando el ligando GR/Dex, su translocacion a la
mitocondria promueve cambios que pueden llevar a cabo la fusion mitocondrial y que se refleja

en un aumento del PMM. Creado en Biorender.

Las células MCF 7 que se estimularon con 10 uM Dex durante 5 dias tuvieron una fluorescencia

del 351 % (****p<0.0001) a comparacion del control que tuvieron un 43 % (Figura 13).

Fluorescencia en céelulas MCF 7 tratadas con Dex
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Figura 13. Impacto de Dex en la fluorescencia de las mitocondrias en células MCF 7

Las células MCF 7 se estimularon con diferentes concentraciones de Dex durante 5 dias. Al
5to dia se realizé una tincion con MTDR. En la grafica se muestra el porcentaje de
fluorescencia en las mitocondrias de las células MCF 7. Las células estimuladas con 10 uM
Dex presentaron una mayor fluorescencia en comparacion del control. Los graficos representan
la media £ SEM. Se realiz6 T-Student: ****p<0.0001.

Western Blot en células MCF 7
Se realiz6 un WB con el proposito de analizar si la E-cadherina, proteina responsable de la
TEM esté presente en células MCF 7 estimuladas con Dex a diferentes concentraciones en dos
lapsos (corto y largo). En ambos lapsos hubo presencia del precursor de E-cadherina (135 kDa).
En el lapso corto hubo presencia de E-cadherina madura (120/80 kDa) tanto en el control como

en las diferentes concentraciones de Dex (0.1 uM, 1 uM y 10 uM). Mientras que en el lapso
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largo se observo solo la presencia de E-cadherina madura en el control respecto a las diferentes
concentraciones de Dex (0.1 uM, 1 uM y 10 uM) (Figura 14).

Lapso corto Lapso largo
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Figura 14. Western Blot en células MCF 7 estimuladas con Dex a diferentes estimulos

Se realiz6 un Inmunoensayo en células MCF 7, se estimularon durante 1 h (corto) y 5 dias
(largo) con Dex a diferentes concentraciones. Se ilustré la presencia del precursor de E-
cadherina (135 kDa) en ambos lapsos. En el lapso corto hubo presencia de E-cadherina madura

(120/80 kDa) mientras que en el lapso largo solo se observé en el control.

El corrimiento electroforético de las muestras se normalizo con respecto al cargado de actina.
En el lapso corto hubo una mayor expresion de E-cadherina en 0.1 uM, 1 uM y 10 uM Dex,
mientras que en el lapso largo hubo una disminucion en la expresion de E-cadherina en 0.1
uM, 1 uM y 10 uM (Figura 15).
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Western Blot en células MCF 7 tratadas con Dex
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Figura 15. Andlisis por Western Blot de células MCF 7 estimuladas con Dex

Se realiz6 un Inmunoensayo en células MCF 7, se estimularon durante 1 h (corto) y 5 dias
(largo) con Dex a diferentes concentraciones. Se ilustrd la densitometria de las bandas para E-
cadherina normalizadas con su cargado de Actina. Se observo que en el lapso corto hubo un
aumento en la expresién de E-cadherina en comparacion con el lapso largo donde hubo una

disminucién de E-cadherina.
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DISCUSION

Las células MCF 7 estimuladas con Dex mostraron un cambio en su morfologia en el 5to dia
(Figura 5), esto puede deberse a la TEM. En la TEM las células epiteliales pierden la polaridad
apical-basal y cambian su fenotipo epitelial a mesenquimal, adquiriendo una forma alargada
parecida a la de los fibroblastos. Este proceso se caracteriza por la pérdida de uniones
intercelulares, desestabilizando la arquitectura epitelial. De esta manera, la E-cadherina se
libera de la membrana epitelial y es degradada. La E-cadherina puede ser reemplazada por N-
cadherina, ésta ultima junto con las integrinas provee a las células de uniones transitorias
conduciéndolas al fenotipo mesenquimal. Las células obtienen la capacidad de invasion y
migracion a través de la ECM a 6rganos distantes donde hacen metastasis (Benedetti & Reyes,
2015; Voutsadakis, 2016). Jang et. al., 2013 mostraron que en células mesoteliales peritoneales
humanas (HPMC), la Dex provoca cambios en la morfologia, la migracion celular y la
expresion de marcadores de células epiteliales y mesenquimales [E-cadherina, Zonula
occludens-1 (ZO-1) y alfa actina del mutsculo liso (a-SMA)]. En ese mismo contexto, Okuda
et. al., 2022 mencionan que la TEM no es un proceso binario, mas bien tiene un estado
intermedio donde las células expresan marcadores epiteliales y mesenquimales. Al estado
intermedio se le conoce como TEMp, mientras que la TEM es un estado mesenquimatoso puro
y se le conoce como TEM completa (TEMc). Probaron que la exposicion prolongada a Dex es
capaz de revertir el perfil TEMc que tiene una morfologia mesenquimatosa a TEMp donde la
morfologia cambia a un fenotipo epitelial, en la linea celular de carcinoma oral de células

escamosas (OM-1).

Las células MCF 7 estimuladas con 0.1 pM, 1 uM y 10 uM de Dex mostraron una viabilidad
constante con una disminucion en el 5to dia esto puede deberse a la TEM ya que en ella hay
cambios en las moléculas de adhesion como la E-cadherina. Mientras que las células
estimuladas con 100 pM mostraron una viabilidad casi nula y las estimuladas con 1000 uM
Dex no mostraron viabilidad (Figura 6). Mohammadi et. al., 2022 probaron que a
concentraciones de 23.04 uM, 32.09 uM y 39.24 uM la Dex disminuye significativamente la
viabilidad celular de manera dependiente de la dosis y el tiempo de tratamiento, en la linea
celular de CM T47D. Durante el tratamiento de 6 dias con Dex se observo un mayor nimero
de células refringentes sin embargo esto no fue significativo con respecto a las células control
(Figura 5). Hay estudios que asocian a la Dex con la proliferacion tumoral y la metastasis en
células cancerosas al bloguear la apoptosis y la inmunovigilancia antitumoral (Crozier et. al.,
2022; Hanet. al., 2016; Kim et. al., 2015; Zheng et. al. 2012). La Dex induce inmunosupresion
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generalizada y se asocia con la supresion de linfocitos y la disminucion de linfocinas (Zhang
et. al.,, 2021b). Mendonca-Gomes et. al., 2021 realizaron experimentos en pez cebra
trasplantados con células MGSO-3, linea celular de tumor de mama humano. Expusieron al
pez cebra al tratamiento durante 48 h (corto) y 21 dias (largo) con 10 mg/L de Dex.
Concluyeron que la exposicion prolongada a la Dex disminuye el nimero de linfocitos y
aumenta la proliferacion tumoral, mientras que la exposicion corta a Dex genera una regresion
de los tumores después de 14 dias. Inversamente se asocia a los GC con efectos
antiproliferativos al inducir apoptosis y detener el ciclo celular en: linfomas, osteosarcomas,
carcinoma cervical y carcinoma medular de tiroides (Kadmiel & Cidlowski, 2013; Zheng et.
al. 2012). Melnik et. al., 2020 demostraron que la Dex suprime la formacién de esferoides de
células de céancer folicular de tiroides (FTC-133) cultivadas en una maquina de
posicionamiento aleatorio (RPM) de manera dependiente de la dosis. Asi mismo, Cai et. al.,
2019 observaron que al administrar 0.2 mg/kg de Dex durante 21 dias en el epitelio del colon
de cabras hay una disminucion de la proliferacion epitelial debido a la disminucion en la
expresion de antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y ciclina D2. Estas diferentes
respuestas que da la Dex se debe a la especificidad del tipo de célula de la sefializacion del GC
e influye en la expresién diferencial de los coactivadores y correpresores del GR (Kadmiel et.
al., 2016; Kim et. al., 2015). Por esta razon, hay una necesidad de comprender el papel de la

Dex de manera especifica de acuerdo con el estimulo en cada linea celular o tejido.

La TEM se caracteriza por la pérdida de adhesion célula-célula, cambios en el metabolismo
celular, aumento de la migracion celular colectiva y la metastasis (Costa et. al., 2020; Melnik
et. al., 2020; Valaee et. al., 2017; Zhang et. al., 2016). Nuestros resultados del Cierre de Herida
mostraron que las células estimuladas con Dex propiciaron una posible migracion colectiva
durante la TEM (Figura 7 y 9). La migracion colectiva facilita el movimiento masivo de las
células y esta relacionada con el desarrollo, la cicatrizacion de heridas y la regeneracion de
tejidos. En canceres epiteliales se considera como un proceso generalizado durante la
metéastasis (Schumacher, 2019; Trepat et. al., 2012). La migracion colectiva es el movimiento
coordinado de un grupo de células que siguen (células seguidoras), a lo que se conoce como
“célula lider”. Afectan el comportamiento de unas a otras, a través de conexiones célula-célula
estables o transitorias. La migracion de la célula lider se asemeja a la migracion individual, la
célula lider despeja el camino para migrar, al interactuar y responder directamente a las
densidades de matriz. Mientras que las células seguidoras son insensibles a estas sefiales. El

frente invasivo de la migracion colectiva es dinamico, como resultado la célula lider mantiene
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costos metabdlicos mas altos. Esto se debe a su necesidad de energia para remodelar la ECM a
través de una alta contractilidad. La célula lider regula positivamente y localiza a: Rac activo,
integrina f1 y PI3K en el borde anterior de la célula, de esta manera crea un circuito de
retroalimentacion entre Rac y PI3K para posteriormente impulsar la invasion. La posicién de
la célula lider cambia cuando ésta agota sus reservas de energia, entonces una célula seguidora
toma su lugar y la célula lider es desplazada (Scarpa & Mayor, 2016; Trepat et. al., 2012;
Zanotelli et. al., 2021). Ludnd et. al., 2021 observaron que al tratar con tamoxifeno (2 mg/100
uL etanol al 10 % en aceite de semilla de girasol) al modelo de raton MMTV-PyMT de CM
metastasico, las células migratorias mantienen sus contactos célula-célula con células
formadoras de colonias. Esto indica que las células que tienen una TEMp podrian migrar
colectivamente dentro del tumor primario al cambiar dindmicamente su fenotipo,
contribuyendo a la metéstasis pulmonar y a la quimiorresistencia, mientras que las células que
tienen una TEMc en su mayoria son estaticas, se localizan en los capilares y no logran hacer
metéastasis en los pulmones. En la TEMp, las células de carcinoma logran metastatizar de
manera mas eficiente en comparacién con las células que tienen un fenotipo completamente
epitelial o0 mesenquimatoso (Dayoub et. al., 2022). Como ya hemos mencionado la TEM se
caracterizo por la pérdida de moléculas de adhesion lo cual llevo a la célula a migrar para
después hacer metéastasis. Este aumento en la migracion (81 %) lo observamos al estimular con

10 uM de Dex durante un lapso largo con respecto a su control (19 %) (Figura 10).

El Cierre de Herida es un proceso dindmico y complejo que responde al dafio tisular a través
de eventos moleculares y celulares, implica la migracién y proliferacion de queratinocitos
(Feng et. al., 2022). Estudios previos mencionan que Dex promueve la migracion celular
(Mohammadi et. al., 2022; Perez-Kerkvliet et. al., 2020). Nuestros resultados del Cierre de
Herida mostraron que el estimulo de las células MCF 7 con 0.1 uM y 1 uM de Dex propiciod
una menor migracion (por debajo del 45 %) durante el lapso corto y largo, mientras que las
células estimuladas con 10 uM Dex durante el lapso largo tuvieron una mayor migracion (casi
el doble 81%) (Figura 8 y 10). La activacion del GR por la Dex promueve la migracion de
células tumorales y la metastasis in vitro e in vivo (Dwyer et. al., 2023). GR se expresa de
forma ubicua al actuar como un factor de transcripcién activado por ligando intracelular. Al
unirse los GC, se hiperfosforilan los GR y se transloca al ndcleo. En el nucleo, el GR se une a
sus GRE en el ADN directamente y regula la transcripcion de los genes diana (Yang & Yu,
2021a). Se ha identificado al piruvato deshidrogenasa quinasa 4 (PDK4) como un gen sensible
a GR que se induce por el ligando al anticuerpo anti-fosfo-BAD (pSER134). La regulacion por
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PDK4 contribuye directamente a la migracion de TNBC, se promueve la migracion y la
metéastasis del CM a través de un circuito de retroalimentacion positiva el cual es via pSer134-
GR/HIF-1a/PDK4 (Dwyer et. al., 2023). Zhang et. al., 2021a trataron con Dex (3 mg/kg) a
ratones inmunodeficientes y observaron que Dex podria promover la migracion de células de
CM (4T1) a traveés de la sefializacion quinasa 1 regulada por suero/glucocorticoides y el factor
de crecimiento del tejido conectivo (SGK1-CTGF). En ensayos Transwell observaron que las
células 4T1 al tratarlas con Dex durante 48 h muestran una mayor capacidad de migracion.
Crozier et. al., 2022 mostraron que al administrar Dex durante 24 h hay un aumento en el
numero de células, en la invasividad y la capacidad de migracion, ademas de que disminuye la
capacidad apoptotica en lineas de CM con ER. Mencionan que hay una posibilidad de que las
células tratadas con Dex estén “preparadas” para una mayor proliferacion o supervivencia y
que Dex no confiere ninguna ventaja en el nimero de células antes de la migracion o invasion.
Esto lo demuestran al tratar las células con Dex durante 24 h méas. No obstante, hay estudios
gue mencionan que Dex regula a la baja la migracion y la invasion de las células cancerosas
(Han et. al., 2016; Mohammadi et. al., 2022; Zhang et. al., 2021). Guo et. al., 2018 observaron
que en la linea celular de cancer de préstata (PC3) al tratarlas con 100 uM Dex durante 24 o 48
h, se inhibe la migracion celular en células cancerosas AR- y disminuye la expresion de
Vimentina en comparacion con células PC3-AR9 que no presentan una alteracion. Mencionan
que Dex puede estar relacionada con la TEM, y AR puede alterar el efecto de la Dex. De manera
similar, Zhang et. al., 2020 realizaron ensayos de Cierre de Herida en células de cancer de
pulmon no pequenas (H1975 y H358), las células son tratadas con 20 uM Dex durante 12 h. El
tratamiento cooperativo de Dex y lenvatinib, suprime significativamente la migracién de las
células H1975 y H358 inducida por TGF-B1. Concluyeron que Dex inhibe la fosforilacion
AKT/ERK mientras que el antagonismo de lenvatinib se une a VEGF, en consecuencia, se
limita la migracién y la invasion de las células cancerosas. Nuestros resultados mostraron que
las células MCF 7 estimuladas con 0.1 y 1 uM de Dex durante un lapso corto presentaron una
baja migracion. Estas mismas a su vez también tuvieron una migracion baja en el lapso largo.
Esto sugiere que la Dex promueve la migracion en la primera hora de tratamiento y su efecto
en la migracion se conserva en el tratamiento de 5 dias. Por otro lado, las células estimuladas
con 10 uM Dex durante el lapso largo mostraron un aumento en la migracion del 81%, lo que

sugiere que las células MCF 7 requieren de un lapso y dosis mayores para migrar.

La administracién de dosis 6ptimas de GC durante la quimioterapia es vital para mantener la
homeostasis y evitar la inmunosupresion perjudicial. La Dex pertenece a los GC de accion
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prolongada, tiene una vida media biologica de 36 a 54 h. La degradacion de esteroide
probablemente se relaciona con la duracion de la actividad y la estabilidad metabdlica en el
sitio receptor (Ryu et. al., 2021; Yang & Yu, 2021). El uso prolongado de GC en dosis altas da
como resultados eventos adversos como: osteoporosis, hiperglucemia, resistencia a la insulina,
hipertensién, atrofia muscular, infeccién grave, sindrome de Cushing, Ulceras pépticas,
trastornos neuropsiquiatricos supresion suprarrenal y dislipidemia. Las dosis altas de GC
causan inmunosupresion y aumentan el riesgo de infeccion mortal (Dwyer et. al., 2023;
Luvanda et. al., 2021; Yang & Yu, 2021). La administracion de Dex en dosis altas y/o cronicas
puede ser toxica, ademas de que se correlaciona con una menor supervivencia (Battaglia et. al.,
2021). Es de vital importancia determinar las dosis 6ptimas de GC ya que las diferentes dosis

provocan efectos opuestos en la progresion del cancer.

La tincion con MTDR permite visualizar las mitocondrias vivas y cuantificar el PMM (Allauca
et. al., 2019; Sargiacomo et. al., 2021). La disminucion en la intensidad de la fluorescencia
indica que el PMM esta reducido (Tanabe et. al., 2015). Las mitocondrias funcionales y
saludables tienen niveles de PMM y ATP estables, que son indispensables para el
funcionamiento y la supervivencia de las células (Fang et. al., 2022; Kim et. al., 2023; Zorova
et. al., 2018). Las mitocondrias de células cancerosas “energizadas” tienen un PMM mas alto,
es aproximadamente ~ 60 mV mas negativo que las células normales. Debido a esto, las
mitocondrias producen mas ATP y forman parte importante en la metastasis (Sargiacomo et.
al., 2021). Las mitocondrias con un PMM alto tienen una mayor probabilidad de entrar al
proceso de fusién en comparacién con las mitocondrias que tienen un PMM bajo. Mientras
que, en la fision, se genera un grupo diferente y estd compuesto por las mitocondrias hijas
despolarizadas con PMM bajo. Las células cancerosas migran de la forma mas rentable,
utilizando solo la minima energia. EI metabolismo de las células cancerosas se altera, y da
como resultado una mayor captacién de glucosa. Se ha observado que las células cancerosas
epiteliales tienen un PMM alto y se asocia con un desarrollo metastasico, sin embargo, no esta
claro si el PMM alto se relaciona con el “fenotipo Warburg”. Por otro lado, es posible que el
PMM alto de las células cancerosas se deba a mutaciones genéticas que afectan la actividad
mitocondrial (Begum & Shen, 2023; Obaidi et. al., 2022; Zanotelli et. al., 2021). Estudios
mencionan que los GC suprimen la via glucolitica y aumentan la bioenergética mitocondrial,
en estas condiciones las células de leucemia linfoblastica aguda (ALL) activan la autofagia
para superar la falta de energia y posiblemente al ser expuestas a GC activan OXPHQOS, de esta
manera adquieren energia de supervivencia. Las células de linfoblastos T humanos (CCRF-
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CEM) que tienen un crecimiento reducido en presencia de Dex y una mayor citotoxicidad
mediada por etoposido en presencia de Dex y etopdsido, se le denomin6 CEM-ADD (ADD
denota un efecto “aditivo” del etopdsido). La exposicion de Dex en células CEM-ADD
aumentan el PMM, impulsa la autofagia y activa OXPHOS mitocondrial (Aoki et. al., 2017).
Bobba-Alvez et. al., 2023 encontraron que la exposicion cronica de Dex a fibroblastos
primarios de tres donantes sanos aumenta el gasto de energia celular e induce un cambio
metabolico significativo, hacia OXPHOS mitocondrial como la principal fuente de ATP. Al
inhibir OXPHOS con oligomicina, las células aumentan su actividad glucolitica y de esta
manera se compensa la falta de ATP/OXPHOS vy satisface las demandas energéticas celulares
totales. En consecuencia, la Dex propicia el cambio metabolico hacia OXPHQOS a través de una
regulacion positiva del sistema OXPHOS. Es posible que el aumento de la capacidad de
OXPHOS se deba a una mayor eficiencia respiratoria mitocondrial o por el contenido
mitocondrial. Karra et. al., 2023 observaron en un modelo de ratén con xenoinjerto de células
de hepatocarcinoma que sobreexpresa GR, un mayor crecimiento tumoral asociado al receptor
de glucocorticoides mitocondrial (mtGR), una disminucion de la biosintesis de OXPHOS y de
la actividad del piruvato deshidrogenasa (PDH), alteraciones en el metabolismo de la glucosa
y en el ciclo de Krebs. Nuestros resultados mostraron que la tincion con MTDR en células
MCF 7 estimuladas con 10 uM Dex durante 5 dias, mostraron un aumento en el PMM (Figura
13). Este aumento podria relacionarse con la fusion mitocondrial. Respectivamente, la Dex
puede alterar el metabolismo de las células, pasando de la glucdlisis a OXPHOS. Se ha
planteado que el metabolismo alterado de las células cancerosas es un mecanismo clave para
responder a las necesidades energéticas fluctuantes cuando transitan en microambientes con

sefiales variables durante la cascada de invasion-metéstasis (Zanotelli et. al., 2021).

Actualmente se considera a la TEM como un proceso no binario, mas bien como una transicién
fluida (Aban et. al., 2021). En combinacion de factores intrinsecos y/o extrinsecos, las células
forman subpoblaciones con estados intermedios como: epiteliales y mesenquimales. En células
de carcinoma, la TEMp adquiere rasgos mesenquimales mientras mantiene marcadores
epiteliales. Las células que tienen el fenotipo hibrido epitelial/mesengquimatoso (E/M)
mantienen la expresion de E-cadherina, Citoqueratina o molécula de adhesion de células
epiteliales (EpCAM). Al mismo tiempo, induce marcadores mesenquimales como Vimentina
0 N-cadherina (Rubtsova et. al., 2021). Estudios recientes han demostrado que la E-cadherina
puede promover la migracion celular, la invasion e incluso la progresion tumoral,

principalmente en canceres en etapa avanzada. Las cadherinas se unen a proteinas cateninas y
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se conocen tres subtipos: a-cateninas, 3-cateninas y cateninas de la familia p120ctn. La union
de catenina a la cadherina es crucial en la funcién de la cadherina y es fundamental para el
mantenimiento de la integridad epitelial. La cola citoplasmatica de la E-cadherina se une a p-
catenina, esta tltima se conecta con a-catenina y forman el complejo cadherina-catenina, este
complejo se encuentra en la membrana plasmatica. La expresion de E-cadherina promueve la
translocacion extranuclear de B-catenina y suprime la via Wnt. Mientras que la expresion a la
baja de E-cadherina se ve afectada por la fosforilacion de B-catenina que es inducida por el
GSK-3B, asi como por las caseinas quinasas | y Il, que conducen a la ubiquitinacién y
degradacion en el proteosoma 26S. En consecuencia, la B-catenina esta libre y se acumula en
el citoplasma como un complejo proteico compuesto por axina, poliposis adenomatosa coli
(APC) y GSK-3p. Posteriormente -catenina se transloca al ndcleo donde regula la expresion
de multiples genes diana, incluida la vimentina (Loh et. al., 2019; Kaszak et. al., 2020; Navas
et. al., 2020). La E-cadherina tiene dos formas: E-cadherina unida a la membrana y E-cadherina
soluble (80 kDa). En un inicio, la E-cadherina se sintetiza como un polipéptido precursor de
135 kDa 'y después se procesa hasta obtener un polipéptido maduro de 120 kDa. En pacientes
con cancer de ovario se ha observado que el aumento de la expresion de E-cadherina soluble
genera la liberacion de ésta, en forma de exosomas y promueve la angiogénesis tumoral
mediante la activacion de la sefializacién de B-catenina y NF-xB (Geng et. al., 2012; Lin et.
al., 2008; Loh et. al., 2019). La E-cadherina se expresa de manera reducida en el carcinoma
géstrico difuso, el CM lobulillar invasivo, el carcinoma urotelial plasmocitoide y neoplasia
pseudopapilar del pancreas. De hecho, la baja expresion de E-cadherina se asocia con un mal
prondstico tumoral hasta cierto punto. En el CM, cancer colorrectal y en la mayoria de las
lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancreatico humano, se ha visto que en la TEMp no
se suprime la transcripcion de E-cadherina mas bien se induce la reubicacion de ésta, desde la
membrana hacia las vesiculas de reciclaje tardio Rab11+ (Liliac et. al., 2022). Por otro lado, se
ha visto que pacientes con cancer de préstata, cancer de ovario y glioblastoma, tienen una
mayor expresion de E-cadherina. Lo que sugiere que la E-cadherina promueve la metéstasis en
ciertos tumores y no suprime la progresion del tumor (Loh et. al., 2019). También se han
detectado niveles mas altos de E-cadherina en metéstasis en comparacion con el tumor
primario, en estudios inmunohistoquimicos de CM invasivo (Rubtsova et. al., 2021). La
coexistencia de Slug y E-cadherina, contribuye potencialmente a la progresion del cancer a
través de la migracion/difusion colectiva. Respectivamente, la E-cadherina se puede reducir,
pero no eliminarse (Sterneck et. al., 2020). Esto implica que la diseminacion de células
cancerosas puede no requerir TEMc mas bien transiciones fluidas entre los fenotipos E/M lo
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que resulta en una TEMp. En consecuencia, la expresion de E-cadherina puede contribuir a la
migracion celular colectiva, a la supervivencia de las células cancerosas en condiciones de
hipoxia, el establecimiento de metéstasis y la resistencia a la quimioterapia (Balamurugan et.
al, 2023). Nuestros resultados del WB mostraron que las células MCF 7 al estimularlas con 0.1
uM, 1 uM y 10 uM Dex en un lapso largo, se redujo la expresion del precursor de E-cadherina
(135 kDa) (Figura 15), ademas de que hubo una nula expresion de E-cadherina madura (Figura
14), al compararlas con el control. Por otro lado, las células MCF 7 estimuladas con 0.1 pM, 1
uM y 10 uM Dex en un lapso corto tuvieron un aumento en la expresion del precursor de E-
cadherina (Figura 15) y hubo presencia de E-cadherina madura (Figura 14). En ambos casos
hubo expresion de E-cadherina y esto puede deberse a que Dex da paso a una TEMp (Figura
16).
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Figura 16. Efecto de Dex sobre E-cadherina en células MCF 7
La expresion de E-cadherina y cambios observados en la morfologia de células MCF 7
estimuladas con 0.1 uM, 1 uM y 10 uM Dex en un lapso corto y largo, indican que las células

se encuentran en una TEMp la cual se caracteriza por un fenotipo hibrido E/M.
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CONCLUSION

Las células MCF 7 estimuladas con Dex a una concentracion de 0.1 uM, 1 uM y 10
uM, presentaron un cambio de fenotipo epitelial a mesenquimal y una disminucién en
la viabilidad celular que se presentd en el 5to dia de tratamiento.

Las células MCF 7 estimuladas con 100 uM Dex presentaron una casi nula viabilidad
mientras que las estimuladas con 1000 uM Dex presentaron una nula viabilidad.

Las células MCF 7 estimuladas con 0.1 uM, 1 uM Dex durante un lapso corto y largo;
y las células estimuladas con 10 pM Dex durante un lapso corto, migraron mas lento.
Las células MCF 7 estimuladas con 10 uM Dex durante un lapso largo tuvieron un
mayor aumento en la migracién celular, un aumento del PMM y una alteracién del
metabolismo celular.

Las células MCF 7 estimuladas con Dex adquirieron un fenotipo hibrido E/M en el cual

se mantuvo la expresion de E-cadherina.
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