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Resumen

El fenotipo mesenquimal del glioblastoma multiforme (GBM), el tumor cerebral mas frecuente y maligno
a nivel mundial, esta asociado con el peor prondstico. La transicion epitelio-mesénquima (epithelial-
mesenchymal transition, EMT) es un mecanismo de plasticidad celular que promueve el fenotipo mesenquimal
del GBM. En este estudio, determinamos la EMT inducida por 17B-estradiol (E2) mediante cambios en la
morfologia celular, la expresion de marcadores de la EMT y ensayos de migracion e invasion en lineas celulares
derivadas de GBM humano. Primero, encontramos que ambos subtipos del receptor a estrogenos (estrogen
receptor, ER), ER-a y ER-B, se expresaron en las células U251, U87, T98G y LN229, y esta expresion fue
menor comparada con la de astrocitos humanos sanos. El analisis de la morfologia celular evidenci6 que el
tratamiento con E2 (10 nM) modificé la forma y el tamafio de las cuatro lineas celulares, ya que sus parametros
geométricos pasaron de ser caracteristicos de una figura poligonal a tener una figura fusiforme, que
corresponden al fenotipo epitelial y mesenquimal, respectivamente. Estos efectos estuvieron relacionados con
una reorganizacion de los filamentos de actina. La expresion de marcadores de la EMT se evaludé por RT-
gPCR, Western blot e inmunofluorescencia en las células U251 y U87. El E2 aument6 la expresion de los
marcadores mesenquimales vimentina y N-cadherina en ambos tipos celulares. Los ensayos de herida y
transwell revelaron que el E2 incremento6 la migracion e invasion de las células U251 y U87. Encontramos
ademads que el tratamiento con un agonista selectivo del ER-a, el PPT (10 nM), también aumentd la expresion
de marcadores de la EMT y la migracion celular. En contraste, el antagonista selectivo del ER-a, MPP (1 uM),
bloqueo los efectos tanto del E2 como del PPT. Los tratamientos con el agonista DNP y el antagonista PHTPP,
selectivos del ER-fB, no presentaron ningtn efecto en la expresion de los marcadores de la EMT. Finalmente,
investigamos la relacion entre los efectos del E2 y del factor de crecimiento transformante-p (transforming
growth factor beta, TGF-B) dentro del contexto de la EMT en las células de GBM. Nuestros resultados
revelaron que mientras el TGF- promovié la morfologia mesenquimal y aumentd la expresion de los
marcadores mesenquimales, el tratamiento conjunto de E2+TGF-3 bloqued los efectos de ambos inductores.
Este efecto inhibidor estuvo relacionado con la disminucion en los niveles de expresion del ER-a y de los
efectores Smad2 y Smad3 de la via candnica del TGF-B, asi como con una disminucion en los niveles de
fosforilacion de Smad2. Los resultados descritos sugieren que, en células derivadas de GBM humano, el E2
induce la activacion de la EMT a través del ER-a, y la via de sefializacion involucrada en esta induccion
interactua con la via candnica del TGF-B. Nuestras observaciones proporcionan una nueva vision de los

mecanismos moleculares del E2 sobre la EMT en el contexto del GBM humano.



l. Introduccidon

Los tumores malignos del sistema nervioso central (central nervous system, CNS) se encuentran entre los
tipos de cancer que tienen el peor pronostico. El glioblastoma multiforme (GBM) comprende aproximadamente
la mitad de todos los tumores cerebrales primarios malignos y causa del 3-4% de todas las muertes relacionadas
con el cancer (Ostrom et al. 2019). La Organizaciéon Mundial de la Salud define al GBM como un tumor de
grado IV caracterizado por proliferacion incontrolada, propension a la necrosis, angiogénesis, infiltracion
profunda, resistencia a la apoptosis, inestabilidad genomica y extensa heterogeneidad a nivel celular y
molecular (Furnari et al. 2007; Louis et al. 2007). Por medio del andlisis de las caracteristicas moleculares del
GBM se ha demostrado una notable heterogeneidad gendmica, asi como subclases genética y epigenéticamente
distintas (Brennan et al. 2013; Patel et al. 2014), por lo que numerosos esquemas de clasificacion molecular
propusieron agrupar los tumores en categorias clinicamente significativas (Noushmehr et al. 2010; Phillips et

al. 2006; Reifenberger et al. 2017; Sturm et al. 2012; Verhaak et al. 2010).

La red del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) identifico cuatro subtipos moleculares de GBM basados
en el perfil de expresion de genes caracteristicos de células progenitoras neurales (proneural), neuronas
(neural), células proliferativas con activacion del receptor de tirosina cinasa (clasico) y tejido mesenquimal
(mesenquimal) (Verhaak et al. 2010). El fenotipo mesenquimal del GBM presenta las peores tasas de
supervivencia en comparacion con los otros subtipos y se asocia con un comportamiento altamente invasivo
(Behnan et al. 2019; Bhat et al. 2013; Phillips et al. 2006). La transicion epitelio-mesénquima (epithelial-to-
mesenchymal transition, EMT) es un mecanismo de plasticidad celular que regula un conjunto de estados
transitorios entre el fenotipo epitelial y el mesenquimal. Durante este proceso celular se modifica la expresion
de las proteinas de adhesion intercelular y del citoesqueleto, lo que permite que las células adopten un
comportamiento invasivo y migratorio. Las células pueden llevar a cabo la transicion entre el estado epitelial
y mesenquimal en una manera plastica, y la dinamica depende del tejido y tipo celular. La EMT ocurre en
respuesta a factores de sefializacion pleiotropicos que inducen la expresion de factores de transcripcion
inductores de la EMT (EMT-inducing transcription factors, EMT-TF). Las principales vias de sefalizacion
que estan involucradas en la induccion de los EMT-TF en el GBM, son las que implican a los receptores del
factor de crecimiento transformante-§ (transforming growth factor beta, TGF-f), WNT, cinasas de tirosina e
hipoxia (Lamouille et al. 2014; Nieto 2017; Nieto et al. 2016). Sin embargo, aun se desconocen el efecto de
otros factores reguladores que podrian estar relacionados con este programa celular. Por lo tanto, la
determinacion de la red molecular completa del programa EMT, asi como los mecanismos fundamentales

necesarios para activarlo, podrian proporcionar nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento del GBM.
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Aunque diferentes investigaciones han descrito varias vias de sefializacion que inducen la EMT en el GBM, el
papel de los diferentes factores dentro del microambiente tumoral, asi como las interacciones que coordinan

este programa celular, atin no se comprenden en su totalidad.

Los estrogenos son hormonas esteroides sexuales que participan en muchas funciones cerebrales, como el
desarrollo del cerebro durante la diferenciacion sexual (McCarthy 2008), la diferenciacion de neuronas y
células gliales (Denley et al. 2018; Diaz et al. 2007; Varshney et al. 2017; Wang et al. 2003), la regulacion del
crecimiento de neuritas (Diaz et al. 1992; Toran-allerand 1976) y los patrones sinapticos (Jelks et al. 2007;
Ptrez, Naftolin, and Segura 1990). Hay dos subtipos de receptores intracelulares especificos a estrogenos
(estrogen receptors, ERs), ER-a y ER-B, que son factores de transcripcion activados por ligando que regulan
la expresion génica. En el cerebro, los ER estan predominantemente presentes en el hipotadlamo, la corteza
frontal, la amigdala, el hipocampo, el cerebelo, el area tegmental ventral (VTA), asi como en los nucleos de
rafe del mesencéfalo (Barth, Villringer, and Sacher 2015). La concentracion del 17B-estradiol (E2), el
estrogeno mas potente, asi como la expresion y actividad de los ERs, son determinantes en la progresion
maligna de los tumores que crecen en los tejidos sensibles a estrogenos (Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004;
Kumar et al. 2016; Russo and Russo 2006; Di Zazzo et al. 2018a). El estado de la expresion de los ER en el
GBM es controvertido. En algunos estudios se ha demostrado ausencia del ER en tumores de GBM (Carroll et
al. 1995; Vaquero et al. 1983), mientras que otros investigadores determinaron que la expresion del ER varia
segun el grado de malignidad, en donde hay una mayor expresion en tumores de bajo grado comparado con
los tumores de alto grado de malignidad, lo que sugiere que estos receptores estan involucrados en la progresion
maligna del GBM (Batistatou et al. 2004; Gonzalez-Arenas et al. 2012; Khalid et al. 1995; Sareddy et al. 2012;
Wan et al. 2018). Sin embargo, los mecanismos moleculares del E2 relacionados con este tltimo aun no estan

claros.

Por otro lado, se sabe que la sefializacion promovida por el E2 estd relacionada con la EMT en tejidos
sensibles a estrogenos. La pérdida de la expresion del ER-a en el cancer de mama y endometrial promueve
cambios morfologicos, motilidad e invasion, asi como una mayor expresion de marcadores de la EMT (Bouris
et al. 2015; Dhasarathy et al. 2007; Al Saleh, Al Mulla, and Lugmani 2011; Scherbakov et al. 2012; Wik et al.
2013). Por el contrario, en cancer de ovario y prostata, el tratamiento con E2 induce la EMT dependiente del
ER-a, y el silenciamiento del receptor inhibe la EMT (Mishra et al. 2015; Park et al. 2008; Shi et al. 2017).
Estas investigaciones demuestran la importancia del contexto especifico y el tipo celular en la EMT inducida
por E2. Aunque la sefializacion del E2 y la malignidad de GBM parecen estar relacionadas, se desconoce la

participacion de esta hormona en el programa de la EMT en GBM.



1. Antecedentes

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion descontrolada de células que tienen
el potencial de invadir y/o propagarse a otras partes del tejido o del cuerpo. Actualmente, el cancer es
considerado la segunda causa de muerte en todo el mundo y, de acuerdo con datos publicados por la OMS fue
responsable de un estimado de 9.6 millones de muertes en el afio 2018 [The International Agency for Research

on Cancer (IARC), http://www.who.int/].

El cancer surge de la transformacién de células normales en células cancerosas durante un proceso de
multiples etapas, el cual generalmente progresa a partir de una lesion precancerosa hacia la formacion de un
tumor maligno. La anomalia fundamental que resulta en el desarrollo de un tumor es la proliferacion continua
y no regulada de las cé¢lulas, ya que durante este proceso, las células cancerosas adquieren ciertas capacidades
bioldgicas; como el mantenimiento de la sefalizacion proliferativa, evasion de los mecanismos supresores del
crecimiento, resistencia a la muerte celular, capacidad replicativa ilimitada, induccién de angiogénesis,
activacion de la invasion al tejido adyacente y/o metastasis, desequilibrio metabolico, inflamacion, evasion de

la respuesta inmune e inestabilidad gendémica (Hanahan and Weinberg 2011).

El cancer puede resultar de cualquiera de las diferentes células que componen el cuerpo, por lo que
existen distintos tipos que pueden variar sustancialmente en su comportamiento y respuesta a la terapia. En
particular, los tumores que crecen dentro del CNS pueden interrumpir de manera determinante la funcion
cerebral. Existe una gran variedad de tumores cerebrales que crecen a partir de diferentes células vy,
dependiendo del tipo celular y del lugar en donde el tumor estd localizado, este podria afectar distintas

funciones del CNS (DeAngelis 2001).


http://www.who.int/

2.1 TUMORES CEREBRALES

Comparado con otro tipo de tumores, los tumores cerebrales no son tan frecuentes; no obstante,
representan una significativa causa de mortalidad y morbilidad por cancer (Patel et al. 2019). Segun los casos
registrados durante el periodo comprendido entre el 2012-2016, la incidencia de los tumores cerebrales fue de
6.4 por cada 100,000 individuos por afio. Asimismo, diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que
los tumores cerebrales malignos son mas comunes en hombres que en mujeres, con una proporcion aproximada
de 3:2 (Base de datos de supervivencia, epidemiologia y resultados finales, SEER: Surveillance, Epidemiology

and End Results- National Cancer Institute, 2018, https://seer.cancer.gov/).

Los tumores cerebrales primarios son un grupo heterogéneo de neoplasias que se originan a partir de las
células que componen al CNS y pueden ser benignos o malignos. Los tumores benignos crecen lentamente, no
invaden el tejido circundante y con frecuencia tienen un borde que se puede ver en las tomografias
computarizadas; por lo que la mayoria se puede tratar con reseccion quirirgica. Los tumores cerebrales
benignos representan el 69.8% de todos los tumores cerebrales primarios, mientras que los malignos
corresponden al resto. Los tumores cerebrales malignos contienen células cancerosas que crecen rapidamente,
invaden el tejido cerebral circundante y no presentan bordes definidos. Debido a la rapida infiltracion de las
células cancerosas a través del tejido, la extirpacion quirargica completa de los tumores malignos en muy
complicada, por lo que, a pesar de que requieren de un tratamiento conjunto de radio y/o quimioterapia, la
supervivencia global a 5 afos no es superior al 35.8% (Lapointe et al. 2018; Ostrom et al. 2019). Los gliomas
son tumores con caracteristicas de células gliales y representan aproximadamente el 80.8% de todos los

tumores cerebrales malignos, ademas, son los responsables de la mayoria de las muertes por cancer cerebral

(Figura 1).

La Organizacién Mundial de la Salud clasifica a los gliomas en astrocitomas, oligodendrogliomas y
ependimomas, con base en las similitudes morfolégicas que tienen con las células del tejido cerebral
sano (astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias, respectivamente). Los astrocitomas son los
gliomas mas frecuentes y su grado de malignidad esta determinado por caracteristicas histopatologicas,
como el grado de proliferacion, la infiltracion, las caracteristicas de anaplasia y la presencia de zonas
de necrosis (Perry and Wesseling 2016). Actualmente, ademas de las caracteristicas histopatologicas,
la clasificacion de los astrocitomas se complementa con la identificacion de marcadores genéticos y

moleculares (Louis et al. 2016; Mur et al. 2015; Reifenberger et al. 2017; Wang and Bettegowda 2015).
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Figura 1. Frecuencia relativa de los tumores cerebrales primarios malignos. Los gliomas representan la mayoria de
todos los tumores cerebrales malignos. La figura muestra el informe estadistico del CBTRUS (Central Brain Tumor
Registry of the United States) que clasifica los tumores malignos del CNS por grupos histologicos (n=119 674). Los
tumores que se clasifican como gliomas se encuentran dentro de un recuadro de color rojo. *El astrocitoma de grado IV
o Glioblastoma Multiforme (GBM) representa casi la mitad de todos los tumores cerebrales malignos. *Incluye al
astrocitoma pilocitico, difuso, anaplasico y variantes Unicas de astrocitomas. Los datos fueron obtenidos de la base de
datos del SEER -Surveillance, Epidemiology and End Results-, periodo 2011-2015. Modificado de Ostrom et al. (2019).

En la Figura 2 se presentan las principales caracteristicas de los cuatro grados de malignidad de los
astrocitomas. Mientas que los astrocitomas de grado I y II son tumores que presentan un mejor pronostico y
mayor sobrevida para los pacientes, los tumores de grado Il y IV son més agresivos y practicamente incurables,

por lo que también son denominados astrocitomas de alto grado de malignidad (Perkins and Liu 2016).
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Figura 2. Clasificacion y caracteristicas principales de los astrocitomas. Los astrocitomas se clasifican en cuatro
grados de malignidad con base en sus caracteristicas histopatologicas. Se observa que la edad media de diagnostico de
los astrocitomas en general incrementa con el grado de malignidad. Asimismo, la supervivencia a dos afios disminuye
drasticamente conforme aumenta la malignidad. Los estudios gendmicos a gran escala han determinado los marcadores
moleculares que posee cada uno de los subtipos de astrocitomas, los cuales son diferentes en cada grado. Observar que
los astrocitomas de grado II y III se encuentran estrechamente relacionados. Las estrategias terapéuticas para el
tratamiento de cada paciente estan determinadas por diversas variables, como la localizacion del tumor, el diagnostico
histopatologico, la presencia/ausencia de marcadores moleculares, entre otros. Sin embargo, se observa que en general,
la complejidad del tratamiento aumenta en relacion con la malignidad del tumor. *Después de la reseccion quirurgica.
Abreviaturas. ATRX: a-thalassemia/mental retardation sindrome X-linked; BRAF: B-raf; EGFR: Epidermal Growth
Factor Receptor; IDH: Isocitrate dehydrogenase; MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases; NF1: neurofibromatosis
type 1; PTEN: phosphatase and tensin homolog; TP53: Tumor protein p53.



2.1.1 GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)

El GBM es un tumor intracraneal altamente agresivo que representa el 48.3% de todos los tumores
cerebrales primarios malignos (Ostrom et al. 2019). Se caracteriza principalmente por tener una infiltracion
profunda a través del parénquima cerebral, proliferacion descontrolada, propension a la necrosis, angiogénesis,
resistencia a la apoptosis, inestabilidad gendmica y una extensa heterogeneidad a nivel celular y molecular

(Furnari et al. 2007; Stoyanov et al. 2018; Urbanska et al. 2014).

El GBM puede surgir a partir de células troncales neurales (Neural Stem Cells, NSC) y/o progenitores
neurales (Neural Precursor Cells, NPC) que se transforman en células troncales cancerosas (Cancer Stem
Cells, CSC) (Lee et al. 2018; Llaguno et al. 2009; Riddick et al. 2017); asi como a través de una
desdiferenciacion oncogénica de neuronas y/o astrocitos (Friedmann et al. 2012; Schmid et al. 2016). El
término multiforme deriva de las primeras descripciones histopatologicas acerca de las variadas caracteristicas

morfolédgicas y la presencia de poblaciones celulares heterogéneas dentro del tumor.

Los avances en los analisis a gran escala de las caracteristicas moleculares del GBM han demostrado una
notable heterogeneidad gendmica, asi como la existencia de subclases que son genética y epigenéticamente
distintas. Debido a esto y con el fin de guiar el tratamiento, se han propuesto numerosos esquemas de
clasificacion molecular para agrupar a los tumores en categorias clinicamente significativas (Figura 3)

(Noushmehr et al. 2010; Phillips et al. 2006; Reifenberger et al. 2017; Sturm et al. 2012; Verhaak et al. 2010).

De manera general, se reconocen dos tipos de GBM de acuerdo con sus alteraciones genéticas (Figura
3A). El caso menos comun, que representa menos del 10% de todos los GBM, es el GBM secundario, el cual
puede originarse por la progresion maligna de astrocitomas de grado II y III. En cambio, el GBM primario es
mas comun, ya que representan mas del 90% de todos los GBM y se desarrollan de novo con una historia
clinica corta. Los GBM primarios y secundarios son entidades tumorales con alteraciones genéticas distintas y
requieren diferentes enfoques terapéuticos (Ohgaki and Kleihues 2013). Posterior a esta clasificacion, el
andlisis de la integracion de datos gendmicos multidimensionales definié cuatro subtipos moleculares de GBM
basados en el perfil de expresion de genes caracteristicos de células progenitoras neurales (proneural),
neuronas (neural), células proliferativas con activacion de receptores con actividad de cinasa de tirosina
(cldsico) y tejido mesenquimal (mesenquimal) (Verhaak et al. 2010) (Figura 3B). Estos datos han
proporcionado un marco para la investigacion de terapias dirigidas; no obstante, se ha demostrado que su
utilidad clinica es limitada, ya que estos subtipos pueden ser heterogéneos dentro de un mismo tumor y pueden
cambiar en respuesta a estimulos externos, incluida la terapia (Bhat et al. 2013; Patel et al. 2014; Wang et al.
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2018). Sin embargo, el subtipo mesenquimal se ha relacionado con resistencia a la radioterapia y supervivencia
desfavorable (Phillips et al. 2006), mientras que los subtipos clasico y proneural se han asociado con una mejor
respuesta al tratamiento (Olar and Aldape 2014; Sandmann et al. 2015; Verhaak et al. 2010). Asimismo, en
otro estudio, se determinaron seis subgrupos de GBM considerando tanto patrones epigenéticos como perfiles

de expresion (Sturm et al. 2012, 2014) (Figura 3C).
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Figura 3. Sistema de clasificacion molecular del GBM. A) Clasificacion basada en las alteraciones genéticas que
conducen la tumorigénesis. El GBM puede surgir de novo, o a través de la progresion de lesiones de bajo grado. Cada
via conlleva alteraciones genéticas distintas. B) Clasificacion basada en el perfil de expresion, que integra los patrones
de mutacion somatica y numero de copias del DNA. C) Subgrupos epigenéticos de GBM que presentan patrones
caracteristicos de metilacion global en el DNA, distintas mutaciones, alteraciones del nimero de copias y patrones
transcriptomicos. Las lineas discontinuas entre los subgrupos de las tres clasificaciones indican que existe relacion entre
ellos. Los porcentajes se refieren a la frecuencia de cada una de las caracteristicas moleculares en el total de cada grupo
analizado (McLendon et al. 2008; Sturm et al. 2012; Verhaak et al. 2010). Abreviaturas. ACVR1: activin A receptor type
1, ATRX: thalassemia/mental retardation syndrome X-linked; CD44: cluster of differentiation 44; CDK4/6: cyclin-
dependent kinase 4/6; CDKN2A/B: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B; DNA: deoxyribonucleic acid; EGFR:
epidermal growth factor receptor; FOXG1: forkhead box G1; GABRAL: gamma-aminobutyric acid type A receptor
subunit alpha 1; g-CIMP: glioma CpG island methylator phenotype; HIST1H3B: histone H3.1; IDH: isocitrate
dehydrogenase; LOH: loss of heterozygosity, MDM2/4: mouse double minute 2/4 homolog; MERKT: MER proto-
oncogene tyrosine kinase; MGMT: O-6-methylguanine-DNA methyltransferase; NEFL: neurofilament light; NF1:
neurofibromin 1; OLIG2: oligodendrocyte transcription factor 2; PDGFRA: platelet-derived growth factor receptor-a;
PI3K: phosphoinositide 3-kinases; PI3KCA: phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit alpha; PTEN: phosphatase
and tensin homologue; RAS: rat sarcoma viral oncogene; RB1: retinoblastoma 1; RTK: receptor tyrosine Kinase;
SLC12A5: solute carrier family 12 member 5; SYT1: synaptotagmin 1; TERT: telomerase reverse transcriptase; TP53:
tumor protein p53.
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Los avances tecnologicos que permiten determinar el perfil molecular han favorecido la caracterizacion
genética y epigenética del GBM, y con ello, se han identificado biomarcadores que pueden mejorar la precision
del diagndstico y el tratamiento individualizado. Hasta ahora, los pacientes diagnosticados con GBM reciben
el tratamiento estandar: reseccion quirdrgica maxima mas radioterapia y quimioterapia con temozolamida en
pacientes menores de 70 afos. Sin embargo, usando este tratamiento, generalmente la esperanza de vida no es
mayor de 12-15 meses una vez que se diagnostica el tumor (Stupp et al. 2005). Actualmente, el desarrollo y la
validacion clinica de nuevos compuestos que se dirigen especificamente hacia blancos moleculares
relacionados con los genes y vias de sefalizacion alteradas en el GBM, asi como la inmunoterapia
individualizada adaptada a las caracteristicas de cada tumor, se encuentran en proceso de investigacion
(Duerinck et al. 2018; Gan et al. 2017; Geletneky et al. 2017; Hamblett et al. 2015; Liau et al. 2018; Lim et al.
2018; Saha et al. 2018; Thanasupawat et al. 2017; Wenger et al. 2017). No obstante, ain existen muchas
incognitas acerca de las células y vias moleculares que originan las variadas formas del GBM; su
comportamiento e interacciones dentro del microambiente del tumor; los mecanismos de plasticidad que dan
origen a diferentes fenotipos celulares; entre otros mecanismos patologicos que hacen del GBM, una de las

neoplasias malignas mas letales y dificiles de tratar.
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2.2 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (EMT) EN LA PROGRESION
TUMORAL DEL GBM

Una caracteristica responsable de la alta malignidad del GBM, es la capacidad que tienen las células
tumorales para infiltrarse de manera difusa en el tejido nervioso y extenderse mas alla de los bordes visibles
del tumor. Los tratamientos actuales no eliminan estas células invasivas, las cuales invariablemente conducen

a la recurrencia del tumor y al fracaso de la terapia a largo plazo (Vehlow and Cordes 2013; Arabel et a. 2020).

Durante el proceso invasivo, las células del GBM pueden remodelar su entorno por medio de la
degradacion de la matriz extracelular (extracellular matrix, ECM) neural, una compleja mezcla de lamininas,
tenascinas, condroitin-sulfato proteoglicanos y reelinas (Barros et al. 2010), con la posterior produccion de una
nueva ECM que contiene componentes mesenquimales, como fibronectina, metaloproteinasas y colagenos
fibrilares (Payne and Huang 2013; Tzanakakis et al. 2018). Las sefiales estructurales de la ECM y los factores
solubles de las células no neoplasicas circundantes regulan los mecanismos de invasion, que incluyen la
remodelacion de matriz, la reorganizacion del citoesqueleto y las transiciones del fenotipo celular (Cuddapah
et al. 2014). Hasta ahora, un creciente cuerpo de evidencia apoya la hipdtesis de que la transicion EMT
desempefia un papel crucial en el fenotipo invasivo del GBM (Bhat et al. 2013; Carro et al. 2010; Cheng et al.
2012; Freije et al. 2004; Iser et al. 2017; Kahlert et al. 2013; Kubelt et al. 2015; Tso 2006).

La EMT es un mecanismo de plasticidad celular que regula un conjunto de estados transitorios entre el
fenotipo epitelial y el mesenquimal. Durante este proceso, las células epiteliales pierden sus uniones con otras
células y la polaridad apico-basal, al mismo tiempo que adquieren un fenotipo mesenquimal con capacidades
migratorias ¢ invasivas (Figura 4). La EMT es un mecanismo plastico, transitorio y muy dinamico, inducido
por diversos estimulos, y orquestado por factores de transcripcion inductores de la EMT (EMT-inducing
transcription factors, EMT-TFs), quienes actiian en una estrecha asociacion con la maquinaria epigenética
reprimiendo la transcripcion de genes epiteliales y activando genes mesenquimales. Los cambios que ocurren
durante la EMT en el fenotipo celular involucran la remodelacion de las uniones (adherentes, estrechas y
desmosomas) y la reorganizacion dinamica del citoesqueleto. El proceso inverso se denomina transicion
mesénquima-epitelio (mesenchymal-epithelial transition, MET), y se asocia con una pérdida de la capacidad
migratoria, la adquisicion de la polaridad apico-basal y la expresion de los complejos de uniodn caracteristicos
de los tejidos epiteliales. Este proceso de diferenciacion se denomina transicion, ya que la plasticidad de este
mecanismo es responsable de generar diversos estados transitorios reversibles del fenotipo celular (Lamouille

et al. 2014; Nieto 2017; Nieto et al. 2016; Skrypek et al. 2017).
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Figura 4. Eventos celulares y moleculares que ocurren durante la transicion epitelio-mesénquima (EMT). El fenotipo
epitelial esta caracterizado por células que tienen una polarizacion apical-basal con uniones intercelulares estructuradas.
En cambio, el fenotipo mesenquimal carece de polaridad, tienen una morfologia fusiforme alargada y una fuerte
capacidad migratoria. Durante la EMT, diversas vias de sefializacion pueden activar a los EMT-TF, quienes en asociacion
con componentes de la maquinaria epigenética (HDACs, DNMTs, LSD1; PRC2 y SWI/SNF), llevan a cabo la represion
de genes que determinan el fenotipo epitelial, como CDH1 (cadherina-1 o E-cadherina) o TIP1 (tight junction protein 1
o zonula occludens/Z0-1), que son componentes de las uniones adherentes y estrechas, respectivamente. A su vez, los
EMT-TF también dirigen la activacion de genes que codifican para proteinas que determinan el fenotipo mesenquimal,
como VIM (vimentina), componente de los filamentos intermedios tipo III; CDH2 (cadherina-2 o N-cadherina),
componente de uniones celulares adherentes que proporciona mecanismos para la migracion celular; o metaloproteinasas
(MMPs), que pueden degradar los componentes de la matriz extracelular (ECM). La EMT es un proceso reversible, la
MET representa el proceso inverso. Abreviaturas. DNMT: DNA methyltransferase; EMT: epithelial-to-mesenchymal
transition; HDAC: histone deacetylase; IGF1: insulin-like growth factor 1; LSD1: lysine-specific histone demethylase
1A; MET: mesenchymal-to-epithelial transition; EMT-TF: EMT-inducing transcription factors; PRC2: polycomb
repressive complex 2; SWI/SNF: switch/sucrose Non-Fermentable; TGF-f: transforming growth factor p. Modificado
de Skrypek et al. (2017).

La EMT es indispensable en diversos procesos fisiologicos y patoldgicos. Este mecanismo se ha asociado
con la generacion de las tres capas germinales en la gastrulacion y en la migracion de las células durante la
morfogénesis del desarrollo embrionario (Lim and Thiery 2012; Trelstad et al. 1967); la regeneracion del
corazon después de una lesion (Lepilina et al. 2006); la cicatrizacion de heridas en la piel y en el epitelio
(Arnoux et al. 2008), y durante la fibrosis y reparacion de 6rganos (Kim et al. 2006; Stone et al. 2016; Zeisberg
et al. 2007). También se ha demostrado que el equilibrio EMT-MET es esencial para la adquisicion de

propiedades de células troncales (stem cells, SC), ya que durante la fase de inicio de la reprogramacion de
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fibroblastos en células troncales pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells, iPSC), se requiere que
la MET genere células intermedias con caracteristicas epiteliales que, bajo la influencia de los factores de
reprogramacion de Yamanaka, se convierten en iPSC (Li et al. 2010; Samavarchi-Tehrani et al. 2010). Estas
investigaciones han demostrado que la EMT es un programa esencial que impulsa la plasticidad celular. Por lo

tanto, su desregulacion se ha vinculado fuertemente con la progresion de muchos tipos de cancer.

En células tumorales, la activacion de los EMT-TFs promueve los mecanismos de migracion, invasion,
metastasis, supresion de la senescencia, inhibicion de la apoptosis, atenuacion de la progresion del ciclo celular,
resistencia a la radio y quimioterapia, asi como el mantenimiento de la plasticidad de células troncales
cancerosas (cancer stem cells, CSC). De hecho, la identificacion de la EMT como un programa regulador
critico del fenotipo de CSC, ofrece una oportunidad para investigar la naturaleza de la heterogeneidad
intratumoral, asi como un posible mecanismo de la resistencia a la terapia (Brabletz et al. 2018; Craene and
Berx 2013; Nieto 2017; Ouyang et al. 2010; Preca et al. 2015; Puisieux et al. 2014; Shibue and Weinberg 2017;
Tam and Weinberg 2013; Thiery 2002).

A pesar de que la EMT durante la progresion tumoral fue inicialmente estudiada en tumores de tejido
epitelial, la evidencia acumulada sugiere que los EMT-TFs también conducen a una ganancia de las
propiedades mesenquimales y promueven la malignidad de los tumores no epiteliales, incluyendo tumores
cerebrales, tumores malignos hematopoyéticos y sarcomas (Kahlert et al. 2017). Debido a esto, actualmente la
descripcion clasica de la EMT como un proceso de cambio entre dos estados alternativos (epitelial y
mesenquimal), se ha remplazada por un nuevo concepto de plasticidad celular y estados transitorios, que
propone que las células se mueven a través de un espectro de diversas fases intermedias, lo que significa que

las células pueden llevar a cabo programas parciales de EMT (T. Brabletz et al. 2018; Nieto et al. 2016).

En diversos estudios se ha demostrado la relacion que hay entre la EMT y la tumorigénesis del GBM. Un
estudio en donde se analizo la expresion a gran escala de 85 tumores de gliomas altamente difusos revel6 una
serie de genes asociados al tejido mesenquimal que se sobreexpresaban en las biopsias de GBM (Freije et al.
2004). Tso y colaboradores mostraron que un subconjunto de tumores primarios de GBM expresan marcadores
celulares y moleculares asociados con células troncales mesenquimales (mesenchymal stem cells, MSC) (Tso
2006). Mas tarde, la definicion del subtipo mesenquimal del GBM mostré convincentemente la importancia
clinica del programa EMT en el diagndstico y tratamiento del tumor. El subtipo mesenquimal del GBM se
caracteriza por una reduccion significativa de la supervivencia debido a su gran motilidad, indicada por la

diseminacion agresiva, a menudo con presentacion multifocal y resistencia contra la quimioterapia y la

15



radioterapia (Verhaak et al. 2010). Desde estos estudios pioneros, se han realizado numerosos proyectos de
investigacion basados en esta categorizacion del GBM; en los cuales se han identificado posibles moléculas
clave o vias de sefalizacion subyacentes a la malignidad aumentada del GBM mesenquimal (Kahlert et al.
2013). Aunque en un estudio se identific6 a la proteina de union al potenciador CCAAT beta
(CCAAT/enhancer binding protein beta, C/EBP-P) y al transductor de sefal y activador de transcripcion 3
(signal transducer and activator of transcription 3, STAT3) como reguladores maestros de la diferenciacion
mesenquimal del GBM, atn no se ha definido un blanco terapéutico claro asociado a esta red molecular (Carro
etal. 2010). En un andlisis del perfil molecular de los 4 subtipos del GBM, se tomaron los datos proporcionados
por el TCGA para realizar un estudio comparativo, en el cual se demostrd que el subtipo mesenquimal, a
diferencia de los otros subtipos, esta fuertemente correlacionado con las caracteristicas moleculares de la EMT
(Zarkoob et al. 2013). Estos estudios han mostrado que la determinacion de la red molecular completa del
programa EMT, asi como de los mecanismos clave necesarios para activarlo, podria proporcionar nuevos

enfoques terapéuticos para el tratamiento del GBM.

2.2.1 MECANISMOS MOLECULARES DE LA EMT

La EMT es activada por diversas vias de sefalizacion que pueden cooperar entre si en una manera
especifica del tipo celular y dependiente del contexto (Figura 5). Los principales factores que activan las vias
de sefializacion intracelular que regulan la EMT, incluyen factores de crecimiento solubles, como el factor de
crecimiento transformante B (transforming growth factor B, TGF-B), que al unirse a sus receptores TPRI/II,
activa a los efectores Smad y a las vias conducidas por las proteinas cinasas PI3K (phosphatidylinositol-3-
kinases), MAPK (mitogen-activated protein kinases) y por la GTPasa-RHO (Lamouille et al. 2014; Xu et al.
2009). Asimismo, los factores de crecimiento que se unen a receptores con actividad de cinasa de tirosinas
(receptor tyrosine kinases, RTK) también activan la EMT por medio de las vias de RAS-MEK-ERK (rat
sarcoma viral oncogene- mitogen-activated protein kinase- extracellular signal-regulated kinases) y PI3K-
AKT (phosphoinositide 3-kinases- protein kinase B) (Doehn et al. 2009; Lo et al. 2007). Otros factores
involucrados en la activacion de la EMT son las integrinas (Kim et al. 2009; Maschler et al. 2005), los ligandos
que activan a la via de WNT/B-catenina (wingless-integration/beta catenin) (Yook et al. 2006; Zhou et al.
2004); la via de Notch (Timmerman 2004; Xie et al. 2012); condiciones microambientales de hipoxia (Imai et
al. 2003; Yang et al. 2008), citocinas inflamatorias como IL-6 (Sullivan et al. 2009; Yadav et al. 2011) y

receptores a hormonas esteroides (Voutsadakis 2016).
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Figura 5. Mecanismos moleculares que regulan el programa EMT. Diversas vias de sefalizacion pueden
intercomunicarse para inducir distintas respuestas durante la EMT. El TGF-f induce la EMT al unirse con el TBRIL, que
activa a TPRI para fosforilar a los efectores Smad2 y Smad3 que, al combinarse con Smad4, forman un complejo
trimérico que se transloca al nucleo y regula la transcripcion. EI TBRI también puede iniciar las vias de PI3K-AKT y
RAS-RAF-MEK-ERK (MAPK), ademés de regular los cambios del citoesqueleto por medio de la via GTPasas Rho.
Varios factores de crecimiento (como PDGF, EGF, FGF, HGF y VEGF) que actuan a través de RTK pueden inducir la
EMT a través de la via MAPK y PI3K-AKT. La via canénica WNT promueve la EMT a través de la inhibicion de
GSK3p, que normalmente inhibe la actividad de B-catenina. Cuando GSK3p es inhibida, la B-catenina se transloca al
nucleo y recluta a los factores de transcripcion TCF y LEFT. Las integrinas que se encuentran en la superficie celular
pueden recibir sefiales de las proteinas de la ECM y regular la EMT por activacion de ILK, que activa la via de AKT. La
interaccion de los ligandos DSL (Delta/Serrate/Lag) con los receptores Notch, inicia la sefalizacion a través de la
liberacion proteolitica del dominio intracelular de Notch que regula la expresion de genes. Las hormonas esteroides (SH)
pueden inducir la EMT a través de sus receptores nucleares (SHR), los cuales regulan directamente la expresion de los
EMT-FTs. Durante la inflamacion, IL-6 promueve la EMT a través de la activacion de STAT3, que induce la expresion
de SNAILI1. Las condiciones de hipoxia dentro del tumor inducen la EMT a través de HIFa, que activa la expresion de
ZEB1 y TWIST. Los EMT-TF coordinan la EMT por medio de la represion de genes epiteliales y la activacion de genes
mesenquimales. La actividad de los EMT-TF es regulada a nivel postranscripcional (no mostrado) y postraduccional.
GSK3p fosforila a SNAIL1 en dos motivos. La fosforilacion en un motivo facilita la exportacion nuclear, y en el segundo
motivo permite la degradacion mediada por ubiquitina (Ub). SNAIL2 es degradado por medio de p53 y MDM2. La
fosforilacion de TWIST por MAPK lo protege de la degradacion y promueve su importacion al nucleo. ZEB2 puede ser
modificado porSUMOilacién a través de PRC2, lo que induce su exportacion del niicleo y la disminucion de su actividad.
Abreviaturas. AKT: protein kinase B; CDC42: cell division control protein 42 homolog; EGF: epidermal growth factor;
ERK: extracellular signal-regulated kinases; FGF: epidermal growth factor; GRB2: growth factor receptor-bound
protein 2; GSK3p: glycogen synthase kinase-34; HGF: hepatocyte growth factor; HIF-1a: hypoxia-inducible factor 1a;
ILK: integrin-linked kinase; LIMK: LIM Domain Kinase 1; MAPK: mitogen-activated protein kinases; MEK: mitogen-
activated protein kinase kinase; NF-«xB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; PAK1: p21-
activated kinase 1; PDGF: Platelet-derived growth factor; PI3K: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase; PRC2:
polycomb repressive complex 2; RAC: ras-related C3 botulinum toxin; RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma; RAS: rat
sarcoma viral oncogene; RHOA: ras homolog family member A; ROCK: rho-associated protein kinase; RTK: receptor
tyrosine kinase; SH: steroid hormone; SHCA: Src homology 2 domain containing transforming protein A; SHR: steroid
hormone receptor; Smad: SMA-MAD; SNAIL1: zinc finger protein; SOS: son of seven less; STAT3: signal transducer
and activator of transcription 3; TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor; TGF-p: transforming
growth factor g; TPRI: transforming growth factor g receptor; TWIST: twist basic helix-loop-helix transcription factor
1, VEGF: vascular endothelial growth factor; ZEB1/2: zinc finger E-box binding homeobox 1/2.
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La induccion de las vias de sefializacion anteriormente descritas, conducen a la activacion de la expresion
de los EMT-TFs y a su regulacion por modificaciones postranscripcionales y postraduccionales (Chang et al.
2016; Thiery 2002). Existen tres familias principales de EMT-TFs que desempefian un papel fundamental en
la dinamica de la EMT: SNAI1/2 (zinc finger protein), ZEB1/2 (zinc finger E-box binding homeobox 1/2) y
TWIST1/2 (twist basic helix-loop-helix transcription factor 1/2) (Craene and Berx 2013). El perfil de expresion
de los EMT-TFs depende del tipo y el contexto celular, por lo tanto, sus contribuciones a la EMT varian en
cada tejido. En conjunto, los EMT-TFs coordinan la represion de genes epiteliales y la induccidon de genes
mesenquimales, y con frecuencia, los mismos factores de transcripcion dirigen tanto la represion como la
activacion (Peinado et al. 2007). En el GBM, se ha demostrado que la expresion de las tres familias de EMT-
TFs promueven la EMT y los mecanismos invasivos asociados a este programa molecular (Bhat et al. 2011;
Chen et al. 2018; Elias et al. 2005; Han et al. 2011; Mahabir et al. 2014; Mikheeva et al. 2010; Myung et al.
2014; Siebzehnrubl et al. 2013; Yang et al. 2010).

La red reguladora de los EMT-TFs es muy compleja y plastica, ya que es influenciada en varios niveles
por la integracion de la modificacion epigenética, el control transcripcional, la estabilidad de RN As mensajeros
(messenger ribonucleic acid, mRNA) y proteinas, el empalme alternativo, la modificacion postraduccional, la
localizacion subcelular y la presencia o ausencia de cofactores especificos de cada tipo celular (Lamouille et
al. 2014; Nieto et al. 2016; Thiery et al. 2009). La complejidad de la red molecular y las variables en cada
sistema celular tiene como resultado la activacion de un programa EMT parcial o intermedio, lo que resulta en
fenotipos celulares muy diversos, ademds de que dificulta la identificaciéon de componentes esenciales en el

programa (Brabletz et al. 2018).

Diversas vias de sefializacion pueden promover la EMT en el GBM. En un estudio en donde se llevaron
a cabo tratamientos con TGF-B en las lineas celulares U887 y U251, ambas derivadas de GBM humanos, las
células experimentaron cambios morfologicos, seguidos de una mayor expresion de marcadores
mesenquimales y un aumento de la migracion e invasion in vitro e in vivo. Ademas, la expresion de ZEB1
aumento de manera dependiente de TGFp, en contraste con otros factores de transcripcion, como SNAIL/2 y
TWIST, cuya expresion no cambid por el tratamiento (Joseph et al. 2014). La via de WNT/B-catenina esta
relacionada con la progresion tumoral del GBM (Liu et al. 2011), y se ha demostrado que su activacion aumenta
la expresion de marcadores mesenquimales y mejora la motilidad in vitro de células derivadas de GBM por
activacion de ZEB1/2, TWIST1 y SNAI1/2 (Kahlert et al. 2012; Zhang et al. 2017). Asimismo, los factores de
crecimiento de unién a RTK también inducen el programa EMT en el GBM. El factor de crecimiento derivado

de plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF) puede activar la expresion de ZEB1 a través de SHP2-
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ERK1/2 y conducir la EMT en lineas celulares de GBM y CSC de glioma en cultivo celular y en modelos de
xenoinjerto ortotopico (Zhang et al. 2016). En células U87 derivadas de un GBM humano, el factor de
crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF) es requerido para activar la via WNT/B-catenina a
través de PI3K e inducir la EMT (X. Wang et al. 2017). Por el contrario, Lu y colaboradores mostraron, en un
modelo de lineas celulares de astrocitoma murino transformadas con antigeno T-SV40 y H-ras implantadas
ortotopicamente en ratones, que el factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial growth
factor, VEGF) inhibe la invasion celular y la EMT a través de la formacion del complejo MET/VEGFR2
(mesenchymal epithelial transition factor/ VEGF receptor 2), ya que bloquea la sefializacion del factor de
crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF) y su receptor HGFR (HGF receptor) (Lu et al.
2012).

La hipoxia es una caracteristica tipica del GBM (Kaur et al. 2005), y se ha demostrado que es capaz de
inducir un fenotipo mesenquimal, capacidad invasiva y migratoria aumentada, asi como la sobreexpresion de
marcadores mesenquimales, como fibronectina y la cadena de colageno tipo V alfa 1 (collagen type V alpha 1
chain, COL5A1) en células U251 y U87, principalmente a través de la activacion de ZEB1 (Joseph et al. 2015;
Xu et al. 2015). Por otro lado, se ha observado que la expresion de interleucina 6 (IL-6) correlaciona
positivamente con el grado de malignidad de los gliomas, y que la adicion exdgena de IL-6 en cultivos de

células U251 y U87, provoca un incremento de la invasividad (Shan et al. 2015).

Aunque se han descrito varias vias de sefializacion que inducen la EMT en el GBM, el papel de los
diferentes factores dentro del microambiente tumoral, asi como las interacciones que coordinan este programa
celular, alin no se comprenden en su totalidad. Los estrogenos son hormonas sexuales esteroides que regulan
diversas funciones en el CNS y sus receptores estan ampliamente distribuidos a través del tejido nervioso.
Altas concentraciones de 17B-estradiol (E2) se han detectado en biopsias de GBM (Duefias Jiménez et al.
2014), asi como un cambio en los niveles de expresion de los ERs, comparado con el tejido normal (Batistatou
et al. 2004; Gonzalez-Arenas et al. 2012; Khalid et al. 1995; Sareddy et al. 2012). Por otra parte, en tejidos
sensibles a estrogenos, se ha mostrado que el E2 es capaz de inducir la EMT en modelos in vitro (Mishra et al.
2015; Park et al. 2008; Shi et al. 2017). Sin embargo, se desconoce si esta hormona participa en el programa

de la EMT dentro del contexto del GBM.
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2.3 EL PAPEL DEL ESTRADIOL (E2) EN EL CNS Y EN EL GBM

Los estrogenos regulan el crecimiento, la diferenciacion, la maduracion y la funcion de una amplia gama
de tejidos. Los estrogenos son sintetizados en las gonadas y glandulas adrenales, asi como en el CNS (Azcoitia
et al. 2011; Barakat et al. 2016). Durante el desarrollo del cerebro, se expresan altos niveles de ER que actiian
de manera permanente para establecer la diferenciacion sexual, ya que regulan los mecanismos de apoptosis
que establecen las diferencias sexuales volumétricas en el cerebro (McCarthy 2008); promueven el crecimiento
de neuritas (Diaz et al. 1992; Toran-allerand 1976); regulan patrones sinapticos (Jelks et al. 2007; Ptrez et al.
1990), y participan en la diferenciacion y migracion de neuronas y células gliales (Denley et al. 2018; Diaz et
al. 2007; Varshney et al. 2017; Wang et al. 2003). En el cerebro adulto, el E2 actia como un esteroide
neuroactivo que, junto con neurotransmisores como la serotonina, la dopamina, e glutamato y el 4&cido gamma-
aminobutirico (gamma amino-butyric acid, GABA), regula la funcion de estructuras neuroendocrinas
mesencefalicas, diencefilicas, corticales y limbicas (Barth et al. 2015; Sugiyama et al. 2009), lo que influye en
los procesos de plasticidad estructural, que son determinantes en la generacion de la memoria (Liu et al. 2008),
el aprendizaje (Frick et al. 2015), el estado emocional (Sakaki and Mather 2012; Walf and Frye 2006) y los
procesos cognitivos (Berman et al. 1997). Los efectos estructurales especificos del E2 en el CNS incluyen el
crecimiento de neuritas, la sinaptogénesis y la ramificacion dendritica (Hansberg-Pastor et al. 2015; Haraguchi

etal. 2012).

2.3.1 MECANISMOS DE ACCION DEL E2

Los estrogenos son una clase de hormonas esteroides que incluyen a la estrona (E1), al 17B-estradiol (E2)
y al estriol (E3). El E2 es el estrogeno més potente en la circulacion y esta involucrado en una amplia variedad
de funciones, que van desde el desarrollo y el mantenimiento de los drganos reproductivos, hasta la regulacion
de los sistemas cardiovascular, musculo esquelético, inmune y nervioso (Gruber et al. 2002; Nilsson et al.

2001).

Los efectos de los estrogenos estdn mediados por varios tipos de receptores. Existen dos subtipos de
receptores intracelulares especificos a estrogenos, ER-a y ER-f, que son factores de transcripcion activados
por ligando que regulan la expresion génica. Estos receptores también se pueden encontrar asociados a la
membrana plasmatica en donde regulan el estado de fosforilacion de multiples cinasas que controlan la
sefnalizacion intracelular. En el cerebro, los ERs estdn predominantemente presentes en el hipotalamo, la
corteza frontal, la amigdala, el hipocampo, el cerebelo, el area tegmental ventral (VTA), asi como en los
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nucleos de rafe del mesencéfalo, aunque cada subtipo presenta patrones de distribucion distintos (Barth et al.
2015). La expresion del ER-a predomina en el hipotdlamo y la amigdala, lo que indica que este subtipo podria
modular las poblaciones de células neuronales involucradas en las funciones neuroendocrinas auténomas y
reproductivas, asi como en la interpretacion y el procesamiento emocional. En contraste, los nucleos
hipotalamicos supraquiasmaticos, supradpticos, paraventriculares y el cerebelo, son areas dominantes del ER-
B, lo que sugiere un papel en la cognicion, la memoria no emocional y las funciones motoras (Handa et al.
2012; Osterlund and Hurd 2001). El ER-a y el ER-B estan codificados por distintos genes, presentan un 47%
de identidad y pueden ser expresados en el mismo o en diferentes tejidos en niveles variables. En el humano,
el gen ESR1 (estrogen receptor 1), que codifica para el ER-a, es un segmento genémico largo (~300 kb) que
esta localizado en el cromosoma 6q24-27 e incluye ocho exones que codifican a la proteina completa de 66
kDa (Kos et al. 2001; Ponglikitmongkol et al. 1988). De manera similar, el gen que codifica para el ER-, el
gen ESR2 (estrogen receptor 2), se encuentra en una region gendmica larga (~254 kb) del cromosoma 14q22-
24, con 8 exones que codifican una proteina completa de 58 kDa (Enmark et al. 1997). Los ERs, asi como los
otros miembros de la familia de receptores nucleares de hormonas (nuclear hormone receptor, NHR),
contienen varios dominios funcionales en su estructura: un dominio amino-terminal (N-terminal domain; NTD)
con funcion de activacion (AF1); un dominio de uniéon a DNA (deoxyribonucleic acid-binding domain, DBD);
una region flexible (hinge) con sefiales de localizacion nuclear; un dominio de union a ligando (ligand-binding
domain, LBD) y un dominio carboxilo terminal con funcion de activacion (AF2) (Kumar et al. 1987) (Figura

6A).

El ER ejerce sus acciones a través de los mecanismos clasico y no clasico (Figura 6B). En el mecanismo
clésico, el ER inactivo se encuentra asociado a proteinas chaperonas en el citoplasma. Cuando el E2 se une con
una alta afinidad al receptor (ERa: Kg= 0.1 nM; ERB: K¢=0.4 nM, Kuiper et al. 1997), las chaperonas se
disocian y el receptor se dimeriza para formar un complejo activo que se transloca al nucleo. El ER puede
interactuar directamente como homodimero o heterodimero con sus secuencias de reconocimiento (elementos
de respuesta a estrogenos, ERE), localizados en las regiones promotoras de sus genes blanco o, asociado a los
factores de transcripcion AP-1 (activator protein 1), c-jun (V-Jun avian sarcoma virus 17 oncogene homolog)
o c-fos (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog), entre otros, para finalmente, regular la
transcripcion de genes en conjunto con coactivadores o correpresores, asi como con proteinas de remodelacion

de la cromatina (Fuentes et al. 2019; Kovacs et al. 2020).
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Figura 6. Caracteristicas estructurales y funcionales del ER. A) Dominios funcionales de los dos subtipos del ER.
Tanto el ERa como el ERP contienen varios dominios funcionales. El dominio N-terminal contiene una funcion de
activacion (AF1) que participa en la regulacion de la transcripcion. El dominio de union a DNA (DBD) se compone de
dos motivos de dedos de zinc y una region de dimerizacion. La region bisagra (H) contiene secuencias de union a
chaperonas y sefales de localizacion nuclear. En el dominio de uniéon a ligando (LBD) existen sitios de union a
correguladores. El dominio carboxilo terminal contiene una funcién de activacion (AF2) dependiente de ligando. Los
porcentajes en cada dominio indican el grado de identidad entre ER-a y ER-f3. B) Mecanismos de accion del E2. El E2
puede unirse y activar a los receptores nucleares ER-a y ER-f, lo que promueve la dimerizacion del receptor y su unioén
a los promotores de los genes blanco. Alternativamente, los ER activados modulan la funciéon de otros factores de
transcripcion (TF) a través de interacciones proteina-proteina. El ER asociado a la membrana plasmatica (mER)
interactua con proteinas adaptadoras y moléculas de sefializacion, como c-Src, que activa las vias de PI3K-Akt y MAPK.
Algunos componentes que se unen al ER, como el E2, el G-1 (agonista selectivo del receptor membranal GPER), el
fulvestrant (regulador reductor selectivo del ER) y el tamoxifen (modulador selectivo del ER), activan al GPER, que se
localiza en el citoplasma o en las membranas. La activacion de GPER estimula la produccion de cAMP, la movilizacion
de calcio y c-Src, que, entre otros efectores, puede activar a las MMP, las cuales salen de la célula y escinden proteinas
de la matriz extracelular (ECM), como pro-HB-EGF, que libera el dominio HB-EGF, el cual transactiva a EGFR, que a
su vez activa las vias de MAPK y PI3K-Akt. La regulacion transcripcional mediada por E2 puede implicar la fosforilacion
(P) de ER u otros TF que pueden interactuar directamente con ER, o unirse independientemente del ER dentro de los
promotores de los genes diana. Abreviaturas: AF: activation function; cAMP: cyclic adenosine monophosphate; c-Src:
cellular Src; DBD: Deoxyribonucleic acid-binding domain; E2: 174-estradiol; EGFR: epidermal growth factor receptor;
ER: estrogen receptor; G-1: GPER agonist 1; GPER: G-protein-coupled ER; H: hinge; LBD: ligand-binding domain;
HB-EGF: heparin-binding EGF-like growth factor; MMP: matrix metalloproteinase; pro-HB-EGF: pro-heparin-
binding-epidermal growth; TF: transcription factor. Modificado de Prossnitz et al. (2011).
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En numerosos estudios se ha demostrado que el E2, al igual que otras hormonas esteroides, pueden llevar
a cabo mecanismos de accion no clasicos por medio de la activacion de vias de sefializacion intracelular que
son capaces de regular rapidamente la fisiologia de diferentes tipos de células. (Yasar et al. 2017). El E2 puede
activar en minutos al adenilato ciclasa; incrementar la concentracion de calcio intracelular; estimular a la
sintasa de 6xido nitrico (NOS); activar a la fosfolipasa C (PKC) y, estimular la via de MAPK y PI3K. Aunque
los mecanismos no gendémicos del E2 son muy diversos y poco entendidos, se sabe que muchos efectos rapidos
son iniciados por la unidon del E2 con los ERs asociados por palmitoilacion a la membrana plasmatica. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que efectos rapidos del E2 también son llevados a cabo por un
ER de siete dominios transmembranales acoplado a proteinas G (G protein-coupled estrogen receptor 1,
GPR30 o GPER), el cual puede activar las vias de MAPK, PI3K y SRC (V-Src avian sarcoma (schmidt-ruppin

A-2) viral oncogene homolog) (Prossnitz and Barton 2011; Schwartz et al. 2016).

2.3.2 EFECTOSDEL E2ENEL GBM

Las concentraciones del E2, asi como la expresion y actividad de los ER, son determinantes en la
progresion maligna de los tumores que crecen en los tejidos sensibles a estrogenos, como lo es en el cancer de
mama (Russo and Russo 2006; Yue et al. 2010), de ovario (Cunat et al. 2004), cervical (Chung et al. 2010;
Kumar et al. 2016) y de prostata (Nelles et al. 2011; Di Zazzo et al. 2018b).

El GBM expresa ambos receptores, no obstante, se ha determinado que la expresion del ER-a es baja o esta
ausente en la mayoria de los tumores cerebrales (Carroll et al. 1995; Vaquero et al. 1983), mientras que la
expresion del ER-B disminuye conforme aumenta el grado de malignidad de los astrocitomas (Batistatou et al.
2004). Debido a esto, el ER-f se ha sugerido como un potencial blanco terapéutico del tratamiento del GBM.
Sareddy y colaboradores demostraron que los agonistas del ER-B reducen significativamente tanto la
proliferacion de las células derivadas de GBM U87, U251 y T98G, como el crecimiento tumoral (Liu et al.

2015; Sareddy et al. 2012, 2016).

Por otro lado, en un estudio realizado con 36 biopsias de pacientes de astrocitomas con diferentes grados
de malignidad, se encontr6 que la concentracion del E2 aumenta y, que los niveles de expresion del mRNA del
ER-a disminuyen, esto conforme aumenta el grado de malignidad (Duefias Jiménez et al. 2014). En otro
estudio, se encontrdé que el E2 incrementa significativamente el nimero de las células U373 y D54 (lineas
celulares derivadas de GBM humano) a través del ER-a y su interaccion con los coactivadores SRC-1y SRC-

3, mientras que la coadministracion del antagonista Fulvestrant, bloquea los efectos (Gonzalez-Arenas et al.
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2012). Por otro lado, Wan y colaboradores mostraron que el tratamiento con E2 aument6 la capacidad
migratoria e invasiva de las células U87 y T98G (derivadas de GBM humanos), y se sugiere que este efecto

estd mediado por la regulacion de la expresion de la acuaporina AQP2 (Wan et al. 2018).

A pesar de que estas investigaciones han demostrado que existe una relacion entre la expresion de los ER
y la progresion maligna del GBM, atn no se tienen claros los mecanismos celulares en los que interviene la

sefnalizacion E2-ER en este tipo de cancer.

2.3.3 PARTICIPACION DEL E2 EN LA REGULACION DE LAEMT

La senalizacion promovida por el E2 a través de sus receptores esté relacionada con la EMT. Sin embargo,
los efectos del E2 en este programa celular varian de acuerdo con el tipo de cancer. En las células MCF-7,
derivadas de cancer de mama, el silenciamiento del ER-a induce la EMT, denotado por la alteracion de la
morfologia celular, la reorganizacion el citoesqueleto de actina y una mayor capacidad migratoria e invasiva;
esto ultimo, principalmente debido a cambios en los niveles de expresion de ciertas moléculas de la ECM,
como MMP1/9 (matrix metallopeptidase) y plasmindgenos (uPA, tPA, PA) (Bouris et al. 2015; Al Saleh et al.
2011). Por lo tanto, se ha propuesto que la sefalizacion del E2 a través del ER-a mantiene un fenotipo epitelial
y suprime la EMT en cancer de mama (Guttilla et al. 2012). Ademas, también se ha descrito que la pérdida de
la expresion del ER-a en las células MCF-7 correlaciona con un aumento en la expresion y actividad de
SNAIL1, en donde, ademas, SNAIL1 regula de manera negativa la expresion del ER-a y su inhibicion restaura
parcialmente la sensibilidad al tamoxifen, un modulador selectivo del receptor que se usa como tratamiento en
el cancer de mama sensible a hormonas (Dhasarathy et al. 2007; Scherbakov et al. 2012). Sin embargo, en
experimentos realizados en células MCF-7 y T47D, el tratamiento con E2 (1 nM) conduce a la activacion de
c-Src, que forma el complejo p-Src/ZO-1 (zonula occludens) y provoca el rompimiento de las uniones
estrechas, asi como un incremento en la expresion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(human epidermal growth factor receptor 2, HER2). Estos cambios correlacionan con una disminucion de
marcadores epiteliales como ocludinas y la proteina homologa de crumbs 3 (crumbs protein homolog 3,
CRB3), un incremento en la sintesis de N-cadherina y, un aumento en la migracion celular, efectos que son

bloqueados con el antiestrogeno ICI 182, 780 (Jiménez-Salazar et al. 2014).

Por otra parte, en lineas celulares de cancer de ovario epitelial humano, se ha demostrado que el tratamiento
con E2 (100 nM) aumenta la expresion de los factores SNAI1 y SNAI2, lo que conduce a la EMT, determinada

por los cambios morfoldgicos caracteristicos del fenotipo mesenquimal y un aumento en la migracién celular.
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Asimismo, en este tipo de cancer el E2 desencadena el comportamiento metastasico exclusivamente a través
del ER-a, mientras que el ER-} se opone a las acciones del ER-a e inhibe la EMT (Gallo et al. 2010; Park et
al. 2008). Se ha mostrado que la alta expresion de ZEB1 en ovario y endometrio esta correlacionada de manera
positiva con los altos niveles de E2 (Gallo et al. 2010; Hurt et al. 2008). Sin embargo, en cancer de endometrio
la falta de ER-a estd asociada con la EMT y con una supervivencia reducida (Wik et al. 2013). Ademas, el
tratamiento con E2 (10 nM) en células endometriales induce procesos de migracion, invasion y el fenotipo
mesenquimal (Qi et al. 2018). Asimismo, en células epiteliales benignas de prostata, el E2 (10 nM) induce la
EMT vy, el silenciamiento de ER-a la inhibe, mientras que el silenciamiento de ER- la promueve (Shi et al.

2017).

La sefializacion inducida por E2 a través del ER-a esté relacionada con la via de sefializacion del TGF-§,
uno de los principales inductores de la EMT, ya que diversas investigaciones han mostrado que ambas vias se
entrecruzan (Band and Laiho 2011). Ensayos de la actividad reportera de luciferasa realizados en células de
carcinoma de rifidon, mostraron que el tratamiento con E2 (10, 1, 0.1 0.01 uM) inhibe la via de sefalizacién
inducida por el TGF- en una manera dependiente de la concentracion, como resultado de una interaccion
directa entre el ER-a y el efector Smad3 (Matsuda et al. 2001). Posteriormente, se determind que la sefializacion
del ER-a inhibe la via del TFG-f al formar un complejo con Smad2/3 y con la ubiquitina ligasa Smurf, que
promueve la ubiquitinacion de SMAD y su subsecuente degradacion por el proteosoma (Ito et al. 2010). En las
células MCF-7 de cancer de mama, tanto el E2 como el TGF- promueven la migracion celular, pero el
tratamiento conjunto E2+TGF-f inhibe el efecto en la migracion, esto, como resultado de una disminucion en
los niveles de fosforilacion de Smad2 y Smad3, asi como de la actividad reportera de luciferasa (Malek et al.
2006). También se ha mostrado que el ER-a, cuando se une a los EREs, puede formar un complejo con el
efector SMAD4 a través del dominio AF-1. Al unirse, SMAD4 actiia como un represor de los genes blanco del
ERa (Wu et al. 2003). Ademas, se ha sugerido que la inhibicién de la via del TGF-B por el ER involucra
mecanismos no genodmicos a través del GPR30, el cual induce la activacion de las MAPKSs, que a su vez,

interfieren con la activacion de la proteina SMAD?2 (Kleuser et al. 2008).

Los resultados descritos, demuestran la importancia del contexto especifico y del tipo celular en los efectos
del E2 sobre la EMT, asi como de sus interacciones con otras vias de sefializacion. Sin embargo, aunque se ha
establecido que existe una relacion entre las acciones del E2 y la malignidad del GBM, no se ha investigado si
el E2 participa en la EMT de este tumor, ni tampoco como se relaciona con otras vias de sefializacion que son

conocidas por promover la EMT, como la via del TGF-p.
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[1. Planteamiento del problema

La EMT es un programa de plasticidad celular cuya desregulacion promueve la progresion tumoral del
GBM. En este tumor se han descrito diversas vias de sefializacion que activan la transicion, no obstante,
no se tiene claro el papel que tienen otros factores que se encuentran dentro del microambiente tumoral.
Aunque la sefializacion del ER-a esta implicada en la induccion de la EMT en algunos tejidos responsivos
a E2, esto aun se desconoce en el contexto del GBM. Considerando que la expresion de los ERs ha sido
vinculada con la progresion maligna de los astrocitomas, en este trabajo se estudiaron los efectos que tiene

el E2 sobre la induccion de la EMT en lineas celulares derivadas de GBM humano.

V. Hipotesis

La administracion de E2 en cultivos de células derivadas de GBM humano induce la EMT al promover
un fenotipo con morfologia mesenquimal, aumento en los niveles de expresion de los marcadores de la

EMT, asi como mayor capacidad migratoria e invasiva.
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5.1

5.2

Objetivos

OBIJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos que tiene el E2 sobre la induccion de la EMT en células derivadas de GBM

humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar la expresion basal del ER-a y ER-B a nivel de mRNA y proteina en lineas celulares

derivadas de GBM humano.

Analizar el efecto del E2 sobre los cambios en la morfologia celular y su relacion con la

reorganizacion de los filamentos de actina.

Evaluar el efecto del E2 sobre la expresion del marcador epitelial ZO-1 y de los marcadores

mesenquimales vimentina y N-cadherina.
Estudiar el impacto que tiene el E2 sobre los procesos celulares de migracion e invasion celulares.

Realizar tratamientos con agonistas y antagonistas selectivos del ER-a y del ER-B para determinar

el subtipo del ER a través del cual el E2 ejerce los efectos observados.

Evaluar el efecto que tiene el tratamiento conjunto de E2+TGF-f3 sobre la morfologia celular y la

expresion de marcadores de la EMT.

Analizar la relacion entre la expresion del ER-a y los niveles de fosforilacion de los efectores Smad?2

y Smad3.
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VI.

Estrategia Experimental

6.1 CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares derivadas de GBM humanos U87, U251, T98 y LN229 (American Type Culture
Collection, ATCC, Manassas, Virginia, EUA) se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle
Medium, Cat. N° L0107-500) enriquecido con glucosa y suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% (Cat. N° S1650), piruvato 1 mM (Cat. N° L0642-100), antibiotico 1 mM (estreptomicina 10 g/l,
penicilina G 6.028 g/l y anfotericina B 0.025 g/I, Cat. N° L0010) y aminoacidos no esenciales 0.1 mM
(Cat. N° X0557-100) [Biowest, Nuaillé, Pays De La Loire, Francia]; a una temperatura de 37°C y una
atmosfera himeda con 5% de CO. La Tabla 1 describe las principales caracteristicas de las cuatro lineas
celulares que se utilizaron, y muestra que a pesar de que los cuatro tipos celulares derivan de un astrocitoma
de grado IV (GBM), su perfil molecular es diferente, por lo que el fenotipo varia entre cada una de ellas.
Por esta razon se utilizamos estas cuatro lineas celulares, para determinar si los efectos del E2 son
constantes en los cuatro tipos de células de GBM o si varian debido a sus diferencias moleculares. Ademas,
hay que resaltar que las células U251 muestran un fenotipo que corresponde con los subtipos clasico y
proneural, mientras que las células U887 muestran un fenotipo mesenquimal. Como se menciond
anteriormente, el subtipo proneural estd relacionado con un prondstico mas favorable y el subtipo
mesenquimal tiende a tener la peor tasa de supervivencia (Lin et al. 2014; Olar and Aldape 2014; Phillips
et al. 2006). Estas dos lineas celulares se utilizaron en la mayoria de los experimentos descritos mas

adelante por esta razon.

Veinticuatro horas antes de los tratamientos experimentales, el medio de cultivo se cambié por DMEM
sin rojo de fenol (Cat. N°® ME-019, In Vitro, México) suplementado con SFB libre de hormonas al 10%
(Cat. N° SH30068.03, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), piruvato 1 mM,
antibidtico 1 mM y aminodcidos no esenciales 0.1 mM. En cada caso correspondiente, las células fueron
tratadas con vehiculo 1 (B-ciclodextrina al 0.01%, Cat. N° C4805); vehiculo 2 (dimetil sulféxido, DMSO
al 0.01%, Cat. N° 472301); E2 (10 nM, Cat. N° E4389) [Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA],
agonista selectivo del ER-a: PPT (10 nM, Cat. N° 1426), agonista selectivo del ER-B: DNP (10 nM, Cat.
N° 1494), antagonista selectivo del ER-a: MPP (1 uM, Cat. N° 1991), antagonista selectivo del ER-f3:
PHTPP (1 uM, Cat. N° 2662) [Tocris, Bristol, Reino Unido] y TGF-B (10 ng/ml, Cat. N° 100-21C,
PeproTech, Rocky Hill, New Jersey, EUA). En los tratamientos conjuntos, los antagonistas MPP y PHTPP

se agregaron dos horas antes que el E2.
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Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas en este estudio.

Caracteristicas * U251 us7 T98G LN229

Glioma Astrocitoma humano Astrocitoma Astrocitoma humano Astrocitoma
humano humano

Grado de

malignidad IV: GBM IV: GBM IV: GBM IV: GBM

Morfologia Pleomorfico/astrocitoide Epitelial Fibroblastico Epitelial

Paciente * Hombre, edad Hombre, edad Hombre, 61 afios Mujer, 60 afios

desconocida desconocida
Genes mutados TP53, EGFR, PTEN, NF1, ATRX, TP53, PTEN, KDMS5A TP53, pl6
NF1 PTEN, CDKN2A

Sobreexpresion EGFR, PDGFR - - -

de receptores

Subtipo Clasico/Proneural Mesenquimal Proneural/Mesenquimal -

molecular *

* Caracteristicas obtenidas de la base de datos de la ATCC (American Type Culture Collection).
+ Paciente del cual se extrajo el tumor de origen.
+ Designado unicamente por la sobreexpresion de genes caracteristicos de cada subtipo, mas no por el perfil molecular

completo de Verhaak et al. 2010.

6.2 ANALISIS DE LA MORFOLOGIA CELULAR

El fenotipo epitelial se caracteriza por tener una forma poligonal, mientras que el fenotipo
mesenquimal presenta una forma de huso (fusiforme). Por lo tanto, las caracteristicas geométricas entre el
fenotipo epitelial y el mesenquimal difieren entre si. Las caracteristicas geométricas de una célula se
pueden cuantificar utilizando software de alto rendimiento (Bakal et al. 2007; Carpenter et al. 2006; S.
Chen et al. 2012; Ren et al. 2015). Los cambios morfologicos de las células U251, U87, T98G y LN229
tratadas con vehiculo (ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), TGF-f (10 ng/ml) y E2+ TGF-, se observaron
a las 0, 48 y 72 h mediante microscopia de contraste de fases (microscopio invertido Olympus 1X71,
Shinjuku, Tokio, Japon) y se capturaron digitalmente seis campos arbitrarios para cada uno de los
tratamientos. La Figura 7 describe esquematicamente la metodologia general que se llevo a cabo para el
analisis cuantitativo de la morfologia celular. Se utilizo el software Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems
Inc., San Jose, California, EUA) para procesar la correccion de fondo y la iluminacion de las imagenes
capturadas. Posteriormente, se determind la orientacion, la forma y la posicion de cada una de las células
en cada imagen para segmentarlas con el software Image-Pro10.0.6 (Media Cybernetics Inc., Rockville,
Maryland, EUA), que tiene algoritmos automatizados para identificar, separar y cuantificar cada una de
las células que aparecen en la imagen. Esta cuantificacion permite la extraccion de caracteristicas
geométricas que determinan los parametros morfoldgicos de las células segmentadas en el plano

bidimensional (Tabla 2).
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Figura 7. Estrategia experimental de . Captura de la imagen
analisis cuantitativo de la morfologia

celular. Las células tratadas con vehiculo

(V, ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), Procesamiento
TGF-B (10 ng/ml) y E2+ TGF-B, se
observaron por microscopia de contraste de
fases y se capturaron digitalmente

L, . . . Localizaciéon celular
Imagenes en seis campos arbitrarios por

cada tratamiento a las 0, 48 y 72 h. Las 1
imagenes capturadas se procesaron con el P
software Adobe Photoshop CS6 para Segmentacion QJf 5 4
igualar el color del fondo y corregir la 4 3
iluminacion. Se utilizé el software ImagePro 4
paralocalizar a las células, segmentarlas de TR TV e e K R sad %9 .{.
acuerdo con su forma y cuantificar las ~ 1
caracteristicas geométricas en el plano {4 L# 4}
bidimensional. .

.
Tabla 2. Descripcion de los parametros morfoldgicos del software Image-Pro.
Parametros Definicion
Area Area incluida en el poligono que define el contorno de la figura. ‘
Eje mayor Longitud del eje mayor de una elipse imaginaria que rodea a la figura. @
Eje menor Longitud del eje menor de una elipse imaginaria que rodea a la figura. @
Aspecto Proporcién entre el eje mayor y el eje menor de la elipse. @
Altura de la caja (Y) Altura del cuadro delimitador de la figura. 5
Ancho de la caja (X) Ancho del cuadro delimitador de la figura H'J
Caja XY Proporcion entre el ancho y la altura del cuadro delimitador. Ea
Circularidad Proporcion del area entre el diametro de un circulo que lo rodea la figura. @
Perimetro Longitud de la region que rodea a la figura. 8




6.3 RT-QPCR

El 4cido ribonucleico (ribonucleic acid, RNA) total de las células se obtuvo usando el método de
guanidina tiocianato-fenol-cloroformo con el reactivo TRIzol LS Reagent (Cat. N° 10296028, Thermo
Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del proveedor. El RNA extraido se midi6 por espectrofotometria
(Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific) y su integridad se verifico por electroforesis con un gel de
agarosa al 1.5% en solucion de tris-borato-acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (TBE: tris 89 mM,
borato 89 mM, EDTA 2.0 mM, pH 8.3) analizado por la fluorescencia del reactivo GreenSafe (Cat. N°
MB13201, NZYTech, Lumiar, Lisboa, Portugal). E1 RNA de astrocitos humanos se adquirié de ScienCell
Research Laboratories (Cat. N° 1805, Faraday Ave, Carlsbad, EUA). Se utilizo la transcriptasa inversa
del virus de la leucemia murina (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, M-MLV RT,
Cat. N° 28025013, Thermo Fisher Scientific) para obtener el DNA complementario de 1 pg de RNA
extraido siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor. La expresion relativa al gen de RNA
ribosomal 18S se cuantifico a través de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (quantitative
Polymerase Chain Reaction, gPCR) utilizando oligonucledtidos estandarizados para cada gen de interés

(Tabla 3).

Se utilizo el kit FastStart DNA Master SYBR Green | (Cat. N° 12239264001) para realizar la
amplificacion en el equipo LightCycler 2.0 (N° 03531414001) [Roche, Grenzacherstrasse, Basilea, Suiza].
Las condiciones de reaccion programadas en el equipo fueron las siguientes: un ciclo de pre-incubacién
(95°C/10min), 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95°C/10s, alineacion a 59°C/5s, extension
a 72°C/10s), un ciclo para el analisis de la temperatura de disociacion del amplificado (melting curve,
desnaturalizacion a 95°C/0s, alineacion a 65°C/15s, fusion a 95°C/0s) y un ciclo de enfriamiento

(40°C/1min). La expresion relativa se cuantifico por el método comparativo 224¢t (Pfaffl 2001; Schmittgen

and Livak 2008).
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Tabla 3. Propiedades de los oligonucleétidos disefiados.

Tamario del
Gen Secuencia Longitud (nc) | amplificado (pb) | TM (°C) %GC

Fw: 5'- AGCACCCTGAAGTCTCTGGA-3’ 20 60.18 55

ESR1 153
Rv: 5'- GATGTGGGAGAGGATGAGGA-3’ 20 57.91 55
Fw: 5'- AAGAAGATTCCCGGCTTTGT-3" 20 57.41 45

ESR2 173
Rv: 5- TCTACGCATTTCCCCTCATC-3" 20 57.09 50
Fw: 5- GGACCAGCTAACCAACGACA-3’ 20 59.97 55

VIM 178
Rv: 5- AAGGTCAAGACGTGCCAGAG-3’ 20 59.97 55
Fw: 5'- CTGGAGACATTGGGGACTTC-3’ 21 57.59 55

CDH2 109

Rv: 5- GAGCCACTGCCTTCATAGT-3’ 19 56.82 52.63

Fw: 5'- GCCATTCCCGAAGGAGTTGA-3’ 20 60.04 55

TJP1 174
Rv: 5'- ATCACAGTGTGGTAAGCG-3’ 18 54.65 50
Fw: 5'-AGTGAAACTGCGAATGGCTC-3’ 20 64.3 50

18S 167
Rv: 5-CTGACCGGGTTGGTTTTGAT-3’ 20 65.9 50

Fw (forward): oligonucleodtido sentido; Rv (reverse): oligonucledtido antisentido; nc: nucledtidos; pb: pares de bases; TM: melting

curve; CG: citosina-guanina. ESR1 (ER-a); ESR1 (ER-); VIM (vimentina); CDH2 (N-cadherina); TJP1 (ZO-1); 18S (rRNA 18S).

6.4 WESTERN BLOT

Las células U251, U87, T98G y LN229 se despegaron de las placas de cultivo con una solucion salina
amortiguada con fosfatos fria (phosphate-buffered saline, PBS: NaCl 137 mM, KC1 2.7 mM, Na;HPO4
10.0 mM, KH>PO4 1.8 mM, pH 7.4) y un raspador de células. La disolucion celular se centrifugd a 45xg
por 3 min, y el precipitado celular se homogenizé con la solucion del ensayo de radioinmunoprecipitacion
(radio-immuno-precipitation assay, RIPA: tris-HCI 50 nM, NaCl 150 nM, triton X-100 1%, sodium
dodecyl sulfate, SDS 0.1%) complementado con un coctel de inhibidores de proteinasas (P8340, Sigma-
Aldrich). Las proteinas totales se obtuvieron por centrifugacion a 20,817xg a 4°C por 15 min y se
cuantificaron por espectrofotometria (NanoDrop 2000) con el reactivo Pierce 660 nm protein assay (Cat.
N° 22660) [Thermo Fisher Scientific]. Se utiliz6 una concentracion de 30 ug de proteinas para separarlas
por electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS- polyacrylamide gel electrophoresis,
PAGE) al 10% con un voltaje de 80 V. Las proteinas fueron transferidas a membranas de fluoruro de
polivinilideno (polyvinylidene fluoride, PVDF, Cat. N° IPVH00010, Merck, Kenilworth, New Jersey,
EUA), durante 45 min a 25 V en condiciones semi-hiimedas a temperatura ambiente. Posteriormente, las
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membranas se incubaron en una solucion de bloqueo de albamina de suero bovino (bovine serum albumin,
BSA, Cat. N° ALB-01, In vitro) al 5% en solucion salina amortiguada con tris-tween (tris-buffered saline-
tween, TBST: NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, tween 0.1%, pH 7.6) durante 2 h a 37°C en agitacion
constante. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios: anti-ER-a (2 pg/ml, policlonal de
conejo, Cat. N° ab3575, Abcam, Cambridge, Reido Unido); anti-ER-B (0.4 pg/ml, monoclonal de raton,
Cat. N° 1531: sc-53494) anti-ZO-1 (0.6 pg/ml, monoclonal de rata, Cat. N° R40.76: sc-33725); anti-N-
cadherina (0.8 pg/ml, monoclonal de raton, Cat. N° D-4: sc-8424); anti-vimentina (0.4 pg/ml, monoclonal
de raton, Cat. N° V9: sc-6260); anti-a-tubulina (0.4 pg/ml, monoclonal de raton, Cat. N° A-6: sc-398103)
[Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA]; anti-Smad2/3 (1:500, monoclonal de conejo, Cat. N°
D7G7: 8685S) y anti-fosfo-Smad2 (1:500, monoclonal de conejo Ser465/467, Cat. N° 138D4: 3108S)
(Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, EUA), todos diluidos en solucion de bloqueo (BSA
5%/TBST) durante 48 h a 4°C. Posteriormente, se lavaron las membranas con TBST tres veces cada 5
min y se incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a la peroxidasa de rabano picante
(horseradish peroxidase, HRP): anti-conejo (0.06 pug/ml, policlonal de cabra IgG (H+L) [Immunoglobulin
G containing 2 heavy chains (H) and 2 light chains (L)], Cat. N° 65-6120, Thermo Fisher Scientific), anti-
raton (0.013 ug/ml, cadena ligera IgGxk de ratdon recombinante, Cat. N° sc-516102, SC Biotechnology) y
anti-rata (0.06 pg/ml, policlonal de cabra IgG (H+L), Cat. N° ab97057, Abcam) durante 45 min a
temperatura ambiente y en agitacion constante. Se realizaron cinco lavados con TBST de 5 min cada uno.
Las especies inmunoreactivas se identificaron por quimioluminiscencia exponiendo las bandas
caracteristicas de la proteina de interés en las placas fotograficas de Kodak Biomax Light Film (Cat. N°
7370371, Sigma-Aldrich), después de incubar por 10 min las membranas con el reactivo Supersignal West
Femto (Cat. N° 34096, ThermoFisher Scientific). Las imagenes fueron tomadas con una camara digital de
14.1 megapixeles (SD1400IS, Canon, Ota, Tokio, Japoén) y se analizaron por densitometria con el

programa ImageJ 1.52u (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA).

6.5 INMUNOFLUORESCENCIA

Las células U251 y U87 se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% a temperatura ambiente durante
20 min, se lavaron con PBS y luego, se incubaron en solucion de bloqueo permeabilizante (1% de BSA;
1% de glicina, 0.2% de Triton X-100, diluido en PBS) a temperatura ambiente durante 90 min.
Posteriormente, las células se incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpos primarios: anti-actina (4

ug/ml, policlonal de cabra, Cat. N° C-11: sc-1615); anti-ZO-1 (8 pg/ml, monoclonal de rata, Cat. N°
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R40.76: sc-33725); anti-N-cadherina (8 pg/ml, monoclonal de raton, Cat. N° D-4: sc-8424); anti-vimentina
(4 png/ml, monoclonal de raton, Cat. N° V9: sc-6260) [Santa Cruz Biotechnology], y anti-Smad2/3 (1:200,
monoclonal de conejo, Cat. N° D7G7: 8685S, Cell Signaling Technology). Las células se enjuagaron tres
veces cada 5 min con solucion PBST (PBS con 0,05% de tween) y se incubaron durante 90 min a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes: anti-raton (4 pg/ml, IgG policlonal
de cabra (H+L) Alexa Fluor 488, Cat. N°® A11001, ThermoFisher Scientific); anti-rata (4 pg/ml, IgG
policlonal de cabra (H+L) Alexa Fluor 488, Cat. N° ab150157, Abcam), anti-cabra (8 pug/ml, IgG-FITC
(fluorescein isothiocyanate) de burro, Cat. N° sc-2024, Santa Cruz Biotechnology), y anti-conejo (4 ug/ml,
IgG policlonal de cabra (H+L) Alexa Fluor 568, Cat. N° A11011, ThermoFisher Scientific); y nuevamente
se enjuagaron con PBST tres veces cada 5 min. Los nucleos se tifieron con Hoechst 33,342 (1 mg/ml, Cat.
N° 62249, ThermoFisher Scientific) a temperatura ambiente durante 7 min y se enjuagaron tres veces cada
5 min con PBST. Finalmente, las células se cubrieron con un medio de montaje (Cat. N° 18606-20,
Polysciences, Valley Rd, Warrington, EUA) y se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia
(Bx43, microscopio optico Olympus), capturando digitalmente seis campos arbitrarios con un aumento total
de 400X. La densidad de fluorescencia se midi6 como densidad integrada desde el ment Analizar del

software Imagel.

6.6 MIGRACION CELULAR

Los ensayos de cierre de herida (wound healing) determinaron la capacidad migratoria de las células.
Las células U251 y U87 crecieron en DMEM con rojo de fenol suplementado hasta alcanzar una
confluencia del 70%, y luego, el medio se cambiéo a DMEM sin rojo fenol suplementado y se incub6 a 37°C
en una atmoésfera humidificada con 5% de CO». Al llegar a una confluencia del 90%, se hizo una herida
sobre la monocapa de células con una punta de pipeta de 200ul. Las células flotantes se enjuagaron con
PBS y se afiadié nuevamente DMEM sin rojo fenol suplementado. Para descartar efectos en la migracion
debido a un aumento en la proliferacion celular, una hora antes de agregar los tratamientos experimentales,
las células se incubaron con clorhidrato de citosina 3-D-arabinofuranosido/Ara-C (10uM, Cat. N° C1768,
Sigma-Aldrich), un inhibidor selectivo de la sintesis de DNA. Las imagenes del area de la herida se
capturaron en un aumento de 100X con una camara Infinity 1-2C (Lumenera, Ottawa, Ontario, Canada)
conectada a un microscopio invertido (CKX41 Olympus) a las 0, 12 y 24 h de tratamiento, y se analizaron

utilizando el complemento MRI Wound Healing Tool del software ImageJ.
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6.7

6.8

INVASION CELULAR

El ensayo de Transwell determiné el potencial de invasion de las células. Se colocaron insertos de
Transwell con un grosor de membrana de 10 um y un tamano de poro de 8 um (Cat. N° 3422, Corning,
Corning, New York, EUA), en placas de 24 pozos, y cada pozo se cubrio con 50 pul de gel ECM de sarcoma
murino Engelbreth-Holm-Swarm (2 mg/ml, Cat. N° E1270, Sigma-Aldrich), diluido en DMEM sin rojo de
fenol ni suplemento e, inmediatamente se incubaron a 37°C durante dos horas. Después, 15,000 células
U87 0 10,000 células U251 suspendidas en 150 pl de DMEM (sin rojo fenol ni suplemento) con Ara-C (10
uM) y el tratamiento correspondiente, se agregaron al inserto superior, mientras que los pozos inferiores se
llenaron con 500 ul de DMEM suplementado con 10% de SFB (quimio-atrayente). Finalmente se incubaron
las placas durante 24 horas a 37°C en una atmoésfera humidificada con 5% de COz. Los insertos Transwell
se enjuagaron con PBS, se fijaron con PFA al 4% durante 20 min y se tifieron con cristal violeta al 0.1%
durante 20 min adicionales. Los insertos se lavaron cada 15 min tres veces con PBS para eliminar el exceso
de colorante. Finalmente, las iméagenes de las células invasoras se capturaron con un aumento de 100X en
una camara Infinity 1-2C (Lumenera) conectada a un microscopio invertido (CKX41 Olympus) y se

analizaron usando el complemento Cell Counter en el software Imagel.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron y graficaron con el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego,
California, EUA). El andlisis estadistico entre grupos comparables se realizé utilizando un analisis de
varianza (analysis of variance, ANOVA) unidireccional con una prueba posterior de Tukey. El analisis del
curso temporal se realizéd utilizando una prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba posterior de
Bonferroni para comparar las medias replicadas por fila. Los valores de p<0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los datos graficados son representativos de tres experimentos

independientes para cada tratamiento.
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VII. Resultados

7.1 Expresion diferencial de los subtipos ER-a y ER-$ en las células de GBM humano

Los receptores intracelulares ER-o y ER-3 se expresan en diferentes regiones del CNS, donde intervienen
en muchas funciones esenciales del tejido nervioso (Barth et al. 2015). Se ha mostrado que los niveles de
expresion de estos receptores disminuyen en los tumores cerebrales, particularmente en astrocitomas, lo que
sugiere que su actividad esta relacionada con los mecanismos patoldgicos involucrados en el desarrollo tumoral
(Batistatou et al. 2004; Gonzalez-Arenas et al. 2012; Khalid et al. 1995; Sareddy et al. 2012; Wan et al. 2018).
Para llevar a cabo un analisis de los efectos del E2 relacionados con sus receptores intracelulares, primero se
caracterizo la expresion de ambos subtipos del ER en cuatro lineas celulares derivadas de GBM humano: U251,

U87, T98G y LN229 (Figura 8).

Los mRNAs de los genes ESR1, que codifica para el ER-a, y ESR2, que codifica para el ER-B; se
expresaron en las cuatro lineas células de GBM y en astrocitos normales de humano (normal human astrocytes,
NHA) (Figura 8A). Hubo una mayor expresion de ESR1 y ESR2 en los astrocitos que en las células de GBM.
Entre las células de GBM, el gen ESRI1 se expres6 en mayor proporcion en las células U251, mientras que
ESR2 tuvo una mayor expresion en las células U87. La expresion de los receptores también fue evaluada a
nivel de proteina, donde identificamos tanto al ER-a como a las isoformas 1 y 5 del ER-B (Figura 8B). En los
cuatro tipos celulares, el contenido del ER-a también resulté ser mayor que el de cada una de las isoformas del

ER-fB; mientras que la isoforma ER-B; se expresé en mayor cantidad que la isoforma ER-f3s.

Por consiguiente, los dos subtipos de receptores intracelulares ER-o y ER-B se expresaron
diferencialmente tanto a nivel transcripcional como de proteina en las cuatro lineas celulares derivadas de GBM
humano. Como ambos subtipos del ER se expresaron en las cuatro lineas celulares de GBM utilizadas, se
considerd que estas células son un modelo experimental apropiado para evaluar los efectos que tiene el E2 a
través de estos receptores en el contexto del GBM. Ademas, observamos que las células U251 fueron las que
expresaron en mayor proporcion el ER-a, mientras que las células U87 expresaron en mayor proporcion el ER-
[, en comparacion con las otras lineas celulares. Por esta razon, utilizamos estas dos lineas células en todos los
experimentos en donde se determinaron los efectos asociados a la EMT, para evaluar una posible diferencia

entre los efectos observados en cada tipo celular.
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FIGURA 8. Expresion de los subtipos ER-a y ER-f en células derivadas de GBM humano. (A) La expresion de los
genes ESR1 y ESR2 relativa al gen de referencia 18S rRNA se cuantificé por RT-qPCR usando el método comparativo
284Ct en una muestra de RNA total de astrocitos de humano (normal human astrocytes, NHA) y en las células U251,
U87, T98G y LN229. Ambos subtipos del receptor se expresaron en menor cantidad en las células de GBM que en los
astrocitos; mientras que la relacion ESR1/ESR2 fue mayor en las células de GBM que en astrocitos. *p<0.05 vs todos
los demas grupos; cada barra representa la media +EEM, n=3. (B) El contenido de ERa y ERp se determino en las
mismas células de GBM por Western blot. Se presenta el analisis densitométrico de la expresion del ER-a y ER-3 con
sus respectivas bandas representativas. Se utilizé a-tubulina como control de carga. *p<0.05 ER-o vs ER-B1/5,y ER-B1vs
ER-ps; cada barra representa la media + EEM, n= 3.
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7.2 El tratamiento con E2 induce cambios morfologicos en las células de GBM

Por definicion, la EMT es un proceso que implica cambios en la forma y tamaiio celular. Por lo tanto, el
analisis de la morfologia celular es una de las principales evaluaciones que se realizan para caracterizar la
EMT. En este trabajo, las células U251, U87, T98G y LN229 se observaron por microscopia de contraste de
fases mientras eran cultivadas bajo los tratamientos con E2 (10 nM), TGF-f (10 ng/ml) y E2+TGF-p al inicio
y, a las 48 y 72 h. La concentracion de E2 estuvo basada en un trabajo previo de nuestro laboratorio en donde
se muestra que el E2 induce el crecimiento celular y la expresion de genes relacionados con la proliferacion en
células derivadas de GBM humanos (Gonzélez-Arenas et. Al. 2012). Se establecié el tratamiento de TGF-
como control positivo sobre la induccion de la EMT para compararlo con los efectos del E2. Ademas, debido
a los antecedentes previamente mencionados que sefialan la existencia de un entrecruzamiento (crosstalk) entre
la sefializacion del E2-ER y del TGF-B-Smad2/3 (Band and Laiho 2011; Ito et al. 2010; Malek et al. 2006;
Matsuda et al. 2001; Wu et al. 2003), se realiz6 el tratamiento conjunto de E2+TGF- para evaluar la relacion
entre ambos factores sobre los cambios morfoldgicos relacionados con la EMT dentro el contexto del GBM.
Las imagenes representativas que se capturaron de las células U251 y U87 (Figure 9) y, T98G y LN229
(Figure 10), revelan que, al inicio de los tratamientos, las cuatro lineas celulares presentaron una morfologia
caracteristica. Sin embargo, desde las 48 h, las células que fueron tratadas con E2 y TGF-f3, mostraron una
morfologia alargada con las extremidades més estrechas que el centro, en comparacion con las células que solo
fueron tratadas con vehiculo. Ademas, el tratamiento conjunto de E2+TGF-f bloque¢ los efectos tanto del E2
como del TGF-f3 a las 48 y 72 h. Este comportamiento fue muy similar entre los cuatro tipos celulares. Para
determinar estos cambios morfologicos de manera cuantitativa, se midieron cuatro parametros geométricos
con el software ImagePro Plus: circularidad, caja XY (ancho/altura), aspecto (¢je mayor/menor) y perimetro.
En este contexto, valores cercanos a la unidad (1) de las medidas de circularidad y caja XY son caracteristicos
de una forma poligonal, mientras que altos valores de las medidas del aspecto y el perimetro se consideran
propios de un aspecto fusiforme. En las graficas que representan esta cuantificacion se observa que, con
respecto al vehiculo y el tratamiento conjunto de E2+TGF-p, las células que recibieron los tratamientos con
E2 y TGF-B, la circularidad y la caja XY disminuyeron, mientras que el aspecto y el perimetro aumentaron.

En general, los resultados obtenidos con los tratamientos de E2 y TGF-B en las cuatro lineas celulares,
concuerdan con el cambio de los pardmetros geométricos de una figura poligonal hacia una fusiforme, que
corresponden con el fenotipo epitelial y mesenquimal, respectivamente. Por lo tanto, mostramos que los
tratamientos independientes con E2 y TGF- promueven cambios morfoldgicos asociados a la EMT. Ademas,
el tratamiento conjunto de E2+TGF-3 bloque6 los efectos de ambos factores. Los mecanismos a través de los

cuales sucede este bloqueo aun quedan por ser determinados.
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FIGURA 9. Cambios morfolégicos en las células U251 y U87 por efecto del E2 y el TGF-p. Las células (A) U251 y
(B) U87 se observaron por microscopia de contraste de fases con un aumento de 400x a las 0, 48 y 72 h después de
agregar los tratamientos con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), TGF-B (10 ng/ml) y E2+TGF-f. A la
izquierda, se presentan las imagenes representativas de las células. Desde las 48 h, las células que recibieron el
tratamiento con E2 y TGF-, presentaron un aspecto fusiforme en comparacioén con el V, mientras que en el tratamiento
conjunto este efecto se inhibid. Barra de aumento blanca=100 um. A la derecha, en las graficas que representan la
cuantificacion de los parametros geométricos (circularidad, caja XY, aspecto, perimetro) se observa que los cambios
inducidos por los tratamientos de E2 y TGF-f fueron estadisticamente significativos. *p<0.05 vs V y E2+TGF-f; media
+ EEM, n=3.
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FIGURA 10. Cambios en la morfologia en las células T98G y LN229 por efecto del E2 y el TGF-g. Las células (A)
T98G y (B) LN229 se observaron por microscopia de contraste de fases con un aumento de 400x a las 0, 48 y 72 h
después de agregar los tratamientos con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), TGF-$ (10 ng/ml) y E2+TGF-
B. A la izquierda se presentan las imagenes representativas de las células. Desde las 48 h, las células que recibieron el
tratamiento con E2 y TGF-f, presentaron un aspecto fusiforme en comparacion con el V, mientras que en el tratamiento
conjunto este efecto se inhibid. Barra de aumento blanca=100 um. A la derecha, en las graficas que representan la
cuantificacion de los parametros geométricos (circularidad, caja XY, aspecto, perimetro) se observa que los cambios
inducidos por los tratamientos de E2 y TGF-f fueron estadisticamente significativos. *p<0.05 vs V y E2+TGF-f; media
+ EEM, n=3.
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7.3 Reorganizacion de los filamentos de actina por efecto del E2

Los cambios progresivos en la morfologia celular estan acompafiados por la reorganizacion de los
filamentos de actina. Las células que inducen la EMT, reorganizan los delgados filamentos de actina que se
encuentran principalmente en la superficie cortical de las células, en filamentos gruesos que contienen fibras
de tension (stress fibers) dinamicas que permiten el alargamiento de las células y la motilidad direccional
(O’Neill 2009). Para determinar si los cambios morfolégicos observados anteriormente estan relacionados con
cambios en la estructura de los filamentos de actina, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia (Figura 11).
En las células U251 incubadas con vehiculo, los filamentos de actina estuvieron predominantemente
organizados en haces que formaban una malla reticulada densa, estructura caracteristica de la actina cortical.
En contraste, en las células que fueron tratadas por 48 h con E2 (10 nM), los filamentos de actina se
ensamblaron en paralelo a lo largo de la superficie ventral de la célula, formando largas proyecciones hacia el
borde delantero, las cuales en el extremo mostraron sitios focales con alta concentracion de actina. Por su parte,
en las células U87 no se observaron los filamentos de actina con suficiente claridad. Sin embargo, en estas
células se observo en los bordes corticales una mayor proporcién de puntos focales concentrados de actina,
tanto en las células que recibieron tratamiento con E2 como en las que no. No obstante, las células que se
incubaron con E2, presentaron largas proyecciones de filamentos paralelos con alta concentracion de actina en

todo el borde.

Estos resultados revelan que la morfologia observada en las células tanto por microscopia de fases como
por inmunofluorescencia fue equivalente en las células U251 y U87. Por lo tanto, los cambios morfoldgicos

inducidos por efecto del E2 estan relacionados con una reorganizacion de los filamentos de actina.
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FIGURA 11. Efecto del E2 en la organizacion de los filamentos de actina de las células U251y U87. Las células fueron
tratadas con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%) y E2 (10 nM) por 48 h. La organizacion de los filamentos fue evaluada
a través de un ensayo de inmunofluorescencia para reconocer actina. Las células se observaron en un microscopio de
fluorescencia y se capturaron imagenes con un aumento de 400x en seis campos arbitrarios en cada grupo experimental.
Las células que recibieron el tratamiento con E2 presentaron cambios en la estructura de los filamentos de actina,
denotado por un aspecto fusiforme con largas proyecciones en comparacion con el vehiculo. Barra de aumento
blanca=100 pum.
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7.4 El tratamiento con E2 incremento la expresion de marcadores de la EMT

La EMT es un proceso celular que, en respuesta a diversas vias de sefalizacion, activa EMT-TFs que
modifican la expresion de genes que determinan el fenotipo celular. Durante la transicion, se lleva a cabo la
represion de genes epiteliales, principalmente aquellos que forman parte de los complejos de union intercelular;
al mismo tiempo que se activa la expresion de genes que caracterizan al fenotipo mesenquimal, como
componentes del citoesqueleto y proteinas de membrana que interactian con la ECM. Por lo tanto, una
estrategia ampliamente utilizada para caracterizar la EMT es la evaluacion de la expresion de estas proteinas,
que se utilizan como marcadores del fenotipo epitelial o mesenquimal (Lamouille et al. 2014). En este estudio,
se utiliz6 como marcador epitelial a la proteina periférica de membrana zonula occludens 1 (ZO-1, codificada
por el gen TJIP1), que se une a claudinas y ocludinas para formar uniones estrechas entre las células. Los
marcadores del fenotipo mesenquimal estudiados fueron la N-cadherina (codificada por el gen CDH2), una
proteina transmembranal que media las interacciones célula-célula y estd muy involucrada en la migracion
celular; y la vimentina (codificada por el gen VIM), una proteina de filamentos intermedios tipo III que
estabiliza las interacciones de un citoesqueleto muy dindmico. Para evaluar el efecto que tiene el E2 (10 nM)
sobre la expresion de estos tres marcadores en las células U251 y U87, se realizé un curso temporal de la

expresion a nivel del mRNA por RT-qPCR vy, a nivel de la proteina por western blot.

El E2 increment6 significativamente la expresion del gen TJP1 que codifica a la proteina ZO-1 en las
células U251 tnicamente a las 48 h, el de CDH2 desde las 24 h y el de VIM desde las 48 h. En cambio, el
contenido de la proteina ZO-1 no presentd cambios por efecto de la hormona, mientras que las proteinas N-
cadherina y vimentina aumentaron hasta las 72 h con E2 (Figura 12). El analisis de la expresion de los tres
marcadores por inmunofluorescencia nos permitid determinar su localizacion subcelular. En general, la
intensidad de fluorescencia de los tres marcadores aument6 significativamente en las células U251 que fueron
tratadas con E2 (Figura 13). En el caso de las proteinas de membrana ZO-1 y N-cadherina, las células que
fueron tratadas con vehiculo mostraron puntos de alta expresion en regiones localizadas sobre la membrana,
particularmente en los sitios de union celular. Sin embargo, en las células que recibieron el tratamiento con E2,
aumento la expresion de ambas proteinas a lo largo de toda la superficie celular, especialmente en las largas
proyecciones de los extremos celulares. Por su parte, los filamentos de vimentina se ensamblaron formando
una red dentro del citoplasma en las células sin E2, mientras que en las células incubadas con E2, los filamentos
se estructuraron paralelos a lo largo de la superficie ventral de la célula, particularmente sobre los extremos

celulares, de manera similar a los filamentos de actina.
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FIGURA 12. Efecto del E2 sobre la expresion de los marcadores de la EMT en las células U251. Las células U251 se
trataron con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%) y E2 (10 nM) por 0, 24, 48 y 72 horas. (A) Se cuantifico la expresion
del gen epitelial TJP1, y de los genes mesenquimales VIM y CDH2, por RT-qPCR usando el método comparativo 244t
con respecto al gen de referencia 18S rRNA. La expresion de los tres marcadores aumentd por efecto del E2 en
comparacion con el vehiculo con dinamicas temporales diferentes. (B) El contenido de ZO-1, vimentina y N-cadherina se
determino por Western blot. Se presenta el analisis densitométrico de la expresion de los marcadores con sus respectivas
bandas representativas. Se utilizo a-tubulina como control de carga. Unicamente aumenté la expresion de N-cadherina y
de vimentina a las 72 h. *p<0.05 vs V; media + EEM, n= 3.
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FIGURA 13. Efecto del E2 sobre la expresion de los marcadores de la EMT en las células U251. Las células U251 se
trataron con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%) y E2 (10 nM) por 48 horas. La expresion de los marcadores de la EMT
fue evaluada a través de un ensayo de inmunofluorescencia contra ZO-1, N-cadherina y vimentina. Las células se
observaron en un microscopio de fluorescencia y se capturaron imagenes con un aumento de 400x en seis campos
arbitrarios en cada grupo experimental La intensidad de fluorescencia de los tres marcadores aumento significativamente
en las células que recibieron el tratamiento de E2 con respecto a las que solo recibieron vehiculo. Barra de aumento
blanca=100 pm. *p<0.05 vs V; media + EEM, n=3.
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Las células U87 mostraron un comportamiento muy similar al de las células U251 (Figura 14). Con
respecto al vehiculo, el tratamiento con E2 aument6 significativamente la expresion de TIP1 y ZO-1 desde las
48 h; CDH2 desde las 24 h y N-cadherina desde las 48 h; VIM solo aument6 a las 24 h, y su expresion
disminuyo¢ a las 72h, mientras que el contenido de vimentina solo aument6 a las 72 h. Asimismo, la expresion
de los marcadores evaluada por inmunofluorescencia también mostrd que en las células tratadas con vehiculo,
las proteinas ZO-1 y N-cadherina se expresaron unicamente en regiones discretas de la membrana celular,
mientras que el tratamiento con E2 promovid que la expresion de ambas proteinas aumentara a lo largo de toda
la membrana. Por otro lado, en las células sin E2 los filamentos de vimentina se ensamblaron en forma de red
dentro del citoplasma, mientras que en las células incubadas con E2, los filamentos se estructuraron de manera

similar a los filamentos de actina, paralelos a lo largo de la superficie ventral de la célula (Figura 15).

Estos resultados revelan que el E2 regula la expresion de marcadores de la EMT. La regulacion del E2
sobre la expresion de ZO-1 fue diferente entre las células U251 y U87, posiblemente debido a los diferentes
perfiles de expresion entre estas células. Sin embargo, en ambas lineas celulares, el E2 aumentd
significativamente la expresion de marcadores mesenquimales, lo que sugiere que esta hormona promueve el

fenotipo mesenquimal de las células derivadas de GBM humano.
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FIGURA 14. Efecto del E2 sobre la expresion de los marcadores de la EMT en las células U87. Las células U87 se
trataron con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%) y E2 (10 nM) por 0, 24, 48 y 72 horas. (A) Se cuantifico la expresion

del gen epitelial TIP1, y de los genes mesenquimales VIM y CDH2, por RT-qPCR usando el método comparativo

2AACt

con respecto al gen de referencia 18S rRNA. La expresion de los tres marcadores aumentd por efecto del E2 en
comparacion con el vehiculo con dinamicas temporales diferentes. (B) El contenido de ZO-1, vimentina y N-cadherina
se determinod por Western blot. Se presenta el analisis densitométrico de la expresion de los marcadores con sus
respectivas bandas representativas. Se utilizd a-tubulina como control de carga. La expresion de los tres marcadores
aumento por efecto del E2 en comparacion con el vehiculo, desde las 48h en el caso de ZO-1 y N-cadherina, y a las 72h
en la vimentina. *p<0.05 vs V; media + EEM, n= 3.
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FIGURA 15. Efecto del E2 sobre la expresion de los marcadores de la EMT en las células U87. Las células U87 se
trataron con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%) y E2 (10 nM) por 48 horas. La expresion de los marcadores de la EMT
fue evaluada a través de un ensayo de inmunofluorescencia contra ZO-1, N-cadherina y vimentina. Las células se
observaron en un microscopio de fluorescencia y se capturaron imagenes con un aumento de 400x en seis campos
arbitrarios en cada grupo experimental. La intensidad de fluorescencia de los tres marcadores aumento significativamente
en las células que recibieron el tratamiento de E2 con respecto a las que solo recibieron vehiculo. Barra de aumento
blanca=100 pm. *p<0.05 vs V; media + EEM, n=3.
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7.5 EIl E2 promueve la migracion e invasion en las células de GBM

Una de las principales consecuencias funcionales de las células que se someten a la EMT es la adquisicion
de capacidades migratorias e invasivas, ya que tanto los cambios en la expresion génica como la reorganizacion
de los filamentos de actina permiten: 1) la individualizaciéon celular por el rompimiento de uniones
intercelulares; 2) la formacion de una polaridad frente-trasera con proyecciones de fibras de tension de actina
dindmicas en los bordes delanteros y; 3) la expresion de diversas proteinas que facilitan el movimiento celular
dentro de la ECM. Por lo tanto, la evaluacion del grado de migracion e invasion celular es una parte

fundamental de la caracterizacion de la EMT.

En este estudio, la migracion celular se evaltio por medio del ensayo de cierre de herida (wound healing
assay), que consistio en generar una herida sobre una monocapa de células confluentes y medir en determinados
intervalos de tiempo el area de la herida, la cual progresivamente se iba cerrando por las células que migraban
hacia ésta. Las células que tienen una alta capacidad de migracion cierran rapidamente la herida. Por otro lado,
la invasion celular se evalto usando el ensayo de transwell, que esta basado en el uso de un inserto que contiene
una membrana de policarbonato en la parte inferior con poros de 8 um que retienen a las células que hayan
logrado cruzar el gel ECM, que estd compuesto de una mezcla de proteinas secretadas por las células de
sarcoma de raton Engelbreth-Holm-Swarm, y que se asemeja a la ECM. Este complejo de proteinas es
degradado por las células que, al detectar un quimioatrayente (en este caso es el SFB al 10% en el medio que
se agrega por debajo de inserto), tienen la capacidad de invadir el gel y, eventualmente llegan a la membrana
de policarbonato, en donde se queda retenidas y posteriormente se tifien con colorante de cristal violeta para

contabilizarlas.

Las células U251 que fueron tratadas con E2 (10 nM) cerraron la herida mas rapido desde las 10 h de
tratamiento, en comparacion con las células que solamente fueron tratadas con vehiculo (Figura 16A).
Asimismo, el E2 provocd que un mayor numero de células U251 invadiera el gel de ECM que las células que
no recibieron la hormona (Figura 16B). De la misma forma, el tratamiento con E2 en las células U87
incremento la velocidad del cierre de la herida (Figura 16C) y el nimero de células que invadieron el gel de
ECM (Figura 16D). Estos datos revelan que el tratamiento con E2, ademéas de cambiar la morfologia celular
y regular la expresion de marcadores de la EMT, también aumenta la capacidad migratoria e invasiva de las

células derivadas de GBM.
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FIGURA 16. El E2 incrementa la migracion e invasion de células de GBM. Analisis de la capacidad migratoria e
invasiva de las células U251 y U87 que fueron tratadas con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%) y E2 (10 nM). (A-B)
Los ensayos de cierre de herida (wound healing) determinaron la capacidad migratoria de las células. Se presentan las
imagenes representativas del cierre de la herida a las 0, 10 y 20 horas, asi como la cuantificacion del area de la herida en
los tres tiempos. El E2 increment6 la capacidad migratoria de las células U251 y U87. (C-D) El ensayo de Transwell
determind el potencial de invasion de las células. Las células que invadieron se observan tefiidas con colorante cristal
violeta al 0.1%. Las imagenes representativas de las células que invadieron la membrana, asi como la cuantificacion del
numero de estas células, revelan que el tratamiento con E2 increment6 el potencial invasivo de las células U251 y U87.
*p<0.05 vs V; media £ EEM, n= 3.
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7.6  Los efectos del E2 asociados a la EMT son regulados a través del ER-a

El E2 ejerce sus efectos a través de varios tipos de receptores. Existen dos subtipos de receptores
intracelulares especificos a estrogenos, ER-o y ER-f, que son factores de transcripcion activados por ligando
que regulan directamente la expresion génica. Para determinar el subtipo de receptor intracelular a través del
cual el E2 promovio los efectos asociados a la EMT, se utilizaron agonistas y antagonistas especificos a los
dos subtipos del ER para evaluar la expresion de los marcadores de la EMT y la migracion celular. Para el ER-
a, se utiliz6 el PPT como agonista y el MPP como antagonista. En cambio, para el ER-B se utiliz6 el DPN

como agonista y el PHTPP como antagonista.

El tratamiento con el PPT, agonista selectivo al ER-a, incremento la expresion de los genes TIP1, CDH2
y VIM en las células U251 y U87(Figura 17A-B). Asimismo, el antagonista del ER-o. (MPP) bloque6 los
efectos del E2 en ambos tipos celulares. Los tratamientos con el agonista y antagonista selectivos al ER- no
mostraron tener ningun efecto significativamente estadistico en la regulacion de la expresion de los marcadores
de la EMT ni en las células U251 ni en U87 (Figura 17A-B). Estos datos sugieren que la regulacion del E2
sobre la expresion de los marcadores de la EMT es llevada a cabo a través del subtipo ER-o. Para verificar
funcionalmente el papel del ER-a en el proceso de la EMT, se llevaron a cabo ensayos de cierre de herida
usando el agonista PPT y el antagonista MPP. Las células U251 que fueron tratadas con PPT cerraron
rapidamente la herida desde las 10 h en comparacion con las células que solo recibieron el vehiculo, mientras
que el antagonista MPP bloqued el efecto del PPT (Figura 18A). De manera similar, ¢l tratamiento con PPT
incremento la velocidad del cierre de la herida de las células U87 en comparacion con el vehiculo, y el

tratamiento conjunto con MPP bloqueo los efectos del agonista (Figura 18B).
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FIGURA 17. Efecto de agonistas y antagonistas selectivos de ER-a y ER-f} sobre la expresion de marcadores de la
EMT en las células de GBM. Las células U251 (A) y U87 (B) se trataron por 48 horas con vehiculo (V: ciclodextrina al
0.01%+DMSO al 0.01%), E2 (10 nM), PPT (10 nM, agonista selectivo al ER-a), MPP (1 uM, antagonista selectivo al
ER-a), tratamiento conjunto de E2+MPP, DPN (10 nM, agonista selectivo al ER-B), PHTPP (1uM, antagonista selectivo
al ER-B) y el tratamiento conjunto de E2+PHTPP. Se cuantifico la expresion del gen epitelial TJP1, y de los genes

mesenquimales VIM y CDH2, por RT-qPCR usando el método comparativo

con respecto al gen de referencia 18S

rRNA. La expresion de los tres marcadores aumenté por efecto del PPT de manera similar al E2, y el tratamiento conjunto
con el MPP bloqued los efectos del E2. Cada barra representa la media + EEM, n= 3. *p<0.05 vs todos los demas grupos.



FIGURA 18. Efecto del agonista y antagonista selectivos de ER-a en la migracion de las células de GBM. Analisis de
la capacidad migratoria de las células (A) U251 y (B) U87 que fueron tratadas durante 20 horas con vehiculo (V: DMSO
al 0.01%), PPT (10 nM, agonista selectivo al ER-ar), MPP (1 pM, antagonista selectivo al ER-a) y el tratamiento conjunto
de PPT+MPP. Los ensayos de cierre de herida (wound healing) determinaron la capacidad migratoria de las células U87.
Se presentan las imagenes representativas del cierre de la herida a las 0, 10 y 20 horas, asi como la cuantificacion del
area de la herida en los tres tiempos. El PPT increment6 la capacidad migratoria de las células y el antagonista MPP
bloqueo sus efectos. Cada barra representa la media £ EEM, n= 3. *p<0.05 vs todos los demas grupos.
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7.7 EIE2y el TGF-p inhiben mutuamente sus efectos sobre la expresion de los marcadores de la EMT

Diversos estudios han establecido el entrecruzamiento de la via de sefializacion candnica del TGF-B con
la sefializacion del E2 (Ito et al. 2010; Malek et al. 2006; Matsuda et al. 2001; Schwartz et al. 2016; Wu et al.
2003). Esta intercomunicacién de las dos vias de sefializacion no se ha estudiado en el contexto del GBM.
Anteriormente, se mostrd en este trabajo que el tratamiento conjunto de E2+TGF-B bloquea los cambios
morfoldgicos que ambos inductores provocan individualmente en las células (Figuras 9-10); por lo que ahora,
se evaluo el efecto del E2 con el TGF-J sobre la expresion de los marcadores de la EMT en las células de GBM
(Figura 19). Se ha demostrado ampliamente que la red de sefalizacion del TGF-f juega un papel importante
en la EMT (Xu et al. 2009). En las células U251, el tratamiento con TGF-3 disminuy¢ la expresion de TJIP1 y
aumento la expresion de CDH2 y VIM. Asimismo, este resultado se replico a nivel de proteina, ya que el TGF-
B disminuyo la expresion de ZO-1 y aumento la expresion de N-cadherina y vimentina. La regulacion del TGF-
[ sobre la expresion de los marcadores de la EMT utilizados se diferencia de la regulacion del E2, ya que el
tratamiento con E2 aument6 la expresion de los tres marcadores (Figura 19A). En cambio, en las células U87
el TGF-B no modificé los niveles de TIP1 ni de ZO-1, pero si aumentd la expresion de los marcadores
mesenquimales (Figura 19B). En ambas lineas celulares, el tratamiento conjunto de E2+TGF-f3 inhibio los
efectos tanto del E2 como del TGF- en la regulacion de la expresion de los marcadores mesenquimales. Sin
embargo, el efecto del TGF-f sobre la expresion de TJIP1/Z0O-1 en las células U251 no se inhibid por E2, pero
si el efecto del E2 por TGF-B. Estos datos sugieren que la via de sefializacion del E2-ER-a interactia en algin
punto con la via del TGF-, por lo que los efectos de ambos factores sobre la expresion de los marcadores

mesenquimales se inhiben mutuamente.
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FIGURA 19-. Efectos del E2 y TGF-£ en la regulacion de la expresion de los marcadores de la EMT en las células de
GBM. Las células (A) U251 y (B) U87 se trataron por 48 horas con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM),
TGF-B (10 ng/ml) y E2+TGF-B. Se cuantifico la expresion del gen epitelial TJIP1, y de los genes mesenquimales VIM y
CDH2, por RT-gPCR usando el método comparativo 244 con respecto al gen de referencia 18S rRNA. El contenido de
ZO-1, vimentina y N-cadherina se determino por Western blot. Se presenta el analisis densitométrico de la expresion de
los marcadores con sus respectivas bandas representativas. Se utilizé a-tubulina como control de carga. *p<0.05 vs todos
los demas grupos; +p<0.05 vs V y E2/TGF-B; media + EEM, n=3.
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7.8 EI E2 inhibe la via de sefalizacion del TGF-$ al disminuir tanto la expresion de Smad2 y Smad3,

asi como los niveles de fosforilacion de Smad2

El TGF-B activo se une al receptor de serina/treonina cinasa tipo II (TBRII), lo que conduce al reclutamiento
del TBRI al complejo y su posterior fosforilacion. La cascada de sefalizacion estd mediada por la fosforilacion
de Smads regulados por receptor (R-Smads), Smad2 y Smad3. Los R-Smads fosforilados forman un complejo
con co-Smad, Smad4. Una vez formado, el complejo se transloca al ntcleo donde recluta coactivadores
transcripcionales como p300 y CBP [CREB(CAMP response element-binding protein)-binding protein] para
inducir la acetilacion y la activacion de la expresion de genes blanco de TGF- (Xu et al. 2009). Los estudios
que se han realizado con respecto al entrecruzamiento de la via de sefializacion del E2 y TGF-f han determinado
que el ER-a inhibe la via de sefializacion del TGF-f al interactuar directamente con los efectores Smads, ya sea
al inhibir su actividad por secuestro o por promover su degradacion (Ito et al. 2010; Malek et al. 2006; Matsuda
etal. 2001; Schwartz et al. 2016; Wu et al. 2003). Por lo tanto, en este estudio evaluamos los niveles de expresion
del ER-a y de los efectores R-Smads, Smad2 y Smad3, por efecto del E2 y del TGF-B (Figura 20, A-B). En las
células U251 y U87 el tratamiento separado con E2 y TGF- disminuy6 la expresion del ER-a, mientras que el
tratamiento conjunto de E2+TGF- la disminuy6 atn més. La expresion de Smad2 disminuyo6 por efecto del E2
solo en las células U87, y por el tratamiento E2+TGF-3 en ambas lineas celulares. Mientras tanto, la expresion
de Smad3 disminuy6 por efecto del E2 y E2+TGF-f en las células U251, y por E2, TGF-$ y E2+TGF-f en las
células U87. Por otro lado, también se evaltio el nivel de fosforilacion de Smad2 en los residuos de serina 465
y 467 por efecto de los tratamientos con E2 y del TGF-p (Figura 20, C-D). Tanto en las células U251 como en
las U87, el TGF-f aumento6 considerablemente la fosforilacion de Smad2 (phospho-Smad2, p-Smad?2), mientras

que el E2 bloqueo los efectos del TGF-p.

Para evaluar la activacion y subsecuente translocacion al nucleo de los efectores R-Smads, se realizd un
ensayo de inmunofluorescencia contra Smad2/3 para evaluar su localizacion subcelular. Las células que
recibieron vehiculo y E2 como tratamiento mostraron al complejo Smad2/3 localizadas principalmente en el
citoplasma; mientras que el tratamiento con TGF-B mostré que la mayoria de las células tenia al complejo
Smad?2/3 localizado en el ntcleo, sin embargo; el tratamiento conjunto de E2+TGF-f disminuy¢ la localizacion

nuclear de Smad2/3 tanto en las células U251 (Figura 21) como en las células U87 (Figura 22).

Finalmente, estos datos revelan que el E2 inhibe la via de sefializacion del TGF-B por disminuir tanto la
expresion de Smad2 y Smad3, asi como los niveles de fosforilacion de Smad?2 y la subsecuente translocacion al

nucleo del complejo Smad?2/3.
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20-. El tratamiento conjunto de E2 y TGF-8 disminuye la expresion del ER-a y de los efectores Smad2 y Smad3, asi
como los niveles de fosforilacion de SMAD2. Las células U251 y U87 se trataron por 48 horas con vehiculo (V:
ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), TGF-B (10 ng/ml) y E2+TGF-B. (A) El contenido del ER-a, de los efectores Smad?2
y Smad3 y (B) Smad2 fosforilada en Los residuos de serina 465-467 (phospho-Smad2, p-Smad2), se determind por
Western blot. Se presenta el andlisis densitométrico de la expresion de cada proteina con sus respectivas bandas
representativas. Se utilizo a-tubulina como control de carga. *p<0.05 vs todos los demas grupos; “p<0.05 vs V' y TGF-B;
+p<0.05 vs V; media + EEM, n=3.
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FIGURA 21. El E2 inhibe la translocacion al nacleo del complejo de Smad2/3 inducida por TGF-f en las células U251.
Las células U251 se trataron por 48 horas con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), TGF- (10 ng/ml) y
E2+TGF-p. La localizacion de los efectores R-Smads fue evaluada a través de un ensayo de inmunofluorescencia contra
Smad2 y Smad3. Las células se observaron en un microscopio de fluorescencia y se capturaron imagenes con un aumento
de 400x en seis campos arbitrarios en cada grupo experimental. El tratamiento con TGF-p aument6 la co-localizacion del
complejo Smad2/3 con el nuacleo, pero disminuyd con el tratamiento conjunto de E2+TGF-B. Barra de aumento

blanca=100 pm.
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FIGURA 22. El E2 inhibe la translocacion al nucleo del complejo de Smad2/3 inducida por TGF-f en las células U87.
Las células U87 se trataron por 48 horas con vehiculo (V: ciclodextrina al 0.01%), E2 (10 nM), TGF-B (10 ng/ml) y
E2+TGF-B. La localizacion de los efectores R-Smads fue evaluada a través de un ensayo de inmunofluorescencia contra
Smad2 y Smad3. Las células se observaron en un microscopio de fluorescencia y se capturaron imagenes con un aumento
de 400x en seis campos arbitrarios en cada grupo experimental. El tratamiento con TGF-p aument6 la co-localizacion del
complejo Smad2/3 con el nucleo, pero disminuyd con el tratamiento conjunto de E2+TGF-B. Barra de aumento

blanca=100 pum.
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VIII. Discusion

El presente estudio proporciona evidencia de los efectos del E2 sobre los procesos moleculares y
celulares relacionados con la EMT en células derivadas de GBM humano. La EMT comprende un conjunto de
estados entre el fenotipo epitelial y el mesenquimal, y su activaciéon podria estar relacionada con la

heterogeneidad fenotipica del GBM.

Debido a la alta heterogeneidad molecular y celular del GBM, el TCGA determino la existencia de cuatro
principales subtipos con diferente perfil de expresion molecular (Verhaak et al. 2010); y més tarde, se demostro
la presencia simultanea de estos subtipos dentro de un mismo tumor, tanto a nivel regional (Sottoriva et al.
2013) como en una sola célula (Patel et al. 2014), lo que podria reflejar la transicion entre estados fenotipicos.
Las células de GBM con expresion proneural y mesenquimal son los subtipos mas consistentes en la literatura,
en donde el subtipo proneural esta relacionado con un prondstico mas favorable y el subtipo mesenquimal
tiende a tener la peor tasa de supervivencia (Lin et al. 2014; Olar and Aldape 2014; Phillips et al. 2006).
Diversos estudios han demostrado la presencia de tumores recurrentes con expresion mesenquimal después del
tratamiento con radioterapia y quimioterapia, en tumores que inicialmente mostraban una expresion proneural
(Bhat et al. 2013; Ozawa et al. 2014; Phillips et al. 2006; Segerman et al. 2016), lo que ha llevado a proponer
la existencia de una transicion proneural-mesénquima (proneural-mesenchymal transition, PMT), cuyos
eventos moleculares son equivalentes a los de la EMT (Behnan et al. 2019; Fedele et al. 2019). Esta transicién
entre los dos subtipos moleculares estd estrechamente relacionada con un enriquecimiento de células del
sistema inmune dentro del microambiente tumoral del GBM, que activan diversas vias de sefializacion, entre
las cuales se encuentran programas inflamatorios que promueven la PMT/EMT (Kaffes et al. 2019; Stanzani
et al. 2017; Wang et al. 2018). Los datos mostrados en estos estudios resaltan la importancia de los diversos
factores que se encuentran dentro del microambiente tumoral para promover las transiciones fenotipicas entre

subtipos del GBM.

En respuesta a los estimulos tumorales, las células del sistema inmune producen quimiocinas y citocinas,
incluidos factores de crecimiento y angiogénicos, moléculas inmunosupresoras y enzimas modificadoras de la
matriz extracelular, que hacen que los alrededores sean favorables para la progresion del tumor (Quail and
Joyce 2017). Entre los muchos factores que se encuentran dentro del microambiente tumoral del GBM, en este
trabajo nos enfocamos en el E2, que es producido por las células de la microglia y que tienen propiedades
neuroprotectoras dentro del CNS, particularmente ante lesiones del tejido nervioso y enfermedades
neurodegenerativas (Baker et al. 2004; Bruce-Keller et al. 2000; Loiola et al. 2019; Vegeto et al. 2003). Por lo

tanto, como un primer acercamiento del papel que tiene el E2 y sus receptores (ERs) en la progresion maligna
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de este tumor, en este estudio evaluamos los efectos que tiene esta hormona sobre la transicion mesenquimal

de células de GBM humano.

Ambos subtipos del ER se expresan predominantemente a través del CNS sano, sin embargo; en
astrocitomas humanos tanto la expresion del ER-a (Duefias Jiménez et al. 2014; Gonzalez-Arenas et al. 2012;
Liu et al. 2014; Tavares et al. 2018) como la del ER-f (Batistatou et al. 2004; Sareddy et al. 2012) disminuyen
conforme aumenta el grado de malignidad del tumor. Los datos obtenidos en este trabajo revelan que la
expresion de mRNA de los genes ESR1 y ESR2 (que codifican para el ER-a y el ER-p, respectivamente), fue
mayor en las células de astrocitos que en las cuatro lineas celulares derivadas de GBMs humanos. Estos
resultados refuerzan la hipotesis de los estudios mencionados, los cuales establecen que la expresion de ambos
subtipos del ER es inversamente proporcional al grado de evolucion del tumor. En el GBM se han observado
acciones opuestas entre los dos subtipos del ER. Los tratamientos con E2 (10 nM) y PPT (1 nM), el agonista
selectivo del ER-a, incrementaron el nimero de células derivadas de GBM (Gonzélez-Arenas et al. 2012);
mientras que el tratamiento con agonistas especificos del ER-f disminuyeron la proliferacion de células de

GBM (Sareddy et al. 2012).

La EMT es un proceso de transicion entre fenotipos celulares, por lo tanto, implica cambios morfoldgicos
de las células que llevan a cabo la transicion. El fenotipo epitelial se caracteriza principalmente por una
monocapa cerrada de células polarizadas que se encuentran unidas a través de complejos de adhesion
intercelular que, en conjunto con el citoesqueleto cortical de actina, proporcionan rigidez y estructura a las
células. Cuando sucede la EMT, los complejos de adhesion y la polaridad apical-basal se pierden, las células
se individualizan y adquieren una polaridad frente-trasera con proyecciones de filamentos de actina en los
bordes delanteros, lo que le confiere a la célula una forma alargada con las extremidades més estrechas que el
centro (Lamouille et al. 2014). Sin embargo, estos cambios dependen mucho del tipo celular y del grado en
que la transicion avanza, particularmente en células tumorales, que tienden a expresar programas parciales de

EMT.

Para caracterizar los efectos del E2 sobre los procesos relacionados con la EMT, en este estudio primero
evaluamos cambios en la morfologia de las células tratadas con E2. La forma de las cuatro lineas celulares
evaluadas en el analisis morfologico se ha determinado en varios estudios y por las compafias que las
mantienen y distribuyen, por lo que de manera basal se informa que las células U251 tienen forma astrocitica,
las células U87 presentan una forma epitelial, las células LN229 tienen una forma triangular o de diamante, y
las células T98G tienen forma de fibroblastos (Diao et al. 2019; Torsvik et al. 2014). Ademas, se ha demostrado

que las células U251 y U87 que han sido tratadas con factores que promueven la EMT, cambian hacia un

61



morfologia mesenquimal (Chockalingam and Ghosh 2013; Motaln et al. 2015). La morfologia basal de las
células que estudiamos fue similar a la que estd descrita, excepto por las células T98G, que mostraron una
morfologia mas epitelial en estado basal. Nuestros resultados revelan que el tratamiento con E2 es capaz de
cambiar significativamente la morfologia de los cuatro tipos celulares, hacia un fenotipo mesenquimal con
forma alargada. Ademads, estos cambios estan correlacionados con la reorganizacion de los filamentos de
actina. El E2 regula la reorganizacion de los filamentos de actina por medio de la fosforilacion de proteinas de
unioén a actina como cofilina y moesina en neuronas, fibroblastos, células de cancer de mama y endometriales
(Briz and Baudry 2014; Carnesecchi et al. 2015; DePasquale 1999; Flamini et al. 2009). Durante la EMT, los
filamentos de actina se reorganizan progresivamente desde delgados haces corticales hacia filamentos gruesos
y contractiles que soportan la tension de las fibras (stress fibers). Las células con fenotipo mesenquimal
presentan una distribucion de filamentos de actina en una polarizacion frente-trasera, con una red de filamentos
cortos de actina ramificados en el borde de ataque y filamentos largos dispuestos en distintos tipos de fibras
detras del borde ataque, los cuales estan asociados a estructuras de adhesion. Esta disposicion de la red de
actina mesenquimal permite a las células llevar a cabo procesos migratorios e invasivos (Hotulainen and
Lappalainen 2006; O’Neill 2009; Zaidel-Bar et al. 2003). Por lo tanto, en este estudio mostramos que el E2
promueve un cambio de morfologia en las cé¢lulas de GBM hacia un fenotipo mesenquimal debido a la
reorganizacion de los filamentos de actina, que se ensamblaron en paralelo a lo largo de la superficie ventral
con largas proyecciones hacia el borde delantero, en cuyos extremos se observaron puntos de expresion de
actina que representan la red de filamentos cortos de actina del borde de ataque. Estos cambios de morfologia
y reorganizacion de los filamentos de actina sugieren que el E2 podria proporcionar capacidades migratorias e

invasivas a las células derivadas de GBM.

Todos los eventos moleculares que ocurren durante la EMT estan coordinados espacial y temporalmente
durante la transicion. Por lo tanto, la reorganizacion de los filamentos de actina esta acoplada a los cambios
de expresion que modifican el fenotipo celular. Anteriormente, la definiciéon de la EMT describia una
transicion completa entre dos unicos estados, el fenotipo epitelial y el mesenquimal. Por lo tanto, la evaluacion
de la disminucion de marcadores epiteliales y el aumento de marcadores mesenquimales ha sido el principal
modelo experimental de la EMT. Sin embargo, esta perspectiva ha generado un amplio debate acerca de la
presencia de la EMT en ciertas circunstancias, como en la progresion maligna del cancer, que tiende a generar
fenotipos hibridos epitelial/mesenquimal (E/M) que exhiben tanto caracteristicas epiteliales como
mesenquimales en un proceso conocido como EMT parcial. Los fenotipos hibridos E/M en células de cancer
presentan mejores capacidades migratorias e invasivas, asi como mayor resistencia a la terapia (Aiello et al.

2018; Brabletz et al. 2018; Nieto et al. 2016; Saitoh 2018; Yang et al. 2020).
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Nuestros resultados revelaron que el E2 incrementa la expresion del marcador epitelial ZO-1 y de los
marcadores mesenquimales N-cadherina y vimentina en cultivos in vitro de las células U251 y U87. Sin
embargo, la regulacion de la expresion de ZO-1 fue variable entre lineas celulares, ya que en las células U251
solo aumentd por efecto del E2 a nivel de mRNA a las 48 h, mientras que en las células U87, la expresion
aumento tanto a nivel de mRNA como de la proteina a 48 y 72 h de tratamiento. El marcador ZO-1 es una
proteina adaptadora que se une a multiples componentes, como proteinas integrales de la membrana
plasmatica: ocludinas, claudinas y miembros de la familia JAM (junctional adhesion molecule) (Bazzoni et
al. 2000; Ebnet et al. 2000), por lo que se ha observado que su presencia es esencial para el ensamblaje de
uniones estrechas y adherentes de células epiteliales, y su silenciamiento provoca la ruptura de estas uniones
(Fanning and Anderson 2009; McNeil et al. 2006). Por lo tanto, las células tumorales que provienen de tejidos
epiteliales disminuyen la expresion de ZO-1 al activar la EMT (Che et al. 2016; M. C. Chen et al. 2012; Fan
etal. 2015; Wang et al. 2012; Zhong et al. 2011). Sin embargo, las implicaciones que pueda tener la expresion
de ZO-1 en el GBM atin no se han estudiado. Ademas, nuestros resultados mostraron que la regulacion del E2
sobre la expresion de ZO-1 varia entre diferentes lineas celulares derivadas de GBM humano, posiblemente

debido al diferente perfil de expresion entre estas células (Li et al. 2017; Patil et al. 2015).

La N-cadherina es una proteina transmembranal que pertenece a la familia de moléculas de adhesion
celular dependiente de calcio (calcium-dependent cell adhesion molecule family, CAM) y es caracteristica del
tejido mesenquimal. Sus dominios extracelulares median las interacciones entre las células adyacentes,
mientras que sus dominios intracelulares interactfian con las cateninas, que a su vez interactian con el
citoesqueleto de actina (Takeichi 1990). El aumento de la expresion de N-cadherina promueve que las células
formen cadenas multicelulares alargadas que migran mas rapido y persistentemente, con una mayor proporcion
de fibras de tension (stress fibers) de actina que proporcionan fuerzan contractiles durante la migracion celular
(Derycke and Bracke 2004; Ouyang et al. 2013; Shih and Yamada 2012a, 2012b). La activacion de la EMT
en células de GBM conlleva un aumento de la expresion de N-cadherina, que estd asociado con mayores
capacidades migratorias e invasivas (Asano et al. 2004; Guo et al. 2017; Perego et al. 2002; Song et al. 2018;
Q. Wang et al. 2017). Por otro lado, la vimentina es una proteina de filamentos intermedios tipo III que tiene
una importante funciéon en mantener la integridad de las células mesenquimales al proporcionar apoyo y
anclaje a los organelos, ademas de que ofrece flexibilidad a las células al estabilizar las interacciones dinamicas
del citoesqueleto durante la migracion celular (Chang and Goldman 2004; Goldman et al. 1996; Katsumoto et
al. 1990; Pérez-Sala et al. 2015). Durante la EMT se presenta un cambio extensivo en la composicion de los
filamentos intermedios de las células epiteliales, que normalmente expresan citoqueratina e inician la

expresion de vimentina cuando se diferencian hacia el fenotipo mesenquimal (Mendez et al. 2010). Las células
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de GBM aumentan la expresion de vimentina cuando activan el programa de la EMT (Guo et al. 2017; Li et
al. 2019; Song et al. 2018; Tian et al. 2015; Ziberi et al. 2019). Nuestros resultados mostraron que el E2
promueve el fenotipo mesenquimal al aumentar la expresion de N-cadherina y vimentina tanto a nivel del

mRNA como de la proteina en dos diferentes lineas celulares de GBM humano.

A pesar de que se observd que el E2 aument6 la expresion de marcadores tanto epiteliales como
mesenquimales, no podemos afirmar la induccién de una EMT parcial, ya que para ello se requiere el analisis
de mas marcadores epiteliales y mesenquimales. Sin embargo, nuestros resultados abren nuevas perspectivas
con respecto a la determinacion del estado de la EMT inducida por el E2 en células derivadas de GBM, ya que
esta hormona puede promover la EMT parcial. Independientemente del estado de la EMT inducida por el E2,
nuestros resultados mostraron de manera convincente la adquisicion de caracteristicas mesenquimales en
células de GBM por efecto de la hormona, ya que los cambios en la expresion de N-cadherina y vimentina son

suficientemente contundentes en las dos lineas celulares estudiadas.

En conjunto, los efectos promovidos por el tratamiento con E2 sobre las células de GBM, como lo es la
reorganizacion de los filamentos de actina, asi como el aumento en la expresion de N-cadherina y vimentina,
estan relacionados con el aumento de las capacidades migratorias e invasivas de las células U251 y U87. Estos
efectos, que se relacionan con la activacion de la EMT, fueron replicados con el PPT, un agonista selectivo al
ER-a (Stauffer et al. 2000), lo que sugiere que los efectos del E2 sobre la EMT son regulados a través del ER-
a. Esto ultimo lo comprobamos al utilizar un antagonista altamente selectivo del ER-o (MPP, K;=2.7) (Sun et
al. 2002), que bloqued los efectos producidos por E2 sobre la expresion de los marcadores de la EMT, asi
como el aumento de la capacidad migratoria producido por el PPT. Ademas, ni el agonista DNP ni el
antagonista PHTPP, ambos selectivos del ER-B (Meyers et al. 2001), mostraron efectos significativos sobre la
expresion de marcadores de la EMT. Por lo tanto, concluimos que los efectos del E2 observados sobre la

expresion de marcadores de la EMT son efectuados principalmente por la activacion del ER-a.

Aunque en este estudio demostramos que el E2 es capaz de activar el proceso de la EMT, debemos
considerar que nuestro modelo experimental esta basado en el cultivo in vitro de un solo tipo celular con
condiciones extracelulares controladas en el medio. Sin embargo, en condiciones in vivo, las células de GBM
se encuentran dentro de un microambiente tumoral, que es un complejo sistema que contiene multiples tipos
celulares, que incluye a la microglia (macrofagos especializados que residen en CNS), células dendriticas,
neutrdfilos, linfocitos, fibroblastos, astrocitos, oligodendrocitos, CSCs, células troncales mesenquimales y
células de GBM (considerando los diferentes subtipos que pueden encontrarse en el mismo tumor) (Bradshaw

et al. 2016; Kawashima et al. 2019; Patel et al. 2014; Quail and Joyce 2017; Sottoriva et al. 2013; Trylcova et
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al. 2015; Tumangelova-Yuzeir et al. 2019). Todas estas células se comunican por medio de mecanismos de
sefalizacion paracrina principalmente a través de la secrecion de senales que inducen cambios en el
comportamiento de las células cercanas. Por lo tanto, el microambiente tumoral se encuentra inmerso en una
ECM enriquecida con diversos factores de sefializacion que son determinantes en la progresion tumoral del
GBM (Fane and Weeraratna 2020; Joyce 2005; Sujata and Chaudhuri 2008). La transduccion de todos estos
factores forma complejas redes que resultan de la interconexion (crosstalk) entre las vias de sefalizacion que
cada factor activa, donde proteinas o enzimas de una via candnica actia sobre otras vias. La dinamica del flujo
en estas redes de sefializacion depende de las senales de entrada y de la expresion de proteinas especificas de
cada tipo o subtipo celular. De esta manera, la respuesta a una determinada sefial varia de acuerdo con la
presencia de otras sefales en el medio extracelular, ya sea porque su sefializacion intracelular se interconecta
0, porque tienen efectos opuestos o aditivos. Asimismo, considerando la heterogeneidad de las células de
GBM, cada subtipo responde de forma distinta debido la diferencia en el perfil de expresion (Hill 1998; Jordan
et al. 2000; Kolch et al. 2015; Rowland et al. 2012; Rowland et al. 2017). Por consiguiente, la induccion de la
EMT en estas condiciones microambientales es un proceso muy complejo, ya que son varios los estimulos que
pueden activarla, y las vias de sefalizacion de estos estimulos se interconectan en muchos casos. Por lo tanto,
el resultado de la activacion de la EMT depende enteramente del contexto y tipo celular. Debido a esto,
pensamos que la activacion del programa de la EMT por efecto del E2 podria variar en el contexto
microambiental del GBM in vivo por interactuar con las vias de sefializacion de otros inductores de la EMT,
como el TGF-B (Goto et al. 2014; Hawse et al. 2008; Ito et al. 2010; Matsuda et al. 2001; Smith et al. 2018;
Stope et al. 2010; Wu et al. 2003).

En este trabajo, confirmamos los conocidos efectos del TGF- sobre la induccion de la EMT en las células
U251 y U87, y a su vez, evaluamos estos efectos en conjunto con el E2. De acuerdo con nuestros resultados,
el TGF-B inhibio los efectos del E2 sobre los cambios morfologicos y en la expresion de los marcadores de la
EMT de las células de GBM, a excepcion del aumento de N-cadherina en las células U251. No obstante, en
las células U87 el efecto del E2 sobre la expresion de N-cadherina si fue inhibida por el TGF-f. Asimismo,
los efectos del TGF-B sobre los cambios en la morfologia celular y en la expresion de los marcadores
mesenquimales se inhibieron por E2 en ambas lineas celulares. Sin embargo, el efecto del TGF-B sobre la
disminucion de la expresion de ZO-1 en las células U251 no se afectod por E2, mientras que en las células U87
el TGF-B no tuvo efecto. Estos resultados revelan que hay diferencias en los efectos del TGF-B sobre la
regulacion de la expresion de marcadores de la EMT entre lineas celulares derivadas de GBM, probablemente
debido a las diferencias en el perfil de expresion entre estas células (Li et al. 2017; Patil, Pal, and

Somasundaram 2015). Mostramos que, de manera similar con otros estudios en donde utilizaron células
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derivadas de cancer de mama, el bloqueo entre ambas vias de sefializacion es debido a que el E2 disminuye la
expresion de las proteinas Smad2 y Smad3 (Ito et al. 2010; Matsuda et al. 2001). Sin embargo, atin queda por
determinar si esta disminucion en la expresion se debe a una regulacion directa sobre la expresion génica de
Smad2 y Smad3 o, por mecanismos que induzcan la degradacion de estas proteinas. Aunque por ahora, en
ningun estudio se han descrito elementos de respuesta a estrogenos (EREs) en los promotores de Smad2 y
Smad3, ni tampoco se ha determinado la unién del ER en estos promotores. No obstante, Ito y colaboradores
mostraron que el ER-a conduce a la terminacion de la sefializacion del TFG-B al formar un complejo con
Smad2/3 y la ubiquitina ligasa Smurf, que aumenta la ubiquitinacion de Smad2/3 y su degradacion por el
proteasoma (Ito et al. 2010). Asimismo, al igual que los resultados encontrados por Ito et al., también
mostramos que el E2 disminuye los niveles de Smad2 fosforilada (p-Smad2). Se piensa que esta disminucion
en los niveles de fosforilacion de Smad2 podria ser consecuencia de la formacion del complejo ER-a/Smad?2/3,
que al unirse al ER-a, Smad2 pasa por un mecanismo de desfosforilacion (Ito et al. 2010; Jiang et al. 2015).
Aunque en este trabajo no mostramos la interaccion directa entre el ER-a y Smad2/3, algunos estudios ya han
demostrado la formacion de este complejo (Ito et al. 2010; Matsuda et al. 2001; Wu et al. 2003). Los ensayos
de inmunofluorescencia contra Smad2/3 demostraron que al tratar a las células con E2+TGF-f, se inhibe la
translocacion de Smad2/3 hacia el ntcleo, lo que indica que la disminucion de la fosforilacion de Smad2

interrumpe la actividad de las R-Smads en la regulacion de la transcripcion de los genes blanco del TGF-f.

Por otro lado, también demostramos que los tratamientos con E2 y TGF- disminuyen la expresion del
ER-a. En nuestro laboratorio ya se habia mostrado este efecto inhibidor del E2 sobre la expresion del ER-a en
otras lineas celulares derivadas de GBM humano (Gonzalez-Arenas et al. 2012). La degradacion del ER-a es
inducida por el E2 a través de un mecanismo de autorregulacion conocido como protedlisis dependiente de
ligando, en el que la fosforilacion del receptor inducida por E2 es una sefial de degradacion a través de la via
ubiquitina-proteasoma (Borras et al. 1994; Hatsumi and Yamamuro 2006; Liu and Shi 2015; Nawaz et al.
1999; Weigel 1996). Este mecanismo, podria explicar la correlacion inversamente proporcional entre las altas
concentraciones de E2 y la disminuciéon del ER-a conforme aumenta el grado de malignidad de los
astrocitomas (Duefias Jiménez et al. 2014). Ademas, también se ha mostrado que el tratamiento con TGF-3
disminuye la expresion del ER-a en células de cancer de mama (Stoica et al. 1997) y en células epiteliales
bronquiales (Smith et al. 2018). Nuestros resultados indican que el tratamiento conjunto de E2+TGF-f tiene

un efecto sinérgico sobre la inhibicion de la expresion del ER-a.

Finalmente, aunque mostramos que en general, el E2 y el TGF-B pueden inhibir mutuamente sus efectos

sobre la expresion de marcadores de la EMT en células derivadas de GBM humano, atin no determinamos que
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efecto podria tener el tratamiento conjunto de ambos inductores en la migracion e invasion celulares o, sobre
otros procesos relacionados con la induccién de CSC, apoptosis, proliferacion celular, etc. Atin queda mucho
por saber acerca de la dindmica entre ambas vias de sefializacion dentro del microambiente tumoral. Un estudio
mas profundo acerca de los mecanismos moleculares de la senalizacion del E2 sobre el GBM y su interaccion
con otros factores de sefializacion en determinados contextos celulares, son necesarios para el entendimiento

de los efectos del E2 en este tumor, lo que podria proporcionar nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento

del GBM.

En resumen, el E2 promovié cambios en la morfologia celular por medio de la reorganizacion de los
filamentos de actina e incremento la expresion de los marcadores de la EMT, ZO1, N-cadherina y vimentina,
en células derivadas de GBM humano. Estos efectos estuvieron relacionados con un aumento de las
capacidades migratorias e invasivas de las células de GBM por el tratamiento con E2. El tratamiento con PPT,
un agonista selectivo del ER-a, presento efectos equivalentes al E2, los cuales fueron inhibidos por MPP,
antagonista selectivo del ER-a, lo que indica que la EMT inducida por E2 es regulada a través del ER-a. El
agonista DNP y el antagonista PHTPP, ambos selectivos del ER-B, no mostraron ningin efecto sobre la
expresion de los marcadores de la EMT. Ademas, el E2 inhibid los efectos del TGF-B por medio de la

disminucion en la expresion de las proteinas Smad2, Smad3 y ER-a, asi como de Smad?2 fosforilada.

IX. Conclusion

El E2 es capaz de inducir un fenotipo mesenquimal a través del ER-a en células derivadas de GBM

humano, y esta sefializacion puede inhibirse mutuamente con la via canénica del TGF-p.
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X. Perspectivas

Este trabajo abre nuevas perspectivas con respecto a los mecanismos del E2 sobre el programa de la EMT
en el GBM, lo que podria establecer nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento del tumor. Sin embargo,
aun hace falta realizar estudios mas profundos que nos permitan dilucidar los mecanismos del E2 sobre los
GBMs. Por un lado, es necesario realizar experimentos in vivo para estudiar los efectos del E2 en xenoinjertos
de células de GBM implantadas en el cerebro de ratas o ratones, y evaluar si estos efectos estan relacionados
con la induccioén o inhibicion de la EMT. Asimismo, el silenciamiento del ER-o en células derivadas de GBM
asi como el uso de ratones knockout para el ER-a, podria incrementar nuestro entendimiento acerca de la
participacion de este receptor en el programa de la EMT. Otra estrategia, seria estudiar los efectos del E2 en
CSC derivadas de células de GBM o derivadas de pacientes con tumores de GBM, y evaluar su relacion con
los procesos de la EMT. Por otro lado, el disefio de experimentos con cultivos tridimensionales de diferentes
tipos celulares que asemejen el microambiente tumoral del GBM, nos permitiria tener un mayor conocimiento
de la dinamica de la sefializacion de los estrogenos, asi como de las interacciones paracrinas del E2 dentro de
este entorno con otros factores de sefializacion, incluyendo al TGF-B. Ademas, con respecto a este factor de
crecimiento, aun es necesario determinar si el ER-a interacciona fisicamente con los efectores Smad2 y Smad3,
y a través de qué mecanismos regulan su expresion. En conjunto con todas estas estrategias experimentales, el
tratamiento con agonistas, antagonistas o0 moduladores selectivos a los ERs, con una perspectiva terapéutica,
nos ayudaria a determinar la importancia de los estrégenos en el tratamiento del GBM. Finalmente, la
evaluacion de la participacion de otros mecanismos del E2, como los mecanismos no clasicos que inducen vias
de senalizacion intracelular rapidas, nos permitiria ampliar el conocimiento que se tiene acerca de los efectos

de esta hormona sobre los procesos de la EMT en el GBM.
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Abstract: The mesenchymal phenotype of glioblastoma multiforme (GBM), the most frequent and malignant brain
tumor, is associated with the worst prognosis. The epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a cell plasticity
mechanism involved in GBM malignancy. In this study, we determined 173-estradiol (E2)-induced EMT by changes in
cell morphology, expression of EMT markers, and cell migration and invasion assays in human GBM-derived cell lines.
E2 (10 nM) modified the shape and size of GBM cells due to a reorganization of actin filaments. We evaluated EMT
markers expression by RT-qPCR, Western blot, and immunofluorescence. We found that E2 upregulated the expression
of the mesenchymal markers, vimentin, and N-cadherin. Scratch and transwell assays showed that E2 increased
migration and invasion of GBM cells. The estrogen receptor-a (ER-a)-selective agonist 4,4',4"-(4-propyl-[1H]-pyrazole-
1,3,5-triyl)trisphenol (PPT, 10 nM) affected similarly to E2 in terms of the expression of EMT markers and cell migration,
and the treatment with the ER-a antagonist methyl-piperidino-pyrazole (MPP, 1 uM) blocked E2 and PPT effects. ER-
[-selective agonist diarylpropionitrile (DNP, 10 nM) and antagonist 4-[2-phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl)pyrazole[1,5-
a]pyrimidin-3-yl]phenol (PHTPP, 1 uM) showed no effects on EMT marker expression. These data suggest that E2
induces EMT activation through ER-a in human GBM-derived cells.

Keywords: epithelial-mesenchymal transition (EMT); glioblastoma multiforme (GBM); 173-estradiol (E2); estrogen
receptors (ERs)

1. Introduction

Malignant tumors of the central nervous system (CNS) are among the cancers with the worst prognosis.
Glioblastoma multiforme (GBM) comprises approximately half of the malignant primary brain tumors and causes 3-4%
of cancer-related deaths [1]. The World Health Organization defines GBM as a grade IV astrocytoma tumor characterized
by uncontrolled proliferation, necrosis propensity, angiogenesis, deep infiltration, apoptosis resistance, genomic
instability, and extensive heterogeneity at the cellular and molecular levels [2,3]. The Cancer Genome Atlas (TCGA)
network identified four molecular subtypes of GBM on the basis of the gene expression profile of neural progenitor cells
(proneural, PN), neurons (neural, N), proliferative cells with activation of the tyrosine kinase receptor (classical, CL),
and mesenchymal tissue (mesenchymal, MES) [4]. The mesenchymal phenotype of GBM tends to have the worst survival
rates compared to the other subtypes, and it is associated with a highly invasive behavior [5-7].
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Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a mechanism of cellular plasticity that regulates a set of transient
states between the epithelial and mesenchymal phenotype. During EMT, epithelial cells lose their junctions with other
cells and the apicobasal polarity while they acquire a mesenchymal phenotype with migratory and invasive properties
[8]. EMT is a highly dynamic and transient mechanism induced by diverse signals and orchestrated by EMT-inducing
transcription factors (EMT-TFs), which act in close association with the epigenetic machinery by repressing epithelial
genes and activating mesenchymal genes [9]. The reverse process is the mesenchymal-epithelial transition (MET) [10].
EMT is essential in diverse physiological and pathological processes [11]. This mechanism is associated with
embryogenesis [12-14], heart regeneration [15], wound healing, fibrosis, and organ repair [16]. In tumor cells, the
activation of EMT-TFs promotes the mechanisms of migration, invasion, metastasis, apoptosis inhibition, resistance to
radio- and chemotherapy, as well as maintenance of the plasticity of cancer stem cells [17].

Although EMT is typical in epithelial tumors, evidence suggests that EMT-TFs also lead to a gain in mesenchymal
properties and the promotion of malignancy of non-epithelial tumors, including brain tumors, hematopoietic
malignancies, and sarcomas [18,19]. Currently, the classic description of EMT as a process of change between two
alternative states (epithelial and mesenchymal) has been replaced by a new concept of cellular plasticity and transient
states, which proposes that cells move through a spectrum of various intermediate phases, which means that cells can
carry out partial EMT programs [20]. Several studies have shown the role of EMT in GBM progression. Large-scale
expression analysis of 85 highly diffuse glioma tumors revealed a set of genes associated with mesenchymal tissue
overexpressed in GBM biopsies [21]. Tso et al. showed that a subset of primary GBM tumors expresses cellular and
molecular markers associated with mesenchymal stem cells [22]. Then, the definition of the GBM mesenchymal subtype
convincingly showed the clinical importance of the EMT program in tumor diagnosis and treatment [4,5]. Molecular
profile analysis of the four GBM subtypes demonstrated that the mesenchymal subtype, unlike the other subtypes,
presents the molecular characteristics of EMT [23].

Determination of the complete molecular network of the EMT program, as well as the fundamental mechanisms
necessary to activate it, could provide new therapeutic approaches for GBM treatment. Autocrine and paracrine
interactions within the GBM microenvironment induce EMT through intracellular signaling pathways that activate
EMT-TFs. Although different studies have described several signaling pathways that induce EMT in GBM, the role of
the different factors within the tumor microenvironment, as well as all the interactions that coordinate this cellular
program, is still not understood.

Sex steroid hormones such as estrogens participate in a wide variety of functions throughout the nervous system.
These hormones are mainly synthesized in the gonads and the adrenal glands, but they can also be produced de novo
within the brain [24,25]. Estrogens include estrone (E1), 17B-estradiol (E2), and estriol (E3). E2 is involved in many brain
functions, such as brain development during sexual differentiation [26], differentiation of neurons and glial cells [27,28],
and regulation of neurite growth and synaptic patterns [29,30], and it interacts with the glutamatergic, dopaminergic,
and serotonergic neurotransmission pathways that influence the generation of memory, learning, and emotional state
[31-33]. Estrogens act by binding specific intracellular and membrane receptors. There are two estrogen-specific
intracellular receptor subtypes, estrogen receptors a and 3 (ERax and ERf), which are ligand-activated transcription
factors that directly regulate gene expression. Moreover, these receptors are associated with the plasma membrane,
where they activate intracellular signaling pathways [34].

E2 concentrations, as well as ERs expression and activity, are determinant in the malignant progression of tumors
growing in estrogen-sensitive tissues [35-38]. Based on these studies, ER-a promotes cell proliferation, whereas ER-3
has anti-proliferative effects [39]. ER expression status in GBM is controversial. Some studies have reported the absence
of ER in GBM [40,41], while other researchers have determined that ER expression varies according to malignancy
degree, suggesting that these receptors are involved in GBM malignant progression [42-50]. ER subtypes have shown
different effects in GBMs. E2 and 4,4',4"-(4-propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol (PPT), a selective agonist of ER-qa,
increased the number of cells derived from human GBM [45], while ER-f-specific agonists decreased GBM cell
proliferation [44]. However, the molecular mechanisms of E2 related to GBM malignant progression are still unclear.

E2-promoted signaling is known to be related to EMT induction in estrogen-responsive tissues. In ovarian and
prostate cancer, E2 treatment induces ER-a-dependent EMT, while receptor silencing inhibits EMT [51-53].
Nevertheless, loss of ER-a expression in breast and endometrial cancer promotes morphological changes, motility, and
improved invasion, as well as increased expression of EMT markers [54-58]. These investigations demonstrate the
importance of specific cell context in the E2-induced EMT. However, E2 involvement in the EMT program in GBM is
unknown.
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To increase the knowledge regarding the EMT program of GBM, in this study, we investigated the participation of
E2 on EMT induction in human GBM-derived cells expressing both ER subtypes. Our results showed that the treatment
with E2 (10 nM) promoted: (1) changes in cell morphology and the structure of the actin cytoskeleton, (2) increased
expression of mesenchymal markers such as vimentin and N-cadherin, and (3) increased migratory and invasive
capacity of GBM cells. These effects were dependent on ER-q, since the treatment with its agonist, PPT (10 nM), produced
similar results to E2, while the treatment with its antagonist methyl-piperidino-pyrazole (MPP, 1 uM), blocked the effects
of E2 and PPT.

2. Materials and Methods

2.1. TCGA Data Analysis

Ribonucleic acid sequencing (RNA-Seq) counts were obtained from low-grade gliomas (LGG, n = 167) and
glioblastoma (GBM, n = 155) projects of The Cancer Genome Atlas (TCGA) repository (https://portal.gdc.cancer.gov/).
The data were downloaded and processed using TCGAbiolinks package version 2.12.6 for R [59]. Additionally,
expression profiles were obtained from healthy brain cortex samples (n = 249) in the GTEx database
(https://gtexportal.org/home/). Data were normalized by DESeq2 version 1222 [60] and plotted.
TCGA_analyse_survival utility from the TCGAbiolinks package for R performed survival analysis.

2.2. Cell Cultures

Human GBM-derived cell lines U87, U251, T98, and LN229 (American Type Culture Collection, ATCC, Manassas,
VA, USA) were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, L0107-500) high glucose supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS; 51650), 1.0 mM pyruvate (L0642-100), 1.0 mM antibiotic (streptomycin 10 g/L; penicillin G
6.028 g/L; and amphotericin B 0.025 g/L, L0010), and 0.1 mM non-essential amino acids (X0557-100, Biowest, Nuaillé,
PDL, France). Cell cultures were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO:. At 60% confluence (24 h
before treatments), cells were culture in DMEM no phenol red (ME-019 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
supplemented with 10% charcoal/dextran-treated FBS (SH30068.03, Thermo Fisher Scientific), 1.0 mM pyruvate, 1.0 mM
antibiotics, and 0.1 mM non-essential amino acids. When indicated, cells were treated with E2 (10 nM, E4389, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), ER-a-selective agonist PPT (10 nM, 1426, Tocris, Bristol, UK, England), ER-p-selective
agonist diarylpropionitrile (DNP, 10 nM, 1494, Tocris), ER-a-selective antagonist MPP (1 uM, 1991, Tocris), and ER-3-
selective antagonist 4-[2-phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl)pyrazole[1,5-a]pyrimidin-3-yl]phenol (PHTPP, 1 uM, 2662,
Tocris). In combined treatments, antagonists MPP and PHTPP were added 2 h before the addition of agonist.

2.3. Cell Morphology Analysis

The epithelial phenotype is characterized by a polygonal shape, while the mesenchymal phenotype is spindle-
shaped. Therefore, the geometric characteristics of both phenotypes differ from each other. Geometric characteristics can
be quantified using high-performance software for the analysis of cell images [61-64]. The morphological changes of the
U251, U87, T98G, and LN229 cells treated with vehicle and E2 at 0, 48, and 72 h were determined by phase contrast
microscopy (IX71, inverted microscope Olympus, Shinjuku, TY, Japan), digitally capturing six arbitrary fields with a
400X magnification for each of the treatments. Adobe Photoshop CS6 software (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA)
was used to process the background correction and illumination of the captured images. Subsequently, the orientation,
shape, and position of each of the cells in each image was determined to segment them with the Image-Pro software
10.0.6 (Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, USA), which has automated algorithms to identify, separate, and quantify
each of the cells that appear in the image. This quantification allows the extraction of various geometric characteristics
that determine morphological parameters of the cells segmented in the two-dimensional plane.

2.4. RT-gPCR

Total RNA was extracted from cells by guanidine—thiocyanate—phenol-chloroform method with TRIzol LS Reagent
(10296028, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), following the supplier’s protocol, and was measured by
spectrophotometry (Nanodrop 2000 spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific). RNA integrity was checked by
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electrophoresis with 1.5% agarose gel in Tris-Borate-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) buffer (TBE: 89 mM Tris,
89 mM boric acid, 2.0 mM EDTA (pH 8.3)) detected by fluorescence with GreenSafe (MB13201, NZYTech, Lisboa, PT,
Portugal). Human astrocyte RNA was purchased from ScienCell Research Laboratories (1805, Carlsbad, CA, USA).
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT, 28025013, Thermo Fisher Scientific) was used to
obtain the complementary DNA (cDNA) from one microgram of extracted RNA following the protocol recommended
by the provider. Gene expression relative to the 185 ribosomal RNA (rRNA) gene was quantified through the
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) using standardized primers for each gene: ESR1 (estrogen receptor 1/a)
(FW-5"-agcaccctgaagtctctgga-3',  RV-5'-gatgtgggagaggatgagga-3'); ESR2  (estrogen  receptor 2/B) (FW-5'-
aagaagattcccggcetttgt-3', RV-5'-tctacgcatttcecctcate-3'); VIM  (vimentin) (FW-5'-ggaccagctaaccaacgaca-3’, RV-5'-
aaggtcaagacgtgccagag-3'); CDH2 (cadherin-2/N-cadherin) (FW-5'-ctggagacattggggacttc-3’, RV-5'-gagccactgecttcatagt-3');
TJP1 (tinght junction protein 1/zonula occludens 1 (ZO-1)) (FW-5"-gccattcccgaaggagttga-3', RV-5'-atcacagtgtggtaageg-3');
rRNA18S (FW-5"-agtgaaactgcgaatggetc-3', RV-5'-ctgaccgggttggttttgat-3'). FastStart DNA Master SYBR Green I kit
(12239264001, Roche, Basel, Switzerland) was used to perform gene amplification in a LightCycler 2.0 instrument
(03531414001, Roche). Relative expression was quantified by the comparative 244¢ method [65,66].

2.5. Western Blot

U251, U87, T98G, and LN229 cells were detached from culture plates using cold phosphate-buffered saline (PBS:
137 mM NaCl, 2.7 mM KCJ, 10.0 mM Na:HPOs, 1.8 mM KH2POs (pH 7.4)) and cell scraper. The pellet obtained from the
centrifuged cells at 45 x g for 3 min were lysed with radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA: 50 nM Tris-HCl, 150
nM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS) (pH 8.0)) supplemented with protease inhibitor cocktail
(P8340, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Total proteins were extracted by centrifugation at 20,817 x g at 4 °C for 15
min and quantified by spectrophotometry (NanoDrop 2000 spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) using the Pierce 660 nm protein assay reagent (22660, Thermo Fisher Scientific). Thirty ug of total protein was
separated on 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) at 80 V for 4 h and then transferred to a
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (IPVH00010, Merck, Kenilworth, NY, USA) at 20 V in semidry conditions at
room temperature for 45 min. Membranes were blocked with 5% bovine serum albumin (BSA, A9418, Sigma-Aldrich )
in Tris-buffered saline-Tween (TBST: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HC], 0.1% Tween (pH 7.6)) with constant agitation at
37 °C for 2 h, and then incubated with primary antibodies: anti-ERa (2 pg/mL, rabbit polyclonal, ab3575, Abcam,
Cambridge, UK, England), anti-ERf (0.4 pg/mL, mouse monoclonal 1531: sc-53494), anti-ZO-1 (0.6 pg/mL, rat
monoclonal R40.76: sc-33725), anti-N-cadherin (0.8 pg/mL, mouse monoclonal D-4: sc-8424), anti-vimentin (0.4 ug/mL,
mouse monoclonal V9: sc-6260), and a-tubulin (0.4 pg/mL, mouse monoclonal A-6: sc-398103) (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), diluted with 5% BSA in TBST at 4 °C for 48 h. Subsequently, the membranes were
washed with TBST three times every 5 min and incubated with secondary antibodies conjugated to horseradish
peroxidase (HRP): anti-rabbit (0.06 pg/mL, goat polyclonal Immunoglobulin G (IgG) containing two heavy chains (H)
and two light chains (L) (H+L), 65-6120; Thermo Fisher Scientific), anti-mouse (0.013 pg/mL, purified recombinant mouse
IgGx light chain: sc-516102; Santa Cruz Biotechnology), and anti-rat (0.06 pug/mL, goat polyclonal IgG (H+L), ab97057,
Abcam) at room temperature and constant agitation for 45 min, and again washed with TBST three times every 5 min.
Finally, Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate reagent (34096, Thermo Fisher Scientific) was
incubated in the membranes, and immunoreactive bands were detected by chemiluminescence exposing blots to Kodak
Biomax Light Film (Z370371, Sigma-Aldrich) captured by a digital camera of 14.1 megapixels (5D1400IS, Canon Inc.,
Ota, TY, Japan). Image] software (1.52u, National Institutes of Health, NIH, Bethesda, MD, USA) performed the
densitometric analysis of blot images.

2.6. Immunofluorescence

U251 and U87 cells were fixed with 4% paraformaldehyde (4% PFA) at room temperature for 20 min, washed with
PBS, and then incubated in permeabilizing blocking solution (1% BSA, 1% glycine, 0.2% Triton X-100, diluted in PBS) at
room temperature for 90 min. Subsequently, cells were incubated with primary antibodies: anti-Actin (4 pug/mL, goat
polyclonal C-11, sc-1615), anti-ZO-1 (8 pg/mL, rat monoclonal R40.76: sc-33725), anti-N-cadherin (8 pg/mL, mouse
monoclonal D-4: sc-8424), and anti-vimentin (4 pg/mL, mouse monoclonal V9: sc-6260) (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) at 4 °C overnight, and then rinsed three times every 5 min with PBST (PBS with 0.05% Tween). Later,
cells were incubated with secondary antibodies: anti-mouse (4 pg/mL, goat polyclonal IgG (H+L) Alexa Fluor 488:
A11001, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), anti-rat (4 pg/mL, goat polyclonal IgG (H+L) Alexa Fluor 488:
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ab150157, Abcam, Cambridge, UK, England), and anti-goat (8 pg/mL, donkey IgG-FITC: sc-2024, Santa Cruz
Biotechnology) at room temperature for 90 min, and again rinsed with PBST three times every 5 min. Nuclei were stained
with Hoechst 33,342 (1 mg/mL, 62249, Thermo Fisher Scientific) at room temperature for 7 min and rinsed three times
every 5 min with PBST. Finally, cells were coverslipped with mounting medium (18606-20, Polysciences, Warrington,
PA, USA) and visualized by fluorescence microscopy (Bx43, light microscope, Olympus, Shinjuku, TY, Japan), digitally
capturing six arbitrary fields with a 400x magnification. Fluorescence density was measured as integrated density from
the Analyze menu of Image] software.

2.7. Migration Assay

Wound healing assays were performed to determine the migratory capacity of cells. U251 and U87 cells grew in
DMEM high glucose supplemented until reaching 70% confluence. Then, the medium was changed to DMEM no phenol
red supplemented 10% charcoal/dextran-treated FBS, 1.0 mM pyruvate, 1.0 mM antibiotics, and 0.1 mM non-essential
amino acids, and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO2. Upon 90% confluence, a scratch was made
using a 200 pL pipette tip. Cells floating were rinsed with PBS and DMEM no phenol red-supplemented 10%
charcoal/dextran treated-FBS, 1.0 mM pyruvate, 1.0 mM antibiotics, and 0.1 mM non-essential amino acids were added
again. One hour before adding the experimental treatments, we incubated the cells with cytosine 3-D-arabinofuranoside
hydrochloride (10 uM, Ara-C, C1768, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), a selective inhibitor of DNA synthesis. Images
of the wound area captured at 100x magnification with an Infinity 1-2C camera (Lumenera, Otawa, ON, Canada)
connected to an inverted microscope (CKX41, Olympus, Shinjuku, TY, Japan) at 0, 12, and 24 h of treatment were
analyzed using the MRI Wound Healing Tool plugins of Image ] software.

2.8. Invasion Assay

Transwell assay determined the invasion potential of cells. Transwell inserts with 10 um membrane thickness and
8 um pore size (3422, Corning, Corning, NY, USA) were placed in 24-well plates, and each well was covered with 50 pL
of ECM Gel from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma (2 mg/mL, matrigel E1270, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) diluted in DMEM no phenol red without supplement, and immediately incubated at 37 °C for 2 hours. Then, 15,000
U87 cells or 10,000 U251 cells suspended in 150 uL. DMEM no phenol red and without supplement with 10 pM Ara-C
and treatments (vehicle or E2 10 nM) were added to the upper insert, while the lower wells were filled with 500 pL
DMEM supplemented with 10% FBS as a chemoattractant were incubated in a humidified atmosphere with 5% CO: at
37 °C for 24 h. Transwell inserts were rinsed with PBS, fixed with 4% PFA for 20 min, and stained with 0.1% crystal violet
dye for an additional 20 min. Inserts were washed three times with PBS for each 15 min in order to remove excess dye.
Finally, images of invasive cells captured at 100x magnification with an Infinity 1-2C camera (Lumenera, Otawa, ON,
Canada) connected to an inverted microscope (CKX41, Olympus, Shinjuku, TY, Japan) were analyzed using the Cell
Counter plugin in the Image] software.

2.9. Statistical Analysis

Data were analyzed and plotted with the GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA). Statistical
analysis between comparable groups was performed using a one-way ANOVA with a Tukey post hoc-test. Time course
analysis was performed using a two-way ANOVA test followed by Bonferroni post-test to compare replicate means by
row. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. Plotted data are representative of three independent
experiments for each treatment.
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3. Results

3.1. Differential Expression of ERa and ERB Subtypes in Human GBM-Derived Cells

We evaluated the mRNA expression levels of ESR1 (ER-a) and ESR2 (ER-$) genes in astrocytoma samples with
different histological grades from the data obtained of the low-grade gliomas (LGG) and glioblastoma (GBM) projects
from the TCGA repository, as well as samples of healthy cerebral cortex in the GTEx database. Low ESR1 expression
levels were observed in GBM and LGG when compared to healthy tissue. A slight but significant increase was found in
ESR1 expression in GBM as compared with LGG. These data highlight two critical points: (1) ESR1 expression was lower
in gliomas compared to healthy tissue, (2) but also was higher in GBM compared to LGG, suggesting an important
oncogenic role of ER-a in development of low- and high-grade gliomas. In contrast, ESR2 expression levels were higher
in GBM as compared with LGG and healthy tissue (Figure 1A). Next, we compared ESR1 and ESR2 expression among
the four GBM subtypes defined by Verhaak et al. [4]. The mesenchymal subtype showed higher levels of ESR1 mRNA
expression compared to the classical and neural subtypes, without significant differences when compared with the
proneural subtype. ESR2 expression in the mesenchymal subtype showed a tendency to be the highest, although it was
only significantly higher when compared with the neural subtype (p < 0.05) (Figure 1B). It is interesting to highlight that
our results showed that expression of both ER subtypes was enriched in the mesenchymal subtype. Analysis of
expression in cell lines showed a similar trend to the TCGA data: the expression of both ESR1 and ESR2 in four cell lines
derived from human GBM (U251, U87, T98G, and LN229) was found to be lower compared to the expression of normal
human astrocytes (NHA). Among GBM cells, the ESR1 gene was expressed in a higher proportion in U251 cells, while
ESR2 had a higher expression in U87 cells (Figure 1C). We evaluated the expression of both ERs subtypes at the protein
level in GBM cells, and a higher content of ER-« than that of ER-3 was observed in all cell lines. Moreover, we found
two isoforms of ER-{3 (ER-B1 and ER-35) expressed in GBM cells; ER-31 was more abundant than ER-35 (Figure 1D). An
analysis of the clinical outcome of ER expression in GBM patients showed that the higher expression of ER-a and ER-
was correlated with a poor prognosis. Therefore, patients with a low expression of both ER subtypes live longer than
those with higher levels of expression (Figure 1E). Importantly, although lower ER-a expression was observed in GBM
TCGA data compared to healthy tissue, survival analysis showed that high ER-a expression is a poor prognostic factor
for the patients, which suggests that ER-a expression levels in GBM may not always be proportional to its oncogenic
activity. These results suggest that ER-ac and ER-f expression differentially changes among healthy tissue, LGG, and
GBM, both in vivo and in vitro, and it also varies among GBM subtypes.
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Figure 1. The estrogen receptor-a (ER-a) and estrogen receptor-f3 (ER-3) subtype gene expressions in human glioblastoma
multiforme (GBM). (A) Ribonucleic acid sequencing (RNA-Seq) counts obtained from low-grade gliomas (LGG, n = 167)
and GBM (n = 155) projects from The Cancer Genome Atlas (TCGA) and expression profiles obtained from healthy brain
cortex samples (normal tissue, NT; n = 249) in the GTEx database. LGG includes grade I, II, and III gliomas. (B) RNA-Seq
counts from GBM subtypes: classical (CL), mesenchymal (MES), neural (N), and proneural (PN) obtained from TCGA. * p
< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. (C) RT-qPCR quantified gene expression of estrogen receptor 1/a (ESR1) and estrogen
receptor 2/f (ESR2) relative to the reference gene 18S ribosomal RNA (rRNA) using the comparative 242t method in total
RNA from normal human astrocyte (NHA) and U251, U87, T98G, and LN229 human GBM-derived cells. Both receptor
subtypes were less expressed in GBM cells than in NHAs. * p <0.05 vs. all other groups; mean + standard error of the mean
(SEM), n =3. (D) ER-a and ER-f content analyzed by Western blot using a-tubulin as load control. The two main isoforms
of ER-P expressed in GBM are shown: ER-$1 and ER-35. Representative blot image and the corresponding densitometric
analysis for ERa and ER expression in human GBM-derived cells. * p < 0.05 ER-a vs. ER-B and ER-f1 vs. ER-f35; mean +
SEM, n = 3. (E) Survival analysis for ER-at and ER-{3 expression in GBM using TCGA data.
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3.2. Changes in Cell Morphology During E2-Induced EMT

Morphological changes associated with EMT in U251 and U87 cells were evaluated after E2 (10 nM) treatment. At
the beginning of the treatments, U251 cells presented a typical star-like morphology, and U87 cells a polygonal shape.
Interestingly, the cells treated with E2 showed a spindle-shape and the typical features of mesenchymal cells at 48 and
72 h (Figure 2). Table 1 details the geometric parameters quantified in this work. Values close to the unity of the
circularity and box XY (width/height) measurements are characteristic of a polygonal shape, while a high aspect
(major/minor axis) and perimeter denote a fusiform shape. Plots show that E2 decreased circularity and box XY, while
increased aspect and perimeter (Figure 2). This effect on the cellular morphology was consistent in T98G and LN229 cells
(Figures S1 and S2). These results show that E2 promotes morphological changes associated with EMT.

Table 1. Geometric parameters of Image-Pro software.

Parameter Description Image
Area The area included in the polygon that defines the figure contour ‘
Axis major Major axis length of an imaginary ellipse surrounding figure @
Axis minor Minor axis length of an imaginary ellipse surrounding figure @
Aspect The ratio between the major and minor axis of an ellipse @
Bound box height Bounding box height of the figure '-.J
Bound box width Bounding box width of the figure "lj
. . . . Fip
Box XY The ratio of width to height of bounding box
Circularity The ratio of figure area to the diameter of a circle around it @
Perimeter Length of the region surrounding the figure 8

3.3. E2-Induced Reorganization of Actin Filaments

To determine whether the morphological changes observed above were related to changes in the arrangement of
actin filaments, we performed immunofluorescence assays in U251 and U87 cells. In U251 cells treated with vehicle, the
actin filaments were predominantly organized into bundles of dense reticulated mesh, characteristic of cortical actin. In
contrast, in cells treated with E2 (10 nM), the actin filaments assembled in parallel along the ventral surface of the cell,
forming long projections towards the leading edge, which in the extreme showed focal sites with a high concentration
of actin (Figure 3). In U87 cells, we observed a higher proportion of concentrated actin focal points, both in vehicle and
E2 treated cells. However, cells incubated with E2 showed long parallel filament projections with a high concentration

of actin around the edge (Figure 3). Thereby, the morphological changes induced by E2 in GBM cells were related to a
reorganization of the actin filaments.
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Figure 2. 17p-Estradiol (E2)-induced morphological changes in human GBM-derived cells. (A) U251 and (B) U87 cells
observed by phase-contrast microscopy with a magnification of 400x at 0, 48, and 72 h after adding 17p-estradiol (E2, 10
nM) and the vehicle (V, 0.01% cyclodextrin). Magnification white bar = 100 um. Plots represent the quantification of the
geometric parameters (circularity, box XY, aspect, perimeter) in this study. Results are expressed as the mean + standard
error of the mean (SEM); n=3;*p <0.05 vs. V.
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Figure 3. E2 rearranged the actin cytoskeleton of human GBM-derived cells. Actin immunostaining in U251 and U87 cells
treated with 17B-estradiol (E2, 10 nM) and vehicle (V, 0.01% cyclodextrin) for 48 h. Representative images captured under
a fluorescence microscope at a magnification of 400x. Magnification white bar = 100 um and gray bar = 30 um.
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3.4. E2 Regulated EMT Marker Expression

We analyzed the effects of E2 on EMT marker expression and distribution in GBM cells by RT-qPCR, Western blot,
and immunofluorescence. We evaluated the peripheral membrane protein zonula occludens 1 (ZO-1, encoded by the
TJP1 gene) as an epithelial marker, and the evaluated mesenchymal phenotype markers were N-cadherin (encoded by
the CDH2 gene) and vimentin (encoded by the VIM gene). In U251 cells, E2 increased TJP1 expression only at 48 h,
CDH2 expression from 24 to 72 h, and VIM expression from 48 h (Figure 4A). Importantly, ZO-1 protein content showed
no changes due to E2 treatment, while the hormone increased the content of N-cadherin and vimentin proteins at 72 h
(Figure 4B). E2 effects on U87 cells were like those of U251 cells. E2 upregulated TJP1 and ZO-1 expression from 48 h,
CDH2 expression from 24 h, and N-cadherin expression from 48 h; VIM expression increased at 24 h, and decreased at
72 h, while the vimentin protein content increased at 72 h (Figure 4C,D).

The analysis of EMT markers by immunofluorescence showed that in U251 and U87 cells treated with the vehicle,
Z0-1, and N-cadherin proteins were expressed in localized regions of the plasmatic membrane, particularly at cell-
binding sites. In contrast, in E2-treated cells, these proteins were shown along the entire cell surface, especially in long
projections at the cell ends (Figure 5A,B). Vimentin filaments formed a network within the cytoplasm in cells without
E2, whereas in E2-incubated cells, vimentin filaments were arranged in parallel along the ventral surface of the cell,
particularly at the borders, similar to actin filaments (Figure 5A,B). Overall, the fluorescence intensity of EMT markers
significantly increased in E2-treated U251 and U87 cells (Figure 5C). These results show that E2 induces EMT marker
expression and its redistribution in GBM cells.

Furthermore, the increase in both epithelial and mesenchymal markers suggests that E2 promotes the induction of
a partial EMT, which expresses both phenotypes. Nevertheless, the increase in ZO-1 in U251 cells was not as evident as
in U87 cells, and thus these results are not sufficient to determine the status of E2-induced EMT. However, these results
showed that E2 significantly induced the expression of mesenchymal markers, promoting the mesenchymal phenotype
of cells derived from GBM.

3.5. E2 Promoted Migration and Invasion of Human GBM-Derived Cells

We evaluated cell migration by wound healing assay, and we observed that E2-treated U251 and U87 cells showed
a higher migratory capacity by rapidly closing the wound compared to cells without E2 (Figure 6A,B). We also evaluated
invasive capacity through transwell assay. E2 increased the number of invading U251 and U87 cells as compared with
the vehicle (Figure 6C,D). These data show that E2, in addition to changing cell morphology and regulating EMT marker
expression, also increased the migratory and invasive capacity of GBM-derived cells.
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Figure 4. E2-regulated epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) marker expression of human GBM-derived cells. (A,B)
U251 and (C,D) U87 cells were treated with 17p3-estradiol (E2, 10 nM) and vehicle (V, 0.01% cyclodextrin) for 24, 48, and 72
h. (A,C) Epithelial gene (tight junction protein 1 (TJP1)) and mesenchymal genes (vimentin (VIM) and cadherin-2/N-
cadherin (CDH2)) expression was quantified by RT-qPCR using the comparative method 224¢t concerning the reference
gene 185 rRNA. (B,D) Zonula occludens 1 (ZO-1), N-cadherin, and vimentin content was determined by Western blot.
Densitometric analysis of EMT marker expression with their respective representative bands using a-tubulin as a load
control showed that E2 increased EMT marker expression with different temporal dynamics. Results are expressed as the
mean * standard error of the mean (SEM); n=3; * p <0.05 vs. V.
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Figure 5. E2 modified EMT marker distribution and immunoreactivity in human GBM-derived cells. ZO-1, N-cadherin,
and vimentin immunostaining in (A) U251 and (B) U87 cells treated with 17(3-estradiol (E2, 10 nM) and vehicle (V, 0.01%
cyclodextrin) for 48 h. Representative images were captured under a fluorescence microscope at a magnification of 400x.
(C) EMT marker expression measured as a fluorescence density. Results are expressed as the mean + standard error of the
mean (SEM); n=3;*p <0.05 vs. V.
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Figure 6. E2 increased migration and invasion of human GBM-derived cells. (A,B) Wound healing assays were performed
in U251 and U87 cells treated with 17p-estradiol (E2, 10 nM) and vehicle (V, cyclodextrin 0.01%). Representative images of
wound closure at 0, 10, and 20 h and quantification of the wound area are shown. (C,D) Transwell assays were carried out
in both cell lines. Quantification of cells staining with 0.1% crystal violet dye shows the number of invasive cells. Results
are expressed as the mean * standard error of the mean (SEM); n=3;* p <0.05 vs. V.
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3.6. ER-a Mediated E2 Effects on EMT

To determine the intracellular receptor subtype involved in E2 effects, we used specific agonists and antagonists’
ER subtypes and assessed the expression of EMT markers. PPT, a selective ER-a agonist, increased TJP1, CDH2, and
VIM gene expression in a similar way to E2 in U251 and U87 cells, and ER-a antagonist MPP blocked E2 effects in both
cell types (Figure 7A,B). Treatment with antagonist alone did not show a significant effect on the expression of EMT
markers, consistent with characterization of the effects of MPP in vitro, which showed that the antagonist does not
behave as a partial or inverse agonist when administered in absence of an agonist. Treatments with the ER-[-selective
agonist DNP and the antagonist PHTPP did not show any significant statistical effect on the regulation of EMT marker
expression in either U251 or U87 cells (Figure 7A,B). These data suggest that E2 regulates EMT marker expression
through the ER-a subtype. To functionally assess the role of ER-a in the EMT process, we performed wound healing
assays using PPT and MPP. PPT-treated U251 cells rapidly closed the wound compared to cells treated with the vehicle,
while the antagonist MPP blocked the PPT effect. Similarly, PPT increased the wound closure rate of U87 cells, and MPP
blocked the agonist effect (Figure 8).
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Figure 7. Effect of selective ER-a and ER-f agonists and antagonists on the EMT marker expression in GBM cells. U251 (A)
and U87 (B) cells were treated with vehicle (V, 0.01% cyclodextrin + 0.01% DMSO), 173-estradiol (E2, 10 nM), 4,4',4"-(4-
propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol (PPT, 10 nM, selective ER-a agonist), methyl-piperidino-pyrazole (MPP, 1 uM,
selective ER-a antagonist), E2 + MPP, diarylpropionitrile (DPN, 10 nM, selective ER-B agonist), 4-[2-phenyl-5,7-bis
(trifluoromethyl)pyrazole[1,5-a]pyrimidin-3-yl]phenol (PHTPP, 1 uM, selective ER-B antagonist), and E2 + PHTPP for 48
h. Epithelial gene (TJP1) and mesenchymal gene (VIM and CDH2) expression were quantified by RT-qPCR using the
comparative method 244t concerning the reference gene 18S rRNA. Results are expressed as the mean + standard error of
the mean (SEM); n = 3; * p < 0.05 vs. all other groups.
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Figure 8. Effect of the selective ER-a agonist and antagonist on the migration of GBM cells. (A) U251 and (B) U87 cells that
were treated for 20 h, with PPT (10 nM, selective ER-a agonist), MPP (1 puM, selective ER-a antagonist), PPT + MPP, and
vehicle (V, DMSO 0.01%). Wound healing assays determined the migratory capacity of the U251 and US87 cells.
Representative images show wound closure at 0, 10, and 20 h and quantification of the wound area. Results are expressed
as the mean + standard error of the mean (SEM); n =3; * p <0.05 vs. all other groups.
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4. Discussion

The present study provides evidence of E2 effects on EMT-related molecular and cellular processes in human GBM-
derived cells. EMT comprises a set of states between the epithelial and mesenchymal phenotypes, and its activation
could be closely related to the high degree of phenotypic heterogeneity of GBM.

GBM is a highly heterogeneous tumor at both the molecular and cellular levels. The TCGA determined the existence
of four main subtypes with different molecular expression profiles [4], and some studies have shown the simultaneous
presence of these subtypes within the same tumor [67,68]. GBM cells with proneural and mesenchymal expression are
the most consistent subtypes in the literature. The proneural subtype is related to a more favorable prognosis, and the
mesenchymal subtype tends to have the worst survival rate [5,69,70]. It has been shown that recurring GBM tumors that
initially showed proneural expression presented mesenchymal expression profile after radiotherapy and chemotherapy
[6,71,72], which has led to the proposal of a proneural-mesenchymal transition (PMT), whose molecular events are
equivalent to those of EMT [7,73]. The transition between the two molecular subtypes is closely related to an enrichment
of cells of the immune system within the GBM tumor microenvironment, which activate various signaling pathways
that promote PMT/EMT [74-76]. The data shown in these studies highlight the importance of the factors found within
the tumor microenvironment that promote phenotypic transitions between GBM subtypes. Immune system cells
produce chemokines, cytokines, growth and angiogenic factors, immunosuppressive molecules, and extracellular
matrix-modifying enzymes, which make the surroundings favorable for tumor progression [77]. Among the many
factors found within the GBM tumor microenvironment, in this work, we focused on E2, which is produced by microglial
cells, astrocytes, and GBM cells [78-81]. In this study, we evaluated E2 effects on the mesenchymal transition of human
GBM-derived cells.

Both ER subtypes are predominantly expressed through healthy CNS; however, in human astrocytomas, both ER-
o [45,47-49] and ER-P [44] expression decreases as the grade of tumor malignancy increases. Therefore, different
researchers have proposed that ER expression may be reduced or lost during tumor development, although it is not clear
if this represents a cause or consequence of tumor development. Much remains to be investigated on this topic, since
determining the mechanisms underlying ER decrease during the development of gliomas could better understand the
malignant tumor progression. Our results regarding the decrease of ER-a expression in gliomas compared with healthy
tissue show agreement with that observed in other investigations. Likewise, we showed that ER-a subtype expression
is higher in GBM than LGG (Figure 1A), which suggests an important oncogenic role of such receptor in the development
of low- and high-grade gliomas. Among gliomas, a higher expression of ER-a could be involved in developing a high-
grade glioma (GBM), while lower ER-a expression is associated with LGG development. The decrease or loss of ER
expression during tumor development supposes the homeostatic imbalance of the normal functions of ERs in cells.
Although this topic is not yet well studied in GBM, in breast cancer, it has been determined in more detail that in the
most malignant tumors with multiple metastases, the nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-
kB) represses ER-a transcription through the enhancer of zeste homolog2 (EZH2), which negatively regulates ER-o
transcription [82]. However, NF-kB also improves the recruitment of ER-a to estrogen response elements (EREs) of its
target promoters and increases its transcriptional activity [83,84]. The change in ER-a functions may also be due to other
factors, such as altered structural conformations that increase interaction with transcriptional coactivators, point
mutations that promote active forms of the receptor in the absence of an agonist, or variations by alternative splicing
that change receptor transactivation mechanisms [85-87]. These data suggest that ER-a expression levels may not always
be proportional to its activity. The positive correlation of ER-B expression concerning the GBM malignancy grade
observed in this work does not correspond to other studies that find the opposite. However, we must consider that these
studies do not specify the brain region of the used healthy tissue. We used expression data from the cerebral cortex, but
there are other regions with a higher abundance of ESR2, such as the pons, cerebellum, thalamus, basal ganglia, and
hypothalamus. Nevertheless, ESR1 and ESR2 expression on human GBM-derived cell lines were lower compared to
healthy astrocytes, reinforcing the hypothesis of the studies above, which establish that the expression of both ER
subtypes is inversely proportional to the tumor evolution degree. Different actions have been observed between ER
subtypes in GBM. E2 (10 nM) and PPT (1 nM), the selective ER-at agonist, increased the number of cells derived from
GBM [45], while treatment with different ER-B-specific agonists decreased GBM cell proliferation [44]. Within the cancer
context, a positive correlation has been determined between EMT activation and increased cell proliferation [88-91].
Previously, our group determined in GBM-derived cells that E2 induces cell growth and the expression of vascular
endothelial growth factor (VEGEF), epidermal growth factor receptor (EGFR), and cyclin D1 genes, which are involved in
cell proliferation. These effects depended on ER-a activation [45]. This previous study represents the primary antecedent
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of our work. Once we demonstrated that E2 induces cell growth in GBM cells, we decided to investigate the relationship
between E2 and canonical cellular processes of EMT activation, such as morphological and actin cytoskeleton
organization changes, EMT marker expression, as well as cellular migration and invasion, which represent the main
functional consequences of cells that undergo EMT. Additionally, it is worth mentioning that recently Castruccio et al.
demonstrated that E2 significantly increases cell proliferation in U87 cells [92], which is consistent with our previously
published results [45]. Still, our survival analysis showed that both ER-a and ER-{3 expression was positively correlated
with a poor prognosis. It is interesting to highlight that our results showed that expression of both ER subtypes was
enriched in the mesenchymal subtype concerning the other subtypes since this data led us to investigate the role of ERs
on the induction of the mesenchymal phenotype.

EMT is a transition process between cellular phenotypes; therefore, it involves cellular morphological changes. To
characterize the effects of E2 on EMT-related processes, in this study, we first evaluated changes in the morphology of
cells treated with E2. Our results showed that E2 significantly changed the morphology of the four GBM-derived cells,
towards an elongated mesenchymal phenotype. Moreover, these changes were correlated with an actin filament
rearrangement. E2 regulates the reorganization of actin filaments through phosphorylation of actin-binding proteins
such as cofilin and moesin in neurons, fibroblasts, and breast and endometrial cancer cells [93-96]. During EMT, actin
filaments progressively reorganize from thin cortical bundles to thick contractile filaments that withstand stress fibers.
The mesenchymal phenotype presents distribution of actin filaments in a front-rear polarization, with a network of short
actin filaments branched at the leading edge, and long filaments arranged in different types of fibers behind the leading
edge, which are associated with adhesion structures. This arrangement of the mesenchymal actin network allows cells
to carry out migratory and invasive processes [97-99]. Thus, in this study, we demonstrated that E2 promotes a
morphology change in GBM cells towards a mesenchymal phenotype due to the rearrangement of actin filaments, which
were assembled in parallel along the ventral surface with long projections toward the leading edge. These changes in
cellular morphology and reorganization of actin filaments suggest that E2 provides GBM-derived cells migratory and
invasive capabilities.

All molecular events that occur during EMT are spatially and temporally coordinated during the transition.
Therefore, the reorganization of the actin filaments is coupled with the expression changes that modify the cellular
phenotype. Previously, the EMT definition described a complete transition between two different states, the epithelial
and mesenchymal phenotype. Therefore, the primary experimental model for EMT evaluated the decrease in epithelial
markers and the increase in mesenchymal markers. However, this perspective has generated extensive debate about the
presence of EMT in certain circumstances, such as in cancer progression, which tends to create hybrid
epithelial/mesenchymal (E/M) phenotypes that exhibit both epithelial and mesenchymal characteristics in a process
known as partial EMT. Hybrid E/M phenotypes in cancer cells present better migratory and invasive capacities, as well
as higher resistance to therapy [100-102].

We showed that E2 increased the expression of the epithelial marker ZO-1 and the mesenchymal markers N-
cadherin and vimentin in U251 and U87 cells. However, the ZO-1 expression regulation was variable between cell lines,
since in U251 cells, it only was increased by E2 at the mRNA level at 48 h, while in U87 cells, the expression increased
both at the mRNA and protein levels at 48 and 72 h. ZO-1 marker is an adapter protein that binds to multiple
components, such as integral proteins of the plasma membrane [103,104], and its presence is essential for assembly of
tight and adherent junctions of epithelial cells [105,106]. Therefore, tumor cells from epithelial tissues decrease ZO-1
expression by activating EMT. The implications that ZO-1 expression may have on GBM have not yet been studied.
Furthermore, our results showed that the regulation of E2 on ZO-1 expression varies between different human GBM-
derived cell lines, possibly due to the different expression profiles among these cells [107,108].

N-cadherin is a transmembrane protein that belongs to the calcium-dependent cell adhesion molecule (CAMs)
family that is characteristic of mesenchymal tissue. Increased N-cadherin expression promotes cells to form elongated
multicellular chains that migrate faster and more persistently, with a higher proportion of actin stress fibers that provide
contractile forces during cell migration [109-111]. EMT activation in GBM cells leads to increased expression of N-
cadherin, which is associated with increased migratory and invasive capacities. Vimentin is a type III intermediate
filament protein that has an essential role in integrity maintaining of mesenchymal cells by providing support and
anchorage to organelles, in addition to offering flexibility to cells by stabilizing dynamic interactions of the cytoskeleton
during cell migration [112-114]. During EMT, there is an extensive change in the composition of intermediate filaments
of epithelial cells, which generally express cytokeratin and initiates the expression of vimentin when they differentiate
towards the mesenchymal phenotype. Our results showed that E2 promotes the mesenchymal phenotype by increasing
the expression of N-cadherin and vimentin both at the mRNA and protein levels in two different human GBM cell lines.
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Although it was observed that E2 increased the expression of both epithelial and mesenchymal markers, we cannot
affirm the induction of a partial EMT, since doing so requires the analysis of more epithelial and mesenchymal markers.
However, our results open new perspectives regarding the determination of the status of E2-induced EMT in cells
derived from GBM, since estradiol may promote partial EMT. Regardless of the status of EMT induced by E2, our results
convincingly showed the acquisition of mesenchymal characteristics in GBM cells by E2 effect, since the changes in the
expression of N-cadherin and vimentin are sufficiently forceful in the two cell lines studied.

Taken together, the effects promoted by E2 on GBM cells, such as reorganization of actin filaments as well as
increased expression of N-cadherin and vimentin, are related to increased migratory and invasive capacities of U251 and
U87 cells. These effects, associated with EMT activation, were replicated with PPT, a selective ER-a agonist that has a
410-fold relative binding affinity for ER-a over ER-[3 [115], suggesting that the E2 effects on EMT are regulated through
ER-a. The latter was verified when using a highly selective ER-a antagonist (MPP, Ki=2.7) [116], which blocked effects
produced by E2 on EMT marker expression, as well as the increase of the migratory capacity provided by PPT.
Furthermore, neither agonist DNP nor antagonist PHTPP, both selective for ER-{3 [117], showed significant effects on the
expression of EMT markers. Therefore, we conclude that E2 effects observed on the expression of EMT markers are
mainly produced by ER-a activation. Much remains to be known about the actions of both ER subtypes during the
GBM'’s malignant progression. A more in-depth study of the molecular mechanisms of E2 signaling on GBM and its
interaction with other signaling factors in specific cellular contexts is necessary for understanding E2 effects on this
tumor, which could provide new strategies in GBM treatment.

In this work, we characterized E2-induced EMT in human GBM-derived cells. We found that E2 induces changes
in cell morphology through actin filament reorganization and by increased expression of mesenchymal markers. These
effects are related to the increased migratory and invasive capacities of GBM cells. Furthermore, E2 effects were mediated
by ER-a, since the treatment with its agonist PPT produced similar results to E2, while the treatment with its antagonist
MPP blocked these effects. Thus, E2 induces a mesenchymal phenotype through ER-a in cells derived from human GBM.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/sl, Figure S1: E2-induced morphological
changes in human GBM-derived T98G cells. Figure S2: E2-induced morphological changes in human GBM-derived LN229 cells.
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